UNIVERSIDADE ANHEMBI MORUMBI

ELZO EVERTON DE SOUSA VIEIRA

DIAGNOSTICO DE PACIENTES DIABETICOS E HIPERTENSOS A PARTIR
DA ANALISE DA URINA VIA ESPECTROSCOPIA RAMAN

TESE DE DOUTORADO

DOUTORADO EM ENGENHARIA BIOMEDICA

PROGRAMA DE POS GRADUACAO STRICTO SENSU

Sédo José dos Campos — SP, Outubro 2022



UNIVERSIDADE ANHEMBI MORUMBI

ELZO EVERTON DE SOUSA VIEIRA

DIAGNOSTICO DE PACIENTES DIABETICOS E HIPERTENSOS A PARTIR
DA ANALISE DA URINA VIA ESPECTROSCOPIA RAMAN

TESE DE DOUTORADO

Tese apresentada ao Programa de P6s-Graduacao Stricto
Sensu em Engenharia Biomédica — Doutorado, da
Universidade Anhembi Morumbi, como requisito parcial para

obtencéo do titulo de Doutor em Engenharia Biomédica

Orientadora: Profa. Dra. Adriana Barrinha Moretti

Co-orientador: Prof. Dr. Landulfo Silveira Junior

Sédo José dos Campos — SP, Outubro 2022



UNIVERSIDADE ANHEMBI MORUMBI

ELZO EVERTON DE SOUSA VIEIRA

DIAGNOSTICO DE PACIENTES DIABETICOS E HIPERTENSOS A PARTIR
DA ANALISE DA URINA VIA ESPECTROSCOPIA RAMAN

Tese apresentada ao Programa de Pdés-graduacgdo Stricto
Sensu em Engenharia Biomédica — Doutorado, da
Universidade Anhembi Morumbi, como requisito parcial para
obtencéo do titulo de Doutor em Engenharia Biomédica.

Aprovado pela seguinte Banca Examinadora:

Profa. Dra. Adriana Barrinha Moretti

Orientador

Doutorado em Engenharia Biomédica

Universidade Anhembi Morumbi

Profa. Dra. Adjanny Estela Santos de Sousa (externo)
Universidade do Estado do Para

Prof. Dr. Darlisom Sousa Ferreira (externo)
Universidade do Estado do Amazonas

Prof. Dr. Landulfo Silveira Junior (interno)

Universidade Anhembi Morumbi



Profa. Dra. Livia Helena M. da Silva Melo (interno)
Universidade Anhembi Morumbi

Prof. Dr. Renato Amaro Zangaro (coordenacao)
Universidade Anhembi Morumbi

Prof. Dr. Rodrigo Alexis Lazo-Os6rio (suplente)
Universidade Anhembi Morumbi
Profa. Dra. Gisele Torrente (suplente)

Universidade do Estado do Amazonas

Sédo José dos Campos, Outubro 2022



Todos os direitos reservados. E proibida a reproducgéo total ou parcial
do trabalho sem autorizacdo da Universidade, do autor e do

orientador.

ELZO EVERTON DE SOUSA VIEIRA

Mestre em Bioengenharia, Tem MBA Executivo em Alta Gestdo de
Instituicbes de Ensino Superior, Especialista em Salude e Seguranca do
Trabalho, Bacharel em Enfermagem. Minhas produgdes e interesses em
Pesquisa estdo voltados principalmente para o0s seguintes temas:
paciente renal, paciente renal crdnico, diagndstico Optico em materiais

biol6gicos e espectroscopia Raman.

Ficha Biblicgrafica elaborada pela biblioteca UAM
Com os dados fornecidos pelo(a) autor{a)

W658d  Vieira, Elzo Everton de Sousa
Diagnostico de pacientes diabéticos e hipertensos a partir da
analise da urina via espectroscopia Ramam [ Elzo Everton de Sousa
Viera. — 2022
82f.: 30 cm.

Orientador: Adriana Barrinha Moretti.

Tese (Doutorado em Engenharia Biomédica) - Universidade Anhembi
Morumbi, S30 José dos Campos, 2022

Bibliografia: f. 64-74.

