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Resumo

A Lesdo Renal Aguda (LRA) é uma condigdo grave com elevado risco de progresséo para
Doenca Renal Crénica (DRC), especialmente quando ndo detetada precocemente. Este
trabalho investiga o uso de técnicas optoelectronicas, nomeadamente a espectroscopia de
fluorescéncia e Raman, como métodos inovadores e nao invasivos para a identificacao de
biomarcadores em amostras de urina. A espectroscopia de fluorescéncia demonstrou-se
altamente eficaz na detecéo de padrdes espectrais relacionados com biomarcadores como a
creatinina, permitindo diferenciar claramente amostras de individuos saudaveis e de pacientes
com DRC. Esta abordagem, ao fornecer informacdes detalhadas sobre a concentracéo e
presenca de biomarcadores na urina, tem o potencial de revolucionar o diagnéstico precoce
de doencgas renais, permitindo intervencgdes terapéuticas mais rapidas e precisas. Com base
nos resultados obtidos, as técnicas optoelectrénicas mostram grande viabilidade para futuras

aplicagdes clinicas no diagnéstico de LRA e DRC.

Palavras-chave: Lesdo Renal Aguda, Doenca Renal Cronica, Espectroscopia de

Fluorescéncia, Espectroscopia Raman, Biomarcadores, Diagnostico Nao 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.

Vii



viii



indice

AGradeCimMENTOS .......ccoiiiiiiiiiiiie e i
Declaragio de iNtegridade...........uuuuuieiiiiiiiiiiiiiiee e iii
RESUIMIO . ..ttt e v
ADSIFACT. ... vii
FAICE .ttt ettt ettt ettt ettt ettt et et et t et ete et reetereenanas iX
INAICE @ FIGUIAS ... ettt ettt ettt s e e et e e e Xi
INAICE @ TADEIAS .......cvceveveeeeetee ettt ettt Xii
ADIEVIALUIAS ... Xiii
(07T 011101 [o T U 1o (0T U o= Lo TSP 1
P P 1Y/ (o] 1)YZ= Vo= Lo S 2
1.2, ODJEUIVOS. ..ttt 3
1.3, Organizac8o A tESE........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieb bbb 4
1.4. Contribuicoes da tese de mestrado............ooevvviiiiiiiiiiiici e 5
07T oY1 (0] [o T2 =1 T] g g T 7= [o] == 100 6
2.1. Lipocalina associada a gelatinase de neutrofilos (NGAL)..........evvvvvveeiviniinnnes 8
A O 153 - ] F= T O (@3 T I 9
2.3. Molécula-1 de lesao renal aguda (Kim=1)..........cuuuuummmmmmmmmmmmmeieeneeninnneennnn. 9
A [ 01 (Y4 (= TU ol g b= {1 < ) TR 10
Capitulo 3 . FUNAamMENTOS tEOMICOS .......ouviieii e e e e aaae s 11
3.1.  Espectroscopia de FIUOreSCENCIA ............ccovvviiiiiiiiiiiiiiiii 11
3.2.  Espectroscopia Raman..........ccccccoiiiiiiiiiii 13
Capitulo 4 . MetOdOIOGIA. ... ..uuuiiiiiiiiii e 16
4.1. Caracterizag@o das amoOStras.........coeiiieiiiieiiiiiie e e 16
411. AMOSIra € UMNA ... 16
4.1.2. AMOSIras Padr80 ........ooooiiieiieee e 16
S | 1= (4 0 0 1T o] == Lo R 17
4.2.1. Espectroscopio de fluOreSCENCIA ..........cevvvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 17
4.2.2. ESPECtrO RAmMan .....coooiiiiii i 18



I T 07 1 1] o > o= [o T 19
4.4, Preparagao da amoOStra........cooieiiiiiiiii e e 20
4.5. Procedimento de analise de amoStras ...........cccooecuviriiiiiiiiiiiiniiiieeee e 21
4.6. Parametros de aquiSICA0 .........ccvviiiiiiiii e 21
4.6.1. Espectroscopio de fluOreSCENCIA .......coeeeeeiiiiiiiiiie e, 21
4.6.2. ESpectroscOpio Raman ... 22
4.7.  Processamento de dadOsS ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 22
Capitulo 5 . Analise e Discussdo dos Resultados............c.ceiiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
5.1. Amostras padrao de creatinina ..............ceiiiiiiiiiiiiiiii e 24
5.2, AMOSIras de UrN@.........ccooiviiiiiiiiiiiii 27
5.2.1. AMOSIFAS P .. 27
5.2.3. Amostras de voluntarios com LRA ..., 31
5.24. Comparacao das amostras P com as amostras A .........c...oooovviviiiiiin e, 33
5.2.5. Limitagdes a0 €StUAO .....cccuuuiiii 35
Capitulo B . CONCIUSOES ......couvvuiii et e et e e e e e e e e ettt e e e e e e e eaeraaa s 36
Capitulo 7 . BiblIOGrafia ..........uuuuuuiiiiiiiiiiiii e nnnne 39
(07T oY1 (01 [o TR T N o1 PR 43



indice de figuras

Figura 3.1 - Diagrama de Jablonski (LakowiCz, 2006). ..............uurremmmmmmmmmiiiiiiiiiiiiiieniineennnennes 11
Figura 3.2 - Diagrama esquematico de um espectrofluorimetro (Lakowicz, 2006)................ 12
Figura 4.1 - Espectrofluorimetro Jasco FP-8300 Series (imagem original). ...............ccccueeee 18

Figura 4.2 - Espectrometro Raman usado na montagem do projeto LUMINA (Fantoni et al.,

2024). ...t — e e e e e e e ettt teta e e e e e et rrtaaaeeeaaanrraees 19
Figura 4.3 - Espectro 3D de uma amostra de agua destilada (imagem original). .................. 19
Figura 4.4 - Espectro Raman de uma amostra de agua destilada (imagem original). ........... 20

Figura 4.5 - Espectro Raman obtidos da mesma amostra com diferentes calibracbes (imagem
o]y o1 o= ) R UEPPPUPOT 23
Figura 5.1 - Espectro Raman de 5 amostras padrao de creatinina com diferentes
concentracoes (1,25;2,5;5;7,5 e 10 mg/dL) (imagem original). ...........ccccceevieeeiiiiinnnnnnnn. 24
Figura 5.2 - Espectro Raman de uma amostra padrédo de creatinina com uma concentragéo
de 100 mg/dL (imagem Original). .........ueeiiiieiiiecee e 25
Figura 5.3 - Espectros de fluorescéncia de 5 amostras padrao de creatinina com diferentes
concentragdes (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 OFIGINAI). ... 26
Figura 5.4- Espectro Raman das amostras de doadores saudaveis (imagem original)......... 28

Figura 5.5 - Espectros de fluorescéncia das amostras de doadores saudaveis (imagem

OFIGINAI) e 28
Figura 5.6 - Espectro Raman das amostras A1 a A4 (imagem original). ............ccccvvvviininnnns 29
Figura 5.7 - Espectros fluorescéncia das amostras A1 a A4 (imagem original). .................... 29
Figura 5.8 -Espectros fluorescéncia das amostras A5 e A6 (imagem original)...................... 30
Figura 5.9 - Espectro Raman das amostras A5 e A6 (imagem original). ............cccccvvevivnnnnnnns 31
Figura 5.10 - Espectro Raman das amostras A7 e A8 (imagem original). ...........cccccvvvvvnnnnns 32
Figura 5.11 - Espectros fluorescéncia das amostras A7 e A8 (imagem original). .................. 32

Figura 5.12 - Espectro Raman de amostras de doadores com DCR, amostra A1, e doadores
saudaveis, amostra P1(imagem original). .............oeeiiioiiiiiiii e 33
Figura 5.13 - Espectros fluorescéncia de amostras de doadores com DCR, amostra A1, e
doadores saudaveis, amostra P1(imagem original). ..........cccccviiiiiiiiiiiiiiiie e 34
Figura 5.14 - Localizagédo dos picos de fluorescéncia de compostos quimicos (Khan et al.,
1200 2 TS 34

Xi



indice de tabelas

Tabela 4.1 - Caracterizacdo das amostras de creatinina. ............ccccoeeeiiiiiiiiiie e, 16
Tabela 5.1 - Codificacdo das amostras analisadas. .........cc.ceveviiiiiiiiiiii i, 27

Xii



Abreviaturas

AKI
CysC
CKD
DRC
FISH
IL-18
IR

IRA
kDa
KDIGO
Kim-1
LRA
LUMINA
NGAL
NIR
nm
SCr
SERS
TFG
TFGe

TP

Acute Kidney Injury
Cistatina C

Chronic Kidney Disease

Doenca renal crénica

Fluorescéncia in situ

Interleucina-18

Infravermelho

Insuficiéncia renal aguda

kiloDaltons

Kidney Disease: Improving Global Outcomes
Molécula-1 de leséo renal aguda

Lesdo renal aguda

Light Based Urine Monitoring and Analysis
Lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos
Comprimentos de onda na faixa do infravermelho préximo
Nanometros
Creatinina sérica

Espectroscopia Raman amplificada por superficie
Taxa de filtracdo glomerular
Taxa de filtracdo glomerular estimada

Tubulo proximal

Xiii



Xiv



Capitulo 1 . Introducao

A Lesao Renal Aguda (LRA) é uma condigdo caracterizada por uma perda abrupta e
geralmente reversivel da fungdo renal, com um aumento significativo dos riscos de
mortalidade e de progressao para doenca renal crénica (DRC). No entanto, os métodos de
diagnéstico atuais, baseados principalmente na medigdo da creatinina sérica (SCr), sao
insuficientes para uma detegao precoce e eficiente da LRA, uma vez que os niveis de SCr
podem permanecer normais nas fases iniciais da lesdo. Essa limitacdo pode atrasar o
tratamento, aumentando a probabilidade de complicagdes, como progressao para
insuficiéncia renal cronica ou necessidade de dialise. Consequentemente, é fundamental
desenvolver métodos de diagndstico mais sensiveis, capazes de identificar precocemente os
biomarcadores indicativos da LRA, reduzindo os impactos clinicos e sociais desta condi¢cao
(Bellomo et al., 2012).