1. Engenharia Biomédica. 2. Espectroscopia Ramam. 3. Diabetes.
4. Hipertensdo. 5. Analise Bioguimica. 6. Urinalise. |. Titulo.

CDD 610.28




AGRADECIMENTOS

A Deus, por me dar forgas para enfrentar todos os obstaculos encontrados nesta
caminhada. Foram muitos momentos dificeis que passei para chegar até aqui.
Fui acometido pela COVID-19 em 2021, fiquei grave e pedi muito a Deus para
gue eu pudesse realizar o meu sonho de concluir o0 meu curso de Doutorado e

com muita fé e permissao de Deus consegui realizar o meu sonho de ser Doutor.

Em especial a Professora Dra. Adriana Barrinha Fernandes Moretti, orientadora
desta pesquisa, pela atencéo, ensinamentos, incentivo, dedicacdo durante esses
4 anos. Minha eterna gratidao por me conduzir ao longo do meu doutoramento.

Seus ensinamentos ficardo eternizados para sempre em minha memdria.

Ao Prof. Dr. Landulfo Silveira Junior, Co-Orientador desta pesquisa, que com
toda sua competéncia, me direcionou e me ensinou os caminhos fundamentais
de andlise e interpretacdo dos meus dados. Fica aqui 0 meu registro de
admiracdo pelo pesquisador és. Muito obrigado por toda a paciéncia,

compreensao e dedicagcdo nesta pesquisa.

A minha familia, por estarem sempre ao meu lado, apoiando as minhas decisdes
em especial a minha mée APARECIDA DE SOUSA VIEIRA e meu pai RUIMAR
CARDOSO VIEIRA (IN MEMORIAN), que nos momentos de fraqueza me deram
todo apoio para continuar nessa jornada. Tenho certeza, que meu pai ao lado do

Senhor, tem me sustentado até aqui.

Ao Centro Universitario da Amazoénia, UNAMA - SANTAREM, por me oportunizar
a ser docente do magistério superior e por todas as oportunidades a mim dadas.
Hoje, estou como Reitor desta instituicdo, o que me faz crescer e amadurecer

pessoalmente e profissionalmente.
A CAPES/PROSUP pelo apoio financeiro durante o Curso de Doutorado.

A Coordenacédo do Programa em Engenharia Biomédica, Prof. Dr. Renato Amaro

Zangaro.



Ao Prof. Dr. Henrique Carvalho, pelo apoio e incentivo na construcdo do artigo

cientifico da tese;

A minha amiga Jeyse Aliana Martins, foram muitos momentos juntos.
Certamente, esses 4 anos de Doutoramento com vVOcé, se tornaram mais leves,

por ter a sua companhia.

A Direcdo do Hospital Municipal de Santarém, Hospital Regional do Baixo
Amazonas e Secretaria Municipal de Saude, por permitirem a realizacdo da

pesquisa.

A todos os funcionarios da Clinica de Hemodialise do Hospital Municipal de
Santarém e Hospital Regional do Baixo Amazonas, pelo respeito, compreensao

e ajuda durante a coleta de dados.

Aos pacientes que tiveram paciéncia e se mostraram dedicados e interessados
em relacdo a pesquisa realizada. Deixo registrado aqui minha eterna gratidao,

gue sem vocés nao seria possivel a realizacdo da mesma.

Aos Professores, Funcionarios e colegas do Curso de Doutorado da
Universidade Anhembi Morumbi — S&o José dos Campos - SP, pela convivéncia,

amizade e companheirismo durante esta etapa importante de nossas vidas.

A Nidia Luacia Macedo, Analista do Programa, que com toda a sua competéncia
e paciéncia soube nos direcionar da melhor forma possivel, fica aqui registrado

0 meu carinho e respeito pelo seu trabalho no programa;

E a todos, que direta ou indiretamente contribuiram para realizacdo desta

pesquisa, minha eterna gratidao.

Muito obrigado S&o José dos Campos - SP, por me acolher durante todo esse

tempo.