A LRA afeta principalmente pacientes hospitalizados, sobretudo em unidades de cuidados
intensivos, com uma prevaléncia que pode atingir 30%. Apesar da sua elevada incidéncia e
dos avancgos na medicina, a dificuldade de detecao precoce resulta na perda de oportunidades
para uma intervengao terapéutica mais eficaz, colocando em risco a vida dos pacientes
(Bellomo et al., 2004).

O presente estudo propde o uso de técnicas optoelectronicas, como a espectroscopia de
fluorescéncia e a espectroscopia Raman, para a detecdo nao invasiva de biomarcadores
associados a LRA. Essas técnicas sdo capazes de analisar amostras de urina e identificar
variacbes espectrais que correspondem a presenca de biomarcadores especificos, como a
creatinina e no futuro a lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos (NGAL) (Bellomo et
al., 2012; Fantoni et al., 2024).

A espectroscopia de fluorescéncia permite monitorizar a emissdo de luz em diferentes
comprimentos de onda, proporcionando informagdes detalhadas sobre a concentracido de
biomarcadores fluorescentes na urina. Por outro lado, a espectroscopia Raman oferece uma
"impressao digital" molecular, permitindo a identificagao precisa da composi¢cao quimica das
amostras. Ambas as técnicas, quando aplicadas de forma combinada, podem aumentar a
sensibilidade e a especificidade na detecdo de LRA, ao identificar variagbes minimas nas
amostras de urina que seriam impossiveis de captar por métodos tradicionais (Lakowicz,
2006; Vandenabeele, 2013).



Essas técnicas, além de serem nao invasivas, também s&o economicamente viaveis para a
implementacao em ambiente clinico, podendo revolucionar o diagndstico precoce da LRA e
DRC e, por conseguinte, melhorar os desfechos clinicos. Com base em resultados
preliminares, é possivel observar diferengas significativas nos espectros de fluorescéncia e
espectros Raman entre amostras de urina de individuos saudaveis e de pacientes com LRA

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

O desenvolvimento desta abordagem inovadora permite facilitar a implementagdo de métodos
de diagndstico mais rapidos e precisos, assegurando que os profissionais de saude possam
intervir mais cedo, reduzindo o risco de complicagdes graves associadas a LRA. O impacto
desta tecnologia podera ser vasto, melhorando a qualidade de vida dos pacientes, reduzindo
custos hospitalares e contribuindo para a sustentabilidade dos sistemas de saude (Bellomo et
al., 2012; Fantoni et al., 2024).

1.1. Motivacao

A LRA é uma doenca que comporta riscos graves para a saude do paciente, incluindo
insuficiéncia renal crénica e morte. Por isso, € vital diagnostica-la o mais cedo para minimizar
0s riscos associados a complicacdes renais. A maior parte dos métodos de diagnéstico atuais
séo invasivos ou inadequados, dado que estes podem nao ser suficientemente sensiveis ou

especificos para descobrir a LRA desde o inicio.

E por isso que encontrar métodos de diagndstico alternativos e menos invasivos € pertinente.
A espectroscopia de fluorescéncia e a espectroscopia Raman séo a solugéo correspondente.
Estas técnicas optoelectrénicas exploram as caracteristicas moleculares de substéncias
examinadas na urina e ajudam a identificar os biomarcadores correspondentes a LRA e DCR.
Este trabalho destina-se ao estudo do potencial da aplicacdo de espectroscopia por
fluorescéncia e Raman na analise de urina de doadores voluntérios. Para tal pretende-se
comparar espectros a fim de descobrir as variacdes espectrais entre a urina de doadores
voluntérios saudaveis e diagnosticados com LRA ou DCR. O futuro desenvolvimento da
hipétese pode revolucionar a abordagem utilizada para detetar a LRA, facilitando o
diagnoéstico e, como resultado, aperfeicoando os parametros dos resultados clinicos e vida
diaria dos pacientes. Esse trabalho apoia a iniciativa mais ampla de desenvolvimento e

implementacéo de métodos de diagndstico inovadores.



1.2. Objetivos

Os objetivos deste trabalho centram-se na exploracdo e validagdo de métodos
optoelectronicos de analise para a detecao precoce de biomarcadores associados a doencas
renais, como a LRA e a doenca renal cronica DRC. A necessidade de técnicas nao invasivas
€ mais sensiveis para diagnostico motivou a aplicacdo da espectroscopia de fluorescéncia e
Raman como ferramentas principais para a analise de amostras de urina. Através destas
técnicas, pretende-se obter uma correlacao fiavel entre os padrdes espectroscopicos e a
presenca de biomarcadores clinicos relevantes, contribuindo assim para a melhoria do

diagnostico e monitorizagédo de patologias renais.
Deste modo, os principais objetivos desta investigagao sio:

1. Confirmar laboratorialmente a correlacdo das propriedades espectroscépicas oticas
da urina humana para a detegdo de biomarcadores especificos ou padrdes
caracteristicos causados pela presenca de multiplos biomarcadores.

2. Validar a detecdo de biomarcadores comuns como a creatinina sérica (SCr) e a
cistatina C (Cys C), e no futuro a lipocalina associada a gelatinase de neutrdfilos
(NGAL), através da analise espectroscopica.

3. Realizar analises de urina utilizando técnicas de espectroscopia de fluorescéncia e
Raman para identificar os padrbes de biomarcadores.

4. Comparar os resultados obtidos com dados clinicos, proporcionando conclusdes
valiosas sobre a incidéncia dos biomarcadores e a sua relagdo com a presencga de
doencas como LRA e DRC.

5. Desenvolver uma abordagem inovadora para o diagnéstico ndo invasivo de doengas
renais, aplicando técnicas optoelectrénicas para facilitar a identificagdo precoce de
biomarcadores.

6. Avaliar a precisao das técnicas de espectroscopia de fluorescéncia e Raman na

analise de amostras bioldgicas e seu potencial na pratica clinica.

Este conjunto de objetivos orienta a investigacado para fornecer solugbes tecnoldgicas e
cientificas que permitam melhorar a precisdo no diagnostico das doengas renais, abrindo

novas possibilidades para a pratica clinica.



1.3. Organizacgao da tese

O presente documento esta organizado em 5 capitulos, os quais descrevem toda a evolugao
do projeto, desde os fundamentos tedricos até a parte pratica referente a analise de amostras

e respetivos resultados.

O capitulo 1 oferece uma breve introdugéo ao projeto, explicando os objetivos e metodologias
do trabalho realizado.

Nos capitulos 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 compreensao deste estudo.

O capitulo 4, correspondente aos materiais e métodos, abrange toda a parte experimental do
projeto em questao, desde o equipamento utilizado, passando pelo procedimento da técnica

até a caracterizacdo das amostras analisadas.

No capitulo 5 sédo apresentados e discutidos os resultados obtidos através da analise dos

espectros obtidos.

Finalmente, no capitulo 6 sdo elaboradas as conclusdes finais do trabalho de investigacao,
respondendo aos objetivos propostos, e sdo apresentadas as perspetivas de melhorias

futuras a serem realizadas neste ambito.



1.4. Contribuicdes 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 investigagdo em nefrologia do centro

hospitalar de Setubal.

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 publicacagao de um

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

et al., 2024).

O presente estudo provém da continuagdo de uma outra ideia, sendo esta a detecédo de
proteinas na urina através de um sensor portatil, vencedora do 1° prémio do concurso ACE
2023 e do 3° 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 espectrofluorimetro e espectroscopio Raman. Além disso,

pretende-se facilitar o diagnostico de doencas do foro nefrolégico.