RESUMO

No Brasil e no mundo a prevaléncia de diabetes mellitus (DM) e a Hipertensao
Arterial sistémica (HAS) vem aumentando consideravelmente. Tanto a
hiperglicemia quanto a HAS séo fatores de risco independentes para doencas
cardiovasculares, doencas renais e a sua coexisténcia aumenta em cerca de 7
vezes o risco de morte dos pacientes. A espectroscopia Raman destaca-se como
ferramenta de andlise dos componentes moleculares de diferentes tecidos, pois
se sobressai as técnicas convencionais pela preservacdo da amostra,
independéncia do uso de reagentes quimicos e tempo reduzido de andlise. O
objetivo deste estudo foi realizar uma analise comparativa de amostras de urina
de pacientes saudaveis e diabéticos/hipertensos empregando-se 0 ensaio
bioquimico convencional (espectrofotométrico) e a espectroscopia Raman,
visando o diagndstico. A urina de 40 individuos (20 saudaveis e 20 DM e HAS)
foi examinada em um espectrémetro Raman dispersivo (excitacdo de 830 nm e
poténcia de 350 mW). Os espectros Raman médios entre os dois grupos
mostraram diferenca significativa no pico referente a glicose. A analise
exploratéria por analise de componentes principais identificou diferencas
espectrais entre 0s grupos, com picos atribuidos a glicose e proteinas com maior
intensidade no grupo DM & HAS. Um modelo de regressdo dos minimos
guadrados parciais, estimou a partir dos espectros raman a concentracdo dos
biomarcadores ureia, creatinina, glicose, fosfato e proteina total. A creatinina e
glicose foram os biomarcadores que apresentaram o melhor coeficiente de
correlacdo (r) entre as duas técnicas analisadas (r = 0,68 e r = 0,98,
respectivamente), ambas com 8 variaveis latentes (LVS) e raiz quadrada média
erro de validacdo cruzada (RMSecv) = 3,6 e 5,1 mmol/L (41 e 92 mg/dL),
respectivamente. A analise discriminante (PLS-DA) utilizando todo o espectro
Raman foi capaz de diferenciar as amostras dos grupos em estudo, com acuracia
superior (81,5%). A precisdo referente as concentracdes previstas pela
regressado PLS foi de (69,85), maior em relacdo ao modelo LDA que foi de 60%,
onde os valores de concentracdo da andlise espectroscépica foram usados. Os
resultados indicaram que modelos espectrais baseados em PLS aplicados a
espectros Raman pode ser uma ferramenta para diferenciar individuos
saudaveis e com diabetes e hipertensao arterial, visando triagem populacional,
em urindlise. Neste sentido, a deteccdo precoce de alteracbes na urina
possibilitaria encaminhamento destes pacientes para realizacdo de exames mais
especificos, com menores taxas de erro. Este fato pode impactar no ajuste
adequado da terapéutica, e consequentemente, na reducdo ou retardo de
complicagbes do diabetes e da hipertenséo, o que impactariam diretamente nos
custos envolvidos, principalmente relacionados ao SUS e na qualidade de vida
destes pacientes.

Palavras-chave: Engenharia Biomédica, Espectroscopia Raman; urindlise;
diagnostico; diabetes; hipertensdo; analise bioquimica; quantificacdo; analise

discriminante.