Capitulo 2 . Biomarcadores

A quantificagdo, no plasma e/ou na urina, de moléculas endoégenas de baixo peso molecular,
que sao livremente filtradas pelo endotélio capilar, pode ser utilizada clinicamente para estimar
a taxa de filtracdo glomerular (TFG). Niveis séricos elevados destes biomarcadores podem
indicar (1) lesdo renal constitucional ou adquirida, pela afetagdo glomerular ou tubular como
ocorre na DRC, ou (ll) perda abrupta da funcdo renal que pode ser lesdo intrinseca ou

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

A DRC ocorre devido a perda progressiva da fungao renal. Esta é definida, como a presenca
de lesdo renal ou uma taxa de filtracao glomerular estimada (TFGe) inferior a 60 ml/min/1,73
mt?, persistindo por 3 meses ou mais, independentemente da causa (“Chapter 1: Definition
and Classification of CKD,” 2013) Alesao renal refere-se as anomalias patolégicas em estudos
de imagem ou biopsia renal, anomalias no sedimento urinario ou aumento das taxas de
excrecao urinaria de albumina. A classificacdo 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 trés niveis de albuminuria (Inker et al., 2014).

A queda da TFG esta correlacionada com a gravidade da DRC, a albuminuria indica o grau
do dano glomerular (Lousa et al., 2020; McMahon & Waikar, 2013; S. R. Vaidya & Aeddula, 2024).

A LRA, anteriormente chamada de insuficiéncia renal aguda (IRA), indica uma redugao subita
e muitas vezes reversivel da fungéo renal, medida pela TFG (Bellomo et al., 2004; Farrar,
2018). No entanto, imediatamente apds uma lesdo renal, os niveis séricos de ureia ou
creatinina (SCr) podem estar dentro da faixa normal, e o unico sinal de LRA pode ser uma
reducao do volume urinario. Varios critérios tém sido utilizados para identificar LRA, o KDIGO
é a ferramenta mais recentemente utilizada. De acordo com KDIGO, LRA ¢é a presenca 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.



Além do impacto a curto prazo da LRA pela acumulagao hidrica e de residuos nao filtrados,
existe evidéncia sobre a associagao entre a LRA e resultados adversos a longo prazo, como
episédios recorrentes de LRA em 25-30% dos casos, readmissdes hospitalares em até 40%
dos doentes, um risco aumentado de eventos cardiovasculares e da progressdo 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 les&o
renal, todos os critérios de definicdo de DRC e LRA baseiam-se neste biomarcador. Extensas
pesquisas pré-clinicas e clinicas sobre biomarcadores de LRA e DRC abriram uma nova
perspetiva neste campo. Foi afirmado que um diagnéstico mais oportuno usando novos
biomarcadores permitiria uma intervengao mais precoce e poderia melhorar os resultados dos

doentes.

Um biomarcador ¢ um indicador mensuravel de normalidade de processos biolégicos ou
patoloégicos e/ou expressao de resposta a alguma interveng¢ao. Novos biomarcadores da LRA
sem duvida alcangaram um papel importante no diagnéstico e até mesmo no prognéstico, ndo
apenas para LRA como para resultados associados, mas apenas em campos de pesquisa
especificos. A questao de como utiliza-los de forma otimizada a beira do leito ainda nao foi
resolvida. Apesar do grande numero e extensdao de biomarcadores propostos na ultima
década, as elevadas expectativas ndo foram seguidas por um resultado confiavel para
determinar uma mudanca na pratica clinica. Aparentemente, ainda ndo ha motivos suficientes

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

O desempenho dos biomarcadores na LRA ¢ influenciado por muitos fatores: amostra de
populacdo, tempo de medicdo apods a leséo, limiar de diagndstico de LRA entre outros. Todos
estdo 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).



Depois de mais de um século restrito aos primeiros biomarcadores para detecdo de danos
renais, foram aparecendo novas moléculas utilizadas como biomarcadores, muitas delas com
repetidas validacBes para que possam ser adequadamente incorporadas a pratica clinica
(Strimbu & Tavel, 2010; Younes-lbrahim & Younes-lbrahim, 2022).

O desenvolvimento destes biomarcadores ndo esta focado na identificagdo da etiologia da
doenca, mas na detecdo de um fendmeno fisiopatoldgico renal, relacionado com a forma de

como estes afetam a funcéo de filtrado glomerular ou da funcéo tubular.
2.1. Lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos (NGAL)

A NGAL é uma proteina de 25 kiloDaltons (kDa) e é descrita pela primeira vez nos granulos
dos neutrdéfilos, mas também é sintetizada em varios tecidos, como no rim, no pulmao e no
trato digestivo, apés lesdo epitelial (Schmidt-Ott et al., 2006; Yang et al., 2003). As moléculas
circulantes séo filtradas pelo glomérulo e reabsorvidas no tibulo proximal (TP). A producédo
fisiolégica de NGAL aumenta com a idade e é maior em mulheres. Os principais locais de
producdo de NGAL no rim, sdo a alca 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 servigo de urgéncia, tendo sido proposta uma classificacdo de trés graus de LRA com base
nos niveis de NGAL no plasma associados aos dados clinicos e biomarcadores adicionais
para identificar com mais precisdo a LRA (“Chapter 1: Definition and Classification of CKD,”
2013). As concentragfes urinarias e plasmaticas de NGAL demostraram identificar doentes
com alto risco de LRA na prética clinica tendo sido sugerido um cut-off que requer validagcéo
(Bellomo et al., 2004).

Na LRA, a diminuicdo da reabsorcédo tubular promove a detecao urinaria precoce de NGAL,
gue aumenta na urina e no plasma entre 3 horas e 5 dias ap0s a leséo inicial. O aumento da
expressdo de NGAL também pode ocorrer devido a infe¢cdes bacterianas, sindrome da
resposta inflamatéria sistémica e doencas sistémicas crénicas e ndo infeciosas. Por
conseguinte, a inflamacdo é um fator de confusdo para a utilizacdo de NGAL como
biomarcador de LRA, especialmente em doentes criticos com sépsis (Schmidt-Ott et al., 2006;
Yang et al., 2003).



2.2. Cistatina C (Cys C)

A Cys C é uma proteina inibidora da cisteina proteinase de 13 kDa e € sobre tudo um
biomarcador de filtrado glomerular. A Cys C é sintetizada em todas as células nucleadas, os
venterniveis séricos nao dependem do peso nem da idade, sendo por isso vantajosa para uso
clinico aguando comparada com a creatinina. No rim, a Cys C é livremente filtrada através da
membrana glomerular, sendo imediatamente reabsorvida no TP, onde é catabolizada, ndo
retornando a circulacdo, nem é detetada na urina. Os niveis séricos de Cys C séo afetados
pela funcdo tireoideia (aumenta com o hipertireoidismo e diminui com o hipotireoidismo).
Como os niveis séricos de Cys C e creatinina tém a mesma relacdo hiperbdlica com a TFG,
ambos os biomarcadores sdo utilizados nas equacdes de estimativa da TFG (Randers &

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

A CysC sérica é um excelente biomarcador precoce para o diagnéstico de LRA demostrado
em doentes de urgéncia, com capacidade para diferenciar de forma confidvel a LRA da lesao
pré-LRA, mas ndo da DRC (Bellomo et al., 2004).

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

A KIM-1 é uma glicoproteina transmembranar de 38,7 kDa, cuja producdo é regulada pelo
tubulo renal proximal. A detecdo quantitativa de Kim-1 urindria aumenta linearmente com a
idade, mesmo em individuos saudaveis, sendo os niveis mais elevados observados em
homens (Ichimura et al., 1998, 2008). Os valores urinarios e plasmaticos de Kim-1 mostram
que este € um biomarcador precoce da proliferagdo e regeneragdo 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 (til para detecdo e acompanhamento da progressdo da DRC, orientando as
intervencgdes terapéuticas em pacientes com risco de desenvolver DRC. Niveis elevados de
Kim-1 estéo relacionados com os estadios da DRC e estdo alterados em casos de proteinuria
e doencga renal inflamatéria (McWilliam et al., 2018; Sabbisetti et al., 2014, V. S. Vaidya et al.,
2009).



2.4. Interleucina-18 (IL-18)

A IL-18 é uma citocina proé-inflamatoria de 24 kDa, originalmente identificada como um fator
pro-inflamatdério indutor do interferdo-y (fator pré-inflamatério que regula a imunidade inata e
adaptativa), sendo secretada por células do sistema imunitério e libertada no TP. O precursor
inativo da IL-18 € sintetizado em varios érgaos, 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 inflamatérios produzem caspase 1 que ativa a IL-18, que é eliminada na urina.
A IL-18 urinaria tem sido investigada como um biomarcador de LRA. Detetada 6 horas apés
a lesdo isquémica, pode atingir 25 vezes o valor normal em 12 horas e a IL-18 antecipa o
diagnéstico de LRA, aqguando 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).

10



Capitulo 3 . Fundamentos tedricos

3.1. Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia € uma técnica analitica preponderante e amplamente
utilizada em varias areas da ciéncia e tecnologia, incluindo bioquimica, quimica, biologia e

medicina.

A espectroscopia de fluorescéncia baseia-se na capacidade que certas moléculas, chamadas
fluoréforos ou fluorocromos, tém 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: excitacao e
emissao. A intensidade da fluorescéncia é proporcional a concentracdo da espécie emissora

e pode ser usada na construcdo de modelos quantitativos.

Quando um fluoréforo absorve um fotdo de luz de alta energia, este é promovido de um estado
de energia fundamental (SO) para um estado excitado (S1) (Lakowicz, 2006). Apds um curto
periodo, normalmente na ordem dos nanossegundos, o fluoréforo retorna ao seu estado
fundamental, emitindo um fotao de luz de menor energia, correspondendo a um comprimento
de onda superior ao da luz absorvida (Lakowicz, 2006). Este fendmeno é representado pelo
diagrama de Jablonski (Figura 3.1), que ilustra as transicbes entre diferentes estados

energéticos de uma molécula (Lakowicz, 2006).
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Figura 3.1 - Diagrama de Jablonski (Lakowicz, 2006).
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Os espectrofluorimetros sao os instrumentos primarios utilizados para realizar medigcbes de
fluorescéncia, este equipamento regista as intensidades do sinal de emissao de fluorescéncia,
sob uma dada excitagdo numa faixa de comprimentos de onda pré-determinados pelo
analista. Nesse instrumento, o comprimento de onda de excitacao também pode variar a

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

Os espectrofluorimetros contém varios componentes-chave, incluindo a fonte de luz
(geralmente uma lampada de xendnio ou LED), os monocromadores e os detetores (Jasco,
n.d.).Os monocromadores sdo utilizados para selecionar comprimentos de onda especificos
tanto para excitagdo como para emissdo (Jasco, n.d.). Os detetores, tais como
fotomultiplicadores ou detetores de estado sélido, sdo usados para medir a intensidade da luz
emitida (Jasco, n.d.). A Figura 3.2. mostra um diagrama esquematico simplificado de um

espectrofluorimetros.
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Figura 3.2 - Diagrama esquematico de um espectrofluorimetro (Lakowicz, 2006).

A espectroscopia de fluorescéncia é extremamente versatil e tem varias aplicagcbes praticas.
Na analise de biomoléculas, permite o estudo da conformacéo, interacdes e as dindmicas de
proteinas, acidos nucleicos e outras biomoléculas (Lakowicz, 2006). No diagndstico médico,
¢ utilizada em técnicas de imagem, como a fluorescéncia 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
emissdo luminosa contra um fundo escuro. Em geral, para garantir a linearidade da
intensidade da emiss&o, com a concentracao, é importante evitar o chamado “efeito filtro”, que
€ a supressao da luminescéncia observada, quando a radiacdo emitida pela substancia em
analise é absorvida por moléculas proximas, inclusive do proprio analito em altas
concentragdes. Por isso, € necessario verificar se a absorvancia da amostra n&o € superior a
0,05 (Skoog et al., 2014).

No entanto, existem também desvantagens, como a fotodegradacéo, onde os fluoréforos
podem degradar-se com a exposicdo prolongada a luz, afetando assim a precisdo das
medicbes, e a interferéncia da fluorescéncia, onde substancias contaminantes ou

autofluorescentes podem interferir nas medic¢des (Lakowicz, 2006).

Em suma, a espectroscopia de fluorescéncia € uma técnica crucial na investigagao cientifica
moderna, pois permite um conhecimento detalhado sobre a estrutura e dindmica de moléculas
fluorescentes. O seu desenvolvimento e aplicacdo continua sao suportados por avancgos
tecnoldgicos na instrumentagdo e uma compreensdo dos principios tedricos subjacentes
(Jasco, n.d.; Lakowicz, 2006).

3.2. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica de analise n&o destrutiva, que se baseia na dispersao
inelastica da luz para identificar e caracterizar a composi¢cao molecular de uma amostra. Esta
técnica foi descoberta por Chandrasekhara Venkata Raman em 1928 e tornou-se uma
ferramenta indispensavel em diversas areas cientificas e industriais, devido a sua capacidade
de fornecer informacdes detalhadas sobre a estrutura quimica e molecular dos materiais

analisados (Vandenabeele, 2013).

O principio fundamental da espectroscopia Raman envolve a interagéo entre a luz e as
moléculas de uma amostra. Quando um feixe de luz monocromatica, geralmente emitido por
um laser que incide sobre a amostra, a maior parte da luz é espalhada de forma elastica,
mantendo a energia da luz incidente, este processo € conhecido por espalhamento de
Rayleigh (Vandenabeele, 2013).
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Contudo, apenas uma pequena fragao da luz é espalhada de forma inelastica, resultando
assim numa alteracéo na energia dos fotdes dispersos, sendo este fendmeno, denominado
de efeito Raman que ocorre devido a interagcao da luz com as vibragées moleculares ou modos

rotacionais da amostra (Vandenabeele, 2013).

As alteracdes de energia observadas nos fotdes dispersos resultam num desvio da frequéncia
de luz espalhada, que é caracteristico das vibragdes moleculares especificas da amostra.
Este desvio de frequéncia, conhecido como deslocamento Raman, € altamente especifico e
pode ser utilizado para identificar as diferentes moléculas presentes na amostra.
Consequentemente, a espectroscopia Raman oferece uma espécie de "impressao digital”
molecular, permitindo a identificacdo precisa dos constituintes quimicos da amostra
(Vandenabeele, 2013).

A espectroscopia Raman possui varias vantagens que a tornam extremamente util em
diversas areas. Uma das principais vantagens € a sua capacidade de analisar amostras no
seu estado natural, sem necessidade de preparacdo complexa ou destrutiva. Esta
caracteristica é particularmente relevante em situagcdes onde a integridade da amostra deve
ser preservada, como na analise de material biolégico ou compostos farmacéuticos
(Vandenabeele, 2013).

Outra vantagem significativa da espectroscopia Raman ¢ a sua alta especificidade molecular.
Ao contrario de outras técnicas espectroscopicas, a espectroscopia Raman consegue
distinguir, entre moléculas com estruturas quimicas muito semelhantes, a molécula de
interesse. Esta caracteristica € crucial em analises complexas onde a presenca de isbmeros
ou compostos com diferencas estruturais minimas pode afetar os resultados. Além disso, a
espectroscopia Raman é compativel com a andlise de amostras em diferentes estados fisicos,
incluindo solidos, liquidos e gases, podendo ser usada em condigbes de analise variadas
(Vandenabeele, 2013).

Uma aplicagao particularmente promissora da espectroscopia Raman encontra-se na area
biomédica, especialmente na analise de fluidos corporais, como a urina. Neste contexto, a
técnica oferece uma abordagem nao invasiva e rapida para o diagnéstico e monitorizagao de

varias condicdes de saude.
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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 monitorizagdo e analise de urina,
demonstrando como a técnica pode ser integrada em sistemas de diagndstico baseados em
luz. O projeto LUMINA utiliza a espectroscopia Raman para identificar e quantificar diferentes
componentes quimicos na urina, sem a necessidade de reagentes adicionais ou preparagao
complexa da amostra, o que é essencial em aplicagdes clinicas onde a rapidez e a precisao

sdo 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 fracdo de fotbes que sofrem dispersdo inelastica. Esta limitacdo pode ser
parcialmente superada através do uso de lasers de alta poténcia, da otimizac&o dos sistemas
de recolha de sinal e da aplicagdo de técnicas avangadas, como a espectroscopia Raman
amplificada por superficie (SERS), que aumenta significativamente a sensibilidade da detecao
(Vandenabeele, 2013). Outro desafio reside na interferéncia da fluorescéncia, que pode
disfarcar o sinal Raman, especialmente em amostras biolégicas ou organicas. No entanto,
este problema pode ser amenizado pelo uso de lasers com comprimentos de onda na faixa
do infravermelho proximo (NIR), que reduzem a probabilidade de fluorescéncia
(Vandenabeele, 2013).

A espectroscopia Raman é uma técnica poderosa e versatil, que tem demonstrado grande
potencial em diversas areas de aplicagcdo, desde a caracterizagdo de materiais até ao
diagnéstico médico. A sua capacidade de fornecer informagdes detalhadas sobre a estrutura
molecular das amostras, sem necessidade de preparacao destrutiva, torna-a uma ferramenta

valiosa em ambientes laboratoriais e clinicos.
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Capitulo 4 . Metodologia

Este projeto enquadra-se no protocolo assinado entre o Instituto Superior de Engenharia de
Lisboa (ISEL) e a Unidade Local de Saude da Arrabida (ULSA), tendo sido aprovado pela
comissao de ética do hospital, por isso a recolha das amostras foi realizada no Servigco de
Nefrologia do hospital de Sdo Bernardo, bem como a voluntarios envolvidos no projeto

LUMINA. Neste estudo foram utilizadas amostras bioldgicas.

4.1. Caracterizacao das amostras

4.1.1. Amostra de urina

As amostras de urina foram recolhidas de voluntarios andénimos envolvidos no projeto
LUMINA, bem como de doentes internados na unidade de Nefrologia do Hospital Sao
Bernardo, apos o preenchimento do consentimento informado (Anexo 1). O critério de
inclusdo para as amostras seguiu as normas definidas para o estudo, assegurando a analise
de amostras provenientes tanto de individuos saudaveis quanto de doentes diagnosticados
com LRA ou DRC. Além disso, foram utilizadas 6 amostras padrao de creatinina com

concentragoes conhecidas, como referéncia para a validagdo dos espectros obtidos.
4.1.2. Amostras Padrao

Foram analisadas 6 amostras padrao de creatinina, cuja concentragao 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

concentracao.