DIAGNOSIS OF DIABETIC AND HYPERTENSIVE PATIENTS FROM URINE
ANALYSIS VIA RAMAN SPECTROSCOPY

ABSTRACT

The prevalence of diabetes mellitus (DM) and systemic arterial hypertension
(HBP) has been increasing considerably in Brazil and around the world. Both DM
& HBP are independent risk factors for cardiovascular and kidney diseases and
the odd of death is 7-fold higher in patients with the two conditions. When
compared to conventional techniques, the Raman spectroscopy is an important
tool for analyzing the molecular components of different tissues as it preserves
the samples, does not require the use of chemical reagents, and analysis time is
reduced. Thus, the aim of this study was to comparatively analyze urine samples
from healthy and diabetic/hypertensive patients using the conventional
biochemical assay (spectrophotometric method) and Raman spectroscopy to
obtain a diagnosis. The urine samples of 40 individuals (20 healthy individuals
and 20 individuals with DM & HBP) was examined in a dispersive Raman
spectrometer (at 830 nm excitation and 350 mW power). The average Raman
spectra between the two groups showed a significant difference in the peak
referring to glucose. Exploratory analysis by principal component analysis
identified spectral differences between the groups, in which the peaks attributed
to glucose and proteins were more intense in the DM & HBP group. A patrtial
least-squares regression model estimated the concentration of the biomarkers
for urea, creatinine, glucose, phosphate, and total protein from the Raman
spectra. The biomarkers that showed the best correlation coefficient (r) between
the two techniques used was creatinine and glucose (r = 0.68 and r = 0.98,
respectively), both with 8 latent variables (LVS), and root mean square error
cross-validation (RMSecv) was 3.6 and 5.1 mmol/L (41 and 92 mg/dL),
respectively. Discriminant analysis (PLS-DA) using the entire Raman spectrum
was able to differentiate the samples from the groups under study with an
accuracy of 81.5%. The precision regarding the concentrations predicted by the
PLS regression was 69.85, higher than the LDA model, which was 60%, where
the concentration values of the spectroscopic analysis were used. The results
indicated that spectral models based on PLS applied to Raman spectra can be a
tool to differentiate healthy individuals from those with diabetes and arterial
hypertension for population screening, in urinalysis. In this sense, the early
detection of alterations in urine would make it possible to refer these patients
other specialists for more specific exams, with lower error rates. These results
may help provide an appropriate adjustment of therapy and consequently, reduce
or delay complications of diabetes and hypertension, which would directly impact
costs of treatments, particularly those related to SUS, and improve the quality of
life of these patients.

Keywords: Biomedical engineering; Raman spectroscopy; urinalysis; diagnosis;
diabetes; hypertension; biochemical analysis; quantification; discriminant
analysis.
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1. INTRODUCAO

A urina é o fluido corporal mais comumente utilizado para se determinar uma
condicao de saude ou de doengca em um individuo ou grupo (Ridley, 2018), sendo
formada por produtos do metabolismo e substancias que estdo em excesso no
organismo, pode ser coletada de maneira ndo invasiva e relativamente em grandes
volumes (Harlope et al., 2016). Na avaliacdo laboratorial da urina, estédo incluidos suas
caracteristicas fisico-quimicas (cor, densidade e volume), parametros bioquimicos
(pH, sangue, glicose, cetonas, bilirrubina, urobilinogénio e proteina) e a avaliacdo
microscopica dos sedimentos (hemacias, leucocitos, organismos, células epiteliais,
cristais e elencos) (Reine & Langston, 2005).

Os constituintes quimicos presente na urina sao geralmente quantificados
utilizando a urina de 24h, técnica que traz consigo um grande desconforto em relacao
ao tempo de coleta caracterizando-se uma desvantagem que pode ser minimizada
através da utilizacdo do método de urina tipo 1 de jato médio, que avalia os
constituintes presentes no material analisado em uma Unica medicao (Shapiro et al.,
2011).

Em geral, a urina consiste basicamente de ureia e outros compostos organicos
e quimicos dissolvidos em agua, em especial creatinina e acido arico (Ridley, 2018).
A creatinina € um dos principais componentes da urina humana, trata-se de um
produto do metabolismo muscular. E comumente utilizado para o teste que mede a
funcao da filtracdo renal (Wang et al., 2010). A taxa de filtracdo glomerular (TFG) é a
medida da depuracao de uma substancia que é filtrada livremente pelos glomérulos e
ndo sofre reabsorcdo ou secrecdo tubular, por isso € comumente usada como a
medida padrdo da avaliacdo da funcdo renal. E um indicador importante para
deteccao, avaliacdo e tratamento da doenca renal crdnica (Soares et al., 2009).