Tabela 4.1 - Caracterizacdo das amostras de creatinina.

Amostra Concentragao (mg/dL)
Cr1.25 1,25
Cr2.5 2,5
Cr5 5
Cr7.5 7,5
Cr10 10
Cr100 100

16



4.2. Instrumentacao

A analise de varias amostras em estudo foi realizada no Laboratério de Optoelectrénica do
ISEL.

Para a realizagao deste estudo, foi escolhida a utilizagao de técnicas de espectroscopia de
fluorescéncia e espectroscopia Raman. Estas técnicas foram selecionadas devido a sua
capacidade de fornecer informacdes detalhadas sobre as propriedades moleculares das
amostras de urina, permitindo a detegdo nao invasiva de biomarcadores associados a LRA e
a DRC (Lakowicz, 2006; Vandenabeele, 2013). Estas técnicas foram previamente validadas
em estudos semelhantes para a identificacdo de biomarcadores renais, revelando-se
altamente sensiveis e adequadas para a analise de liquidos biolégicos sem necessidade de

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

A espectroscopia de fluorescéncia permite a monitorizagao de emissdes de luz em diferentes
comprimentos de onda, enquanto a espectroscopia Raman fornece uma identificacao da
composigdo molecular, essencial para distinguir variacbes entre amostras de individuos
saudaveis e de doentes renais. Ambas as técnicas séo cruciais para alcangar os objetivos do
estudo, que incluem a comparagao de padrées espectroscdpicos entre grupos de doadores

saudaveis e doentes (Lakowicz, 2006; Vandenabeele, 2013).
4.2.1. Espectroscépio de fluorescéncia

As medidas de espectroscopia de fluorescéncia foram realizadas utilizando um
espectrofluorimetro Jasco FP-8300 Series (Figura 4.1.) Utilizou-se uma cuvette de quartzo
com caminho 6tico de 1 cm. A analise realizada teve como objetivo a monitorizagdo dos
espectros de fluorescéncia das amostras em funcéo de diferentes comprimentos de onda de
excitacao e de emisséo, ou seja, espectros de fluorescéncia tridimensionais (3D). Todas as

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

4.2.2. Espectro Raman

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

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

Este espectrometro utiliza como fonte de excitacdo o Laser CPS532 da Thorlabs. Escolheu-
se trabalhar na zona do visivel com a intengdo de aumentar a intensidade do sinal Raman. O
comprimento de onda excitacéo é de 532 nanometros, pois seria a intensidade em que a urina

emite uma menor fluorescéncia quando atingida pelo feixe de luz.

O detetor é a camara Blackfly GigE da marca FLIR, modelo BFLY-PGE-31S4M-C, tendo sido
escolhido este devido a sua compatibilidade com o software de recolha dos espetros Raman

(Software Spectrum Analyzer).

Inclui-se filtros de rejeicao Rayleigh tipo edge-pass e uma janela de compensagao. Como filtro
foram utilizadas 2 lentes acromaticas, uma do modelo AC254-050-A e outra AC127-019-A,

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

4.3. Calibragao

Antes de se iniciar a andlise através da espectroscopia de fluorescéncia ou espectroscopia
Raman, foi necessario realizar uma calibragdo com uma amostra padrdo conhecida, neste

caso foi utilizada uma amostra de agua destilada.

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

recorrendo ao espectro 3D, sabendo que a agua na sua forma pura nao tem fluorescéncia.
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Figura 4.3 - Espectro 3D de uma amostra de agua destilada (imagem original).

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

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

4.4. Preparagao da amostra

As amostras de urina foram obtidas de pacientes voluntarios. Para cada amostra, foi solicitado
o preenchimento de um consentimento informado, no qual o voluntario concorda em participar

do estudo (Anexo 1).

Para a recolha das amostras utilizou-se um frasco de recolha estéril adequado a recolha de
urina, sem qualquer conservante. Informou-se o voluntario sobre a importancia de descartar

o primeiro jato de urina (Cristino, 2017).

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

pacientes. As amostras terdo a seguinte codificagao:
P+ n°- Amostra de paciente saudavel, que n&o apresenta qualquer patologia nefroldgica;
A+ n° Amostra de paciente com patologia nefroldgica.

As amostras foram armazenadas de maneira apropriada (4°C) no Instituto Superior de
Engenharia de Lisboa (ISEL), garantindo a preservagdo das mesmas e a confidencialidade

dos voluntarios (Cristino, 2017).

20



4.5. Procedimento de analise de amostras

O processo de analise das amostras teve inicio na aquisicdo e conhecimento ou nao dos

parametros das mesmas.

Previamente a cada dia de utilizagao, foi verificada a calibracdo dos equipamentos através da

mediacdo de uma amostra padrao, neste caso de agua.

Foram retirados 4 mililitros de urina de cada tubo e transferidos para cuvetes de quartzo,
efetuou-se a analise utilizando, primeiro o espectrofluorimetro, efetuando uma medicao 3D.

Criou-se um ficheiro com o0 nome da amostra para armazenamento dos respetivos espectros.

Depois efetuou-se a medicdo dessa mesma amostra através do espectroscopio Raman,
utilizando para isso parametros de aquisicao proprios, os espectros foram armazenados no
formato CSV com a respetiva codificacdo das amostras, sendo posteriormente vistos
recorrendo ao programa Spectrum Analyzer. Realizou-se 0 mesmo processo para as

amostras padrao de creatinina.

E de salientar que todos os ensaios espectroscopicos foram realizados & temperatura

ambiente (aproximadamente 20°C).

Todos os dados necessarios foram recolhidos e sujeitos a tratamento estatistico para analise
comparativa. Apos se proceder a analise de cada amostra, as mesmas foram descartadas de

forma adequada, ndo se mantendo nenhuma amostra guardada.

4.6. Parametros de aquisicao

4.6.1. Espectroscépio de fluorescéncia

Os parametros de aquisigao dos espectros de fluorescéncia que serao analisados no Capitulo
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 excitagao (horizontal),

como o de emisséo (vertical).
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4.6.2. Espectroscépio Raman

Os parametros de aquisicao dos espectros Raman que serao analisados no Capitulo 5 foram

0s seguintes:

Numero de imagens: 10

Tempo de Aquisicao: 31622,777 milissegundos (ms)
Ganho: 1,5 dB

ROI: 128 px

4.7. Processamento de dados

Apods a aquisicdo dos espectros de fluorescéncia e Raman, os mesmos foram identificados
utilizando a codificacdo das amostras e armazenados num computador. No caso dos
espectros de fluorescéncia, apenas foram mantidas as imagens, no caso dos espectros
Raman, estes foram armazenados na extensdo CSV para poderem ser analisados no

software SpectraGryph.

A interpretacao dos espectros inicialmente foi feita através da comparacgao dos espectros das
amostras A e P, bem como das amostras padréo de creatinina. Com o intuito de se conseguir
associar informagao aos picos em causa, recorreu-se a revistas cientificas como referéncia

para a interpretacao dos resultados.
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Ao contrario do espectrofluorimetro cujos resultados nao sofreram alteragdo, o espectro
Raman devido a ter sofrido varias interveng¢des com intuito de melhorar a sua calibragao, teve
uma alteragéo nos espectros obtidos pelo que os espectros iniciais obtidos em comparagéo
com os atuais apenas nos mostram como é importante calibrar adequadamente um
equipamento, pois o ruido afeta os resultados obtidos, como ¢é percetivel através da Figura
4.5. onde estao representados 2 espectros da mesma amostra com diferentes calibragdes,
sendo que a azul esta representado o espectro da amostra apds a primeira calibracéo e a

laranja a mesma amostra, mas apos ter sido efetuada a calibracdo adequada.
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Figura 4.5 - Espectro Raman obtidos da mesma amostra com diferentes calibra¢des (imagem

original).
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Capitulo 5 . Anadlise e Discussao dos Resultados

Neste capitulo sdo apresentados os espectros obtidos utilizando o espectrofluorimetro bem
como o espectrometro Raman construido. Os espectros foram adquiridos utilizando o

programa Spectra Manager e o SpectraGryph.
5.1. Amostras padrao de creatinina

As amostras padrao de creatinina, com concentracgdes 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

fluorescéncia (Figura 5.3.).
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Figura 5.1 - Espectro Raman de 5 amostras padrdo de creatinina com diferentes concentracdes
(1,25;2,5;5;7,5 e 10 mg/dL) (imagem original).

Nao foi possivel retirar qualquer conclusédo dos espectros obtidos, através da espectroscopia
Raman, e com o intuito de perceber se seria devido a erros de calibracdo efetuou-se a
medi¢do de uma sexta amostra de creatinina com uma concentragdo de 100 mg/dL (Figura

5.2.), valor muito superior ao possivel na urina.
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Figura 5.2 - Espectro Raman de uma amostra padréo de creatinina com uma concentragao de 100

mg/dL (imagem original).