Conforme Berg et al. (2015) a ureia € um dos principais metabdlitos contendo
nitrogénio nos sistemas biolégicos. Em humanos, a sintese de ureia € a principal via
de remocdo do nitrogénio residual gerado pelo metabolismo de proteinas e
aminoacidos. No corpo humano, a ureia é o principal produto final do metabolismo do
nitrogénio e é principalmente removida do corpo na urina, mas também é secretada
nos fluidos corporais, como sangue, suor e saliva. Alteracdes na concentracao de

ureia no sangue, soro ou urina estao relacionadas com diferentes patologias como
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insuficiéncia renal, hiperpirexia, leucemia, doencas diarreicas, diabetes mellitus e
hipertireoidismo (Chirizzi et al., 2011).

A proteintria é uma das manifestagcfes clinicas mais comuns da nefropatia
diabética e se correlaciona intimamente com a trans-diferenciacdo de células
mesenquimais. Apesar da membrana basal ser uma barreira que evita a eliminacéao
de moléculas maiores, uma pequena quantidade de proteinas passa pelos capilares
da membrana basal para o filtrado glomerular, podendo agravar o quadro da
nefropatia diabética e evoluindo para a doenca renal terminal. Deste modo, a
nefropatia diabética € considerada uma doenca celular podocitaria (Montero et al.,
2016).

A hipertensao arterial sistémica é o fator de risco modificavel mais importante
para todas as causas de morbimortalidade em todo o mundo e est4 associada ao
aumento do risco de doencas cardiovasculares. Menos da metade das pessoas com
hipertensdo esta ciente de sua condicdo, e muitos outros sabem, mas ndo sao
tratados ou tratados inadequadamente, embora o tratamento bem-sucedido da
hipertensao reduza a carga global de doencas e mortalidade (Oparil et al., 2018). Os
néfrons, uma das unidades funcionais do rim que filtram o sangue, sdo abastecidos
com uma densa rede de vasos sanguineos e grandes volumes de fluxo sanguineo
através deles. Com o passar do tempo, a presséao alta pode fazer com que as artérias
ao redor dos rins se contraiam e se estreitem e essas artérias danificadas ndo sédo
capazes de fornecer sangue suficiente para o tecido renal (CDC, 2022). O diagnéstico
do Diabetes Mellitus (DM) € baseado nas concentracfes de glicose no sangue e urina.
Os métodos mais tradicionais de coleta invasiva de sangue, como método bioquimico
colorimétrico vém sendo substituidos por estratégias ndo invasivas como uso da
fotbnica (De Souza Vieira et al., 2017, Arefin et al., 2018, Novikov, 2018).

A glicose pode ser encontrada na urina quando € excretada do sangue em
niveis elevados e, como resultado, esse liquido vem sendo investigado para o
diagnoéstico de DM. A glicosuria se torna positiva quando a sua concentracao sérica
superior a 180mg/dL em pacientes com funcao renal normal e com valores ainda mais
elevados em pacientes com nefropatia diabética. Existem varios interferentes na
medida da glicose na urina como, por exemplo, o volume (Bruen et al., 2017).

Em condigcbes normais quase toda glicose filtrada pelos glomérulos é
reabsorvida no tubulo contornado proximal, assim a urina contém quantidades

minimas de glicose. As concentracdes de glicose no sangue sdo usadas para
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diagnosticar diabetes mellitus (DM). A hiperglicemia por um periodo prolongado pode
causar alteracdes vasculares nos rins. No entanto, a causa exata é desconhecida, o
controle incorreto do agucar no sangue e da pressdo arterial sdo conhecidos por
aumentar o risco de dano renal (CDC, 2022). A reabsorgao ocorre por transporte ativo.
Quando a glicose sérica alcanca niveis entre 160 a 180 mg/dl a reabsorcéo tubular
renal torna-se insuficiente para reabsorver toda glicose e esta passa a ser detectada
na urina. Sendo importante salientar que doencas que afetam a reabsorgéo tubular,
algumas lesdes do sistema nervoso central e patologias da tiredide pode haver
glicosuria sem que o paciente apresente elevacdo da glicose sérica (Abensur, 2011).