No espalhamento Raman, as moléculas polares, como € o caso da creatinina, podem
influenciar os espectros de uma forma diferente aquando comparadas com as moléculas

apolares, isto deve-se as 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

eletronica ao redor da molécula (Larkin, 2011).

O espalhamento Raman esta relacionado com as mudancas na polarizabilidade da molécula
durante as vibragdes. Moléculas polares possuem um momento dipolar permanente, porém
isso nao afeta diretamente o Raman, uma vez que este € mais sensivel as variacbes na

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

Todavia, vibragdes que resultam em grandes mudangas na polarizabilidade tendem a gerar
picos fortes no espectro Raman, enquanto vibragdes que afetam mais o momento dipolar,

mas ndo a polarizabilidade, podem ser mais visiveis no infravermelho (IR) (Larkin, 2011).

Contudo, em moléculas polares, as interagdes intermoleculares podem modificar as
frequéncias vibracionais observadas no espectro Raman, deslocando picos ou alterando a
intensidade dos mesmos (Larkin, 2011). Neste caso, devido a esse acontecimento, nao é
possivel retirar qualquer tipo de conclusao quando se observa os picos, apenas se pode

afirmar que esta técnica nao é sensivel para a creatinina.

25



o
8
P>
(=3

a 10000 b 7000
2

£ 600 E 600
g
% &
$ 8
_?; é = 400
w i
200
210 400 600 750 I 208 10 400 600 750 I
Em Wawelength [nm) 0 Em Wavelength [nm) 0

7000 4000
[ ] 730 =
3 Eaw
£ L
£ -
= c
K] L]
kY @
8 400 g 0
s 0 2 40
v -
W w
200 200
210 400 600 750 2 400 600
Em Wavelength [nm)] 0 Em Wavelength [nm)] 0

i~
=)

Ex Wavelength [nm]

400 600 750 I

Em Wavelength jam] 0

Figura 5.3 - Espectros de fluorescéncia de 5 amostras padrao de creatinina com diferentes
concentracgdes (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 fluorescéncia conseguiu-se perceber uma
diferenga na intensidade a medida que se aumenta a concentragéo de creatinina, contudo
esse aumento nao ocorre de forma proporcional, ou seja, numa amostra de creatinina com 10
mg/dL temos como intensidade maxima 4000 enquanto numa amostra com uma concentragéo
de 2,5 mg/dL de creatinina temos 7000 de intensidade maxima. Este fendmeno deve-se ao

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

Foram analisadas mais 15 amostras de voluntarios anénimos com intuito de comparar os
espectros entre amostras de voluntarios saudaveis com amostras de voluntarios com DCR e

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

Tabela 5.1 - Codificacdo das amostras analisadas.

Codificagao Patologia
P1 Saudavel
P2 Saudavel
P3 Saudavel
P4 Saudavel
PS5 Saudavel
P6 Saudavel
P7 Saudavel
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 ndo existir duvida
se o procedimento de analise teria sido igual em todas as amostras. Apds a analise de cada
amostras obtiveram-se os espectros, estes foram analisados e comparados conforme a

literatura existente. Iniciou-se a analise pelas amostras saudaveis.
5.2.1. Amostras P

Na Figura 5.4. esta representado o espectro Raman das amostras P e é possivel verificar que
todas as amostras de voluntarios saudaveis tém um pico caracteristico junto a regido que se
encontra entre os 500 e os 400 cm™'. Esse pico pode ser representativo de dois compostos

sendo eles o acido urico e o oxalato de calcio.
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O acido urico apresenta multiplos picos Raman, contudo existem alguns estudos sugerindo
que ha bandas associadas as vibragdes da estrutura heterociclica na faixa dos 400 a 450
cm™, estando essas vibragdes relacionadas com as deformacdes da estrutura molecular do
anel (Wang et al., 2020). O oxalato de calcio comumente presente nos calculos renais, exibe
picos Raman fortes em torno de 450 cm™ devido as vibragdes das ligagcdes C-O (Frost & Weier,

2004).

P
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P3

P4

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

Através dos espectros de fluorescéncia adquiridos (Figura 5.5.) € possivel verificar que todas
as amostras tém caracteristicas distintas, contudo tem uma zona central vermelha similar

entre elas, com a mesma intensidade.
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Figura 5.5 - Espectros de fluorescéncia das amostras de doadores saudaveis (imagem original)
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5.2.2. Amostras de voluntarios com DCR

Depois efetuou-se a analise das amostras de voluntarios com DCR. Através do espectro
Raman obtido (Figura 5.6.) é possivel verificar que as amostras A1 até a A4 tém um pico
caracteristico junto a regiéo entre os 800 e os 600 cm™', bem como o mesmo pico que as

amostras saudaveis.

A2

A3

A4

Figura 5.6 - Espectro Raman das amostras Al a A4 (imagem original).

Na Figura 5.7. estao representados os espectros de fluorescéncia das amostras A1 a A4, que
apresentam uma area central de coloracdo vermelha, indicando uma intensidade de
fluorescéncia maxima semelhante. A forma oval e a distribuicdo da intensidade ao redor dessa
zona central s&o relativamente similares entre as amostras, sugerindo que estas compartilham
propriedades fluorescentes comuns. Estas 4 amostras apresentam um padrdo central

vermelho semelhante as amostras saudaveis, contudo a sua forma nao é igual.
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Figura 5.7 - Espectros fluorescéncia das amostras Al a A4 (imagem original).
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Em contraste, na Figura 5.8., que mostra os espectros das amostras A5 e A6, € evidente que
os perfis de fluorescéncia diferem consideravelmente dos observados nas amostras A1 a A4.
Apesar de serem amostras de outros voluntarios com DCR, era esperado que exibissem
semelhancas com as primeiras amostras (A1 a A4). Contudo, as amostras A5 e A6
apresentam variagdes notaveis na distribuicao e intensidade das regides fluorescentes, o que
sugere diferencas na composicdo ou nas caracteristicas especificas dessas amostras de

urina.
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Figura 5.8 - Espectros fluorescéncia 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 possivel diferenciar esta amostra das
demais com base nas suas caracteristicas fluorescentes Unicas. Esta diferenca pode indicar
uma variagao significativa na composi¢do quimica ou em algum pardmetro bioquimico
especifico, sugerindo que as propriedades fluorescentes da urina em doentes com DCR nao
sao uniformes e podem variar entre individuos. Assim, o0 espectro da amostra A5 pode ser
utilizado como uma referéncia para identificar ou caracterizar variagdes especificas dentro do
grupo de pacientes com DCR, demonstrando que a espectroscopia de fluorescéncia 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.) nao foi possivel retirar
qualquer conclusao especifica, ambos exibem um pico comum com diferentes intensidades
junto da zona dos 400-500 cm™, contudo o espectro apresenta demasiado ruido, podendo

isso dever-se a um tempo de aquisi¢do baixo ou a um ganho elevado.
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Figura 5.9 - Espectro Raman das amostras A5 e A6 (imagem original).

5.2.3. Amostras de voluntarios com LRA

De seguida efetuou-se a analise das amostras de voluntarios com LRA. Através do espectro
Raman obtidos (Figura 5.10.) é possivel observar que a amostra A7 apresenta picos mais
distintos e uma linha de base mais elevada em comparagao com a amostra A8, contudo na
regido que se encontra entre os 400-600 cm™ a amostra A8 apresenta um pico de maior
intensidade.

Isto pode sugerir uma maior presenga de compostos que causam a dispersdo de Raman,
como proteinas, lipidios ou cristais. No entanto, esse efeito também pode ser causado pelo

ruido excessivo, resultante de um tempo de aquisicao curto.

A literatura indica que esses compostos sao frequentemente encontrados em urinas mais
concentradas e estdo associados a estados de insuficiéncia renal (Jeng et al., 2022). A
concentracao elevada desses compostos reforca a hipdtese de um estado de insuficiéncia
renal na voluntaria da amostra A7, uma vez que esses residuos tendem a acumular-se quando

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

Através dos espectros de fluorescéncia adquiridos (Figura 5.11.) a amostra A7 revela areas
de alta intensidade (em tons de vermelho e laranja), especialmente na regidao de emissao
entre 400-600 nanometros (nm), com uma excitacdo em torno de 300-400 nm. Esse padrao
indica uma maior concentracdo de compostos fluorescentes, como derivados de proteinas e
residuos metabdlicos, que tendem a acumular-se em casos de insuficiéncia renal (Bellomo et
al., 2012).

Essa acumulagao pode estar relacionada ao facto do voluntario com a amostra A7 apresentar

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

Em oposicao, a amostra A8 mostra um espectro de fluorescéncia mais semelhante ao das
amostras saudaveis, nao sendo por isso possivel retirar uma conclusao especifica. Sendo por
isso possivel afirmar que apesar de os voluntarios terem a mesma patologia os seus espectros

de fluorescéncia sao completamente distintos.
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Figura 5.11 - Espectros fluorescéncia das amostras A7 e A8 (imagem original).

32



5.2.4. Comparacgao das amostras P com as amostras A

Quando comparamos uma amostra de um doador voluntario saudavel com a amostra de um
com DCR é de se esperar que haja diferencas nos seus espectros. No espectro Raman
(Figura 5.12.) a principal diferenga encontrada é a intensidade dos picos, ou seja, tanto no
intervalo entre os 400-500 cm™', bem como no intervalo entre 600-800cm os picos na amostra

A1 tem uma menor intensidade do que os da amostra P1.
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Figura 5.12 - Espectro Raman de amostras de doadores com DCR, amostra Al, e doadores

saudéaveis, amostra P1(imagem original).

No caso dos espectros de fluorescéncia, os mesmos sdo completamente diferentes para
doadores saudaveis e para doadores com DCR. Comparando as amostras A1 e P1 é possivel

notar diferengas nas intensidades.

Comparando as amostras A1 e P1 (Figura 5.9.) é possivel notar diferengas nos seus
espectros de fluorescéncia, pois tem centros diferentes com formas distintas, enquanto a
amostra A1 tem um coloragao vermelha na forma oval, a amostra P1 tem um centro de
coloragao vermelha irregular que ao se estender para os lados perde intensidade passando a

amarelo.
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Figura 5.13 - Espectros fluorescéncia de amostras de doadores com DCR, amostra Al, e doadores
saudaveis, amostra P1(imagem original).

Com base no artigo “A review on fluorescence spectroscopic analysis of water and
wastewater’ é possivel perceber onde cada tipo de proteina se encontra no espectro de
fluorescéncia (Figura 5.10), sendo assim possivel estimar a localizacdo de proteinas que

contém na sua constituigdo triptofano (Khan et al., 2022).
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Figura 5.14 - Localizacéo dos picos de fluorescéncia de compostos quimicos (Khan et al., 2022).

Com base nos espectros de fluorescéncia 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 presencga de proteinas que na sua constituicao tem triptofano, visto

que a regido central apresenta uma mancha de grande intensidade.
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5.2.5. Limitagoes ao estudo

Uma das limitagdes mais significativas deste estudo foi o niumero reduzido de amostras, o que
fez com que ndo fosse possivel generalizar os resultados. Devido a contratempos burocraticos
que levaram ao atraso da obtencao das amostras, houve a necessidade de uma reformulacao

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

A escolha do comprimento de onda de excitacdo de 532 nm para o LED utilizado no
espectroscépio Raman foi fundamentada pela expectativa de que esta frequéncia minimizaria
a fluorescéncia emitida pela urina quando exposta ao feixe de luz. No entanto, verificou-se
que esse comprimento de onda apresentou limitagdes na analise de amostras contendo

compostos polares, devido a baixa sensibilidade para detecéo de tais substancias.

Além disso, a metodologia original incluia a comparagao direta dos espectros de urina com
dados clinicos, como os niveis de creatinina sérica e outros biomarcadores. Sem um numero
robusto de amostras, a correlagcéo entre os resultados espectroscopicos e os dados clinicos
nao pbde ser estabelecida, reduzindo a possibilidade de quantificar os espectro e identificar

padrdes, limitando a aplicabilidade dos resultados a pratica clinica.
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Capitulo 6 . Conclusoes

Este estudo demonstrou avancgos significativos na aplicagédo de técnicas optoelectrénicas para
a detecdo nao invasiva de biomarcadores associados a LRA e DCR, com particular destaque
para a espectroscopia de fluorescéncia. Um dos principais objetivos deste trabalho foi a
validagao destas técnicas, em especial a espectroscopia de fluorescéncia e a espectroscopia
Raman, para a identificacdo de biomarcadores renais em amostras de urina. Esse objetivo foi
parcialmente alcangado, visto que a espectroscopia de fluorescéncia mostrou resultados
promissores ao diferenciar amostras de urina com diferentes concentracdes de creatinina,
confirmando a sua viabilidade para a detecado de biomarcadores (objetivos 1 e 2). No entanto,
a espectroscopia Raman ndo apresentou a sensibilidade esperada, possivelmente devido a
interferéncia de moléculas presentes nas amostras, o que limitou a sua eficacia na analise de

creatinina.

Outro objetivo fundamental foi a comparagdo entre os espectros de urina de doadores
saudaveis e doentes com DRC, de modo a identificar padrdes espectrais distintos que
pudessem ser correlacionados com a presenga de biomarcadores clinicos (objetivo 3). Os
resultados obtidos revelaram diferencgas claras nos espectros de fluorescéncia entre amostras
de doadores saudaveis e de pacientes com DRC, sugerindo a presenca de biomarcadores
como o ftriptofano. Estas diferengas robustecem o potencial da espectroscopia de

fluorescéncia como uma técnica promissora para o diagnéstico precoce de doengas renais.

Relativamente ao objetivo de proporcionar uma correlagdo entre os padrbes espectrais e
dados clinicos, a auséncia de um numero robusto de amostras clinicas limitou o alcance desse

objetivo e dificulta assim a generalizagdo dos resultados (objetivo 4).
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Por fim, o desenvolvimento de uma metodologia inovadora para o diagnéstico precoce de
doencgas renais foi parcialmente atingido (objetivo 5). A abordagem experimental com a
utilizagdo de espectroscopia de fluorescéncia mostrou-se eficaz na identificacdo de padroes
especificos, indicando que esta técnica pode ser melhorada para uma futura aplicagdo em
ambiente clinico. No entanto, para que essas técnicas se tornem viaveis na pratica clinica,
sdo necessarias melhorias nos equipamentos e um maior refinamento dos procedimentos de

calibragéo.

Em suma, o estudo avangcou na compreensido das técnicas optoelectronicas e do seu
potencial no diagnodstico de doengas renais, especialmente com a espectroscopia de
fluorescéncia. Embora o trabalho tenha enfrentado desafios técnicos e logisticos, os
resultados sdo promissores e indicam um caminho claro para futuros desenvolvimentos nesta

area.

O futuro desta investigacao apresenta varias oportunidades de desenvolvimento, tanto a nivel
técnico como clinico, de modo a validar plenamente o uso de técnicas optoelectronicas no
diagnéstico de doengas renais. Um dos principais focos devera ser o aprimoramento das
metodologias experimentais, nomeadamente através da otimizacdo da calibracdo dos
equipamentos, em especial o espectroscopio Raman, que nao apresentou a sensibilidade
esperada para biomarcadores como a creatinina. A introdugao de técnicas avancadas de
fitragem e reducdo de interferéncias nas amostras pode melhorar significativamente a
qualidade dos espectros obtidos, aumentando assim a precisdo dos resultados
(Vandenabeele, 2013).

Outro aspeto essencial para o progresso deste trabalho € a colaboragao direta com centros
hospitalares e a obtengao de amostras clinicas. A recolha de amostras de pacientes com LRA
e DRC permitira uma analise mais robusta, possibilitando a comparacdo dos resultados
espectroscépicos com dados clinicos, como niveis de creatinina sérica e outros
biomarcadores estabelecidos. Este passo sera fundamental para validar as técnicas utilizadas
e aferir a sua viabilidade na pratica clinica. Além disso, a inclusdo de um maior numero de
amostras permitira um tratamento estatistico mais rigoroso, fortalecendo as conclusdes do

estudo.
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A espectroscopia de fluorescéncia demonstrou ser uma técnica promissora, € a sua aplicagcao
pode ser expandida para a analise de outros biomarcadores associados a doengas renais.
Estudos futuros poderao focar-se na utilizagdo desta técnica para a identificacdo de novos
biomarcadores que complementem a creatinina, como a lipocalina associada a gelatinase de
neutréfilos (NGAL) ou a molécula de lesdo renal aguda (KIM-1). A integracao dessas
moléculas nas analises espectroscopicas podera aumentar a sensibilidade e especificidade

dos diagndsticos, tornando o método mais completo e preciso.

De seguida, sera necessario desenvolver uma plataforma portatil e acessivel baseada nestas
técnicas optoelectronicas, que possa ser utilizada em ambientes clinicos. A criagcdo de um
dispositivo compacto, capaz de realizar analises rapidas e precisas de amostras de urina,
facilitara o diagnostico precoce de LRA e DRC, contribuindo para uma intervengédo mais rapida
e eficaz. Este desenvolvimento tecnoldgico sera crucial para a implementacao dos resultados

desta investigagao no dia-a-dia dos profissionais de saude.