O fosfato € um anion intracelular mais abundante no corpo e € um componente
importante em multiplos processos fisioldégicos que afetam muitos sistemas de 6rgdos
diferentes (Peppers et al., 1991). Niveis elevados de fosfato sérico sdo geralmente
encontrados em pacientes com doenca renal cronica moderada a grave, e estao
associados a calcificacdo valvular e vascular cardiaca, levando ao aumento de
eventos cardiovasculares e mortalidade (Foley, 2009).

A ER € uma técnica de espectroscopia Optica baseada no espalhamento
inelastico da luz e seus modos vibracionais, e que pode ser empregada para
identificacdo bioquimica amostral (impresséo digital), de maneira in vivo, em tempo
real e de forma nao invasiva. Além disso, pode ser utilizada in vitro para avaliar os
componentes bioquimicos presentes em fluidos bioldgicos, dispensando o auxilio de
produtos quimicos e reagentes, além de ser uma técnica com alguns beneficios em
relacdo as técnicas bioquimicas tradicionais, dada sua especificidade molecular e a
possibilidade de analise quantitativa, 0 que minimiza o custo e reduz 0s possiveis
erros analiticos em relacéo, por exemplo, ao método espectrofotométrico usualmente
empregado nas analises laboratoriais convencionais (Bispo et al., 2013, De Souza
Vieira et al., 2017, Giansante et al., 2022).

A ER ja vem sendo investigada pelo potencial de analise da urina, de modo a
auxiliar no diagnostico precoce atraves das alteracdes desses biomarcadores, devido
a suplementacao nutricional, infeccbes do trato urinario e outras doencas, inclusive
renal crbnica e cancer de bexiga, com o beneficio de possuir rapida analise em
amostras individuais (McMurdy et al., 2003, Bispo et at. 2013, Saatkamp et al., 2016,
De Souza Vieira et. al. 2017, Moreira et al., 2020, Zukovskaja et al., 2020, Hu et al.,
2021).
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Os beneficios da técnica de ER, quando comparado com as técnicas
bioquimicas tradicionais, residem nas possibilidades de detectar biomoléculas
selecionadas sem a necessidade de reagentes (custos reduzidos), detectando e
quantificando varios bioquimicos ao mesmo tempo devido a natureza multivariada de
um unico Sinal Raman (rapidez), que pode reduzir possiveis erros analiticos
(Giansante et al., 2022) , uma vez que as moléculas associadas a alguns doentes
possuem propriedades espectrais muito especificas e sao facilmente detectadas por
espalhamento Raman (Eberhardt et al., 2015). A espectroscopia Raman tem sido
usada para analise de soro e diagnostico de diferentes doencas, como endometriose,
doenca de Huntington, COVID-19 e cirrose (Guleken, 2022; Staritzbichler, 2021).

Nesta pesquisa, foram avaliados os principais biomarcadores presentes na
urina de voluntarios saudaveis (grupo controle — CT), e de pacientes diabéticos e
hipertensos (grupo DM e HAS) sem funcéo renal comprometida, com o objetivo de
comparar a espectroscopia raman com o0 método bioquimico convencional
(espectrofotometria — padréo-ouro) visando a classificacao e o diagndstico, uma vez

gue esses pacientes estdo em risco de desenvolver doenca renal.

No presente estudo foi realizada uma andlise exploratéria a partir da avaliacao
de componentes principais (PCA) para descrever as diferencas espectrais entre os
grupos e correlacionar essas diferencas com as mudancgas na composi¢cao da urina
devido ao DM e HAS. Além disso, foi desenvolvido um modelo multivariado baseado
em regressao por minimos quadrados parciais (PLS) com o objetivo de predizer as
concentracbes dos biomarcadores em relacdo ao método padrao e classificar os

espectros nos grupos clinicos estudados.

A inovagéo do presente estudo inclui que cinco biomarcadores foram avaliados
na urina: ureia, creatinina, glicose, fosfato e proteina total, enquanto estudos
anteriores avaliaram apenas ureia, creatinina e glicose (De Souza et al, 2017 ; Bispo
et al, 2013). Este grupo de pesquisadores empregaram um modelo de classificagao
baseado na analise discriminante quadratica (QDA) aplicada ao Raman/PCA para
classificar espectros em um dos quatro