Por fim, o trabalho futuro devera focar-se em trés principais areas: a melhoria dos
procedimentos experimentais, a validacdo clinica através de amostras hospitalares, e o
desenvolvimento de uma tecnologia acessivel e aplicavel em contextos clinicos. Com esses
avangos, sera possivel consolidar o uso de técnicas optoelectronicas como ferramentas

eficazes no diagnéstico de doengas renais.
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Capitulo 8 . Anexos

Anexo 1- Consentimento Informado ULSA

UNIDADE LOGAL DE SALIDE R =
ARRABIDA O SNS: 8 DGS §

COMSENTIMENTO INFORMADO, ESCLARECIDO E LIVRE PARA ATOS/INTERVENCOES DE SAUDE NOS
TERMOS DA NORMA N.2 015/2013, DA DIRECAO-GERAL DA SAUDE

SERVICO DE NEFROLOGIA

Titulo do estudo
Acute Kidney Injury diagnosis through optoelectronic based urine analysis | Diagnostico da lesdo renal
aguda através da anadlise optoelectronica da urina)

1. Diagnostico efou descricdo da situacdo clinica
Diagnostico da lesdo renal aguda através da analise optoelectrdnica da urina

2. Descricdo do ato/intervengéo, sua natureza e objetivo

Este estudo tem como objetive obter uma confirmacdo laboratorial da correlagdo das propriedades
espectroscopicas oticas da urina humana para a detegdo de biomarcadores de doengas especificas ou com
padries caracteristicos produzidos pela detecio de multiplos biomarcadores. A andlise de urina através da
microscopia eletronica de varrimento (SEM), energia dispersiva de raios-X (EDX), espectroscopia de
fluorescéncia e a espectroscopia Raman destes biomarcadores serd produzida e comparada com dados
clinicos, proporcionando 2 oportunidade de obter novas conclusbes valiosas sobre a sua inddéncia.

No caso de concordar em participar neste projeto, ser-lhe-a colhida uma amostra bioldgica. A amostra
habitualmente solicitada sera aproveitada a partir da colheita de urina que iré efetuar. Esta amostra sera
preservada em condigbes apropriadas e as informacdes clinicas com ela relacionada serdo recolhidas como
forma de apoio, passando a sua identificagdo pessoal a estar codificada e ndo acessivel aos utilizadores das
@MOSIras.

A doacdo da amostra & voluntdria e revogavel, sendo que o dador, ou 0 seu representante legal, tem o
direito de retirar a amostra efou interromper a colaboragdo assim que achar conveniente, sem necessidade
de justificaggo e ndo podendo ser discriminado por isso. O dador ou o seu representante legal devera
manifestar por escrito a sua vontade em retirar a amostra ou interromper a colaboragdo e nestas
situaches a amostra serd imediatamente destruida.

As amostras serdo armazenadas de maneira apropriada (42C), garantindo a preservacio das amostras & a
confidendalidade dos padientes. A colheita das amostras sera realizada ao longo da semana, sendo as
mesmas analisadas na semana seguinte no Instituto Superior de Engenharia de Lisboa.

Serao cumpridas todas as normas éticas aceites internacionalmente para o uso de matérias biologicos para

fins de investigagdo.
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3. Beneficios

Esta € uma doacdo altruista, ndo havendo por isso qualquer compensacao para o dador. NZo se garante
que este estudo envolva guaisquer beneficios diretos para o participante. Contudo, a sua participacdo
proporcionara a aquisicdo de conhecimentos que poderdo vir a beneficia-lo a si ou a terceiros no futuro.

4, Riscos graves e riscos frequentes
N3o existem.

5. Atosfintervencoes alternativas fiaveis e cientificamente reconhecidas
MNZo existem.

6. Riscos de ndo tratamento.
MN3o estdo em causa novas medidas terapéuticas, mas apenas um novo método de diagndstico.

7. Participacao
A participagdo neste estudo & voluntédria e pode desistir em qualguer altura sem qualquer conseguéncia.

8. Tratamento de dados
A informacao € confidencial e anonima. A informacao € registada pelos profissionais do Hospital de Setdbal
que sdo investigadores neste estudo num ficheiro Excel, de modo anonimizado, & guardado nos
computadores do gabinete médico do Servigo de Nefrologia. A informacdo anonimizada, isto &, codificada,
sera partilhada com uma investigadora do ISEL. Isto quer dizer que a investigadora tera acesso a sua
informacdo clinica, mas ndo o podera identificar.

Depois de se proceder a andlise de cada amostra, as mesmas serdo descartadas de forma adequada, ndo se
mantendo nenhuma amostra guardada.

9. Publicagdo de resultados
Caso esta investigagdo venha a ser publicada, todos os dados serdo mantidos anonimos e nenhuma
identificacdo do participante constara na referida publicacdo.

10. Comissao de Etica
Antes de se iniciar, o estudo obterd o parecer favoravel da Comiss3o de Etica da ULSA.
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Profissional de Sadde

Confirmo que expliguei 3 pessoa abaixo indicada, de forma adequada e inteligivel, os procedimentos
necessarios ao ato referido neste documento. Respondi 3 todas as questdes gue me foram colocadas e
assegurei-me de que houve um periodo de reflexdo suficiente para a tomada da decisdo. Também garanti
que, em caso de recusa, serao assegurados os melhores cuidados possiveis nesse contexto, no respeito pelos
seus direitos.

Unidade de Saude: Centro Hospitalar de Setidbal, E.P_E. Contacto:265 549 000 (ext. )

Mame (legivel); Cadula Profissional_

Aszinatura: Diata: ! !

Pessoa ou Representante Legal

Por favor, leia com atengdo todo o conteddo deste documento. Mao hesite em solicitar mais informagoes se
ndo estiver completamente esclarecide(a). Verifigue se todas as informagdes estao corretas. Se tudo estiver
conforme, entdo assine este documento.

Declaro ter compreendido os objetivos de guanto me foi proposto e explicado pelo profissional de saude
que assina este documento, ter-me sido dada oportunidade de fazer todas as perguntas sobre o assunto e
para todas elas ter obtido resposta esclarecedora, ter-me sido garantido que ndo havera prejuizo para os
meus direitos assistenciais se eu recusar esta solicitagde, € ter-me sido dade tempo suficiente para refletir
sobre esta proposta.

[1 Autorizo o ato indicado, bem comao os procedimentos diretamente relacionados que se2jam necessarios no
meu praprio interesse e justificados por razbes clinicas fundamentadas.

[1 Maoc autorizo o ato indicado, bem como os procedimentos diretamente relacionados que sejam
NEecessarios no meu proprio interesse e justificados por razoes clinicas fundamentadas.

Mome: Data: / /

Assinatura

SE MAO FOR O PROPRIO A ASSINAR POR IDADE OU INCAPACIDADE
(se 0 menor tiver discernimento deve tamb&m assinar em cima)

Mome:

Grau de Parentesco ou Tipo de Representacdo:

Assinatura;

Copia para o doente
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Anexo 2- Metodologia apresentada para aprovacgao pelo hospital

Este projeto enquadra-se no protocolo assinado entre o Instituto Superior de Engenharia de
Lisboa (ISEL) e a Unidade Local de Saude da Arrabida (ULSA), por isso a recolha das
amostras sera realizada no Servico de Nefrologia do hospital, que de forma paralela medira
como habitualmente a fungdo renal com SCr e SCysC e na urina medira densidade,
ionograma, creatinina urinaria no mesmo dia do estudo. Todas as analises especificas do
estudo serdo de responsabilidade do ISEL que transportara as amostras de urina ao seu

laboratério.
1. Recolha das amostras no Hospital

As amostras sao recolhidas no internamento de Nefrologia do Hospital Sao Bernardo (ULSA),

em Setubal, seguindo os procedimentos padréo estabelecidos pela equipa médica.

As amostras de urina serdo obtidas de pacientes voluntarios. Para cada amostra, sera
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 a recolha de urina, sem
qualquer conservante. Deve-se avisar o paciente que quando urinar para o tubo deve

dispensar o primeiro jato (Cristino, 2017).

Apods a colheita, as amostras serao codificada, para que se mantenha a confidencialidade dos

pacientes. As amostras terdo a seguinte codificagao:

S- Amostra de paciente saudavel, que nao apresenta qualquer patologia nefrolégica; D-

Amostra de paciente com DRC por algum tipo de patologia nefroldgica.
LRA- Amostra de paciente diagnosticado com les&o renal aguda

Estas amostras deveram ser mantidas refrigeradas a uma temperatura entre 2° e 8°C, apds

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

As amostras serdo armazenadas de maneira apropriada (4°C) no Servigco de Nefrologia,
garantindo a preservagdo das amostras e a confidencialidade dos pacientes. A colheita das
amostras sera realizada ao longo da semana e a sua recolha sera feita aos sabados, sendo

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

Apds rececdo das amostras no ISEL, estas serdo subdivididas em dois tubos designados

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

No tubo A, as amostras serdo mantidas sem qualquer tratamento, enquanto no tubo B, as
amostras serdo submetidas a centrifugacdo a 800 rpm durante 5 minutos (Yacouba et al.,
2023).

Serao 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

fluorescéncia.

Apods centrifugacdo, o sobrenadante de cada tubo B sera removido para analise por
espectroscopia de fluorescéncia e espectroscopia Raman, enquanto o pellet resultante sera

submetido a secagem e posterior analise por microscopia eletronica de varrimento (SEM).

Todos os dados obtidos serdo recolhidos e sujeitos a tratamento estatistico para analise

comparativa.

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

serao descartadas de forma adequada, ndo se mantendo nenhuma amostra guardada.
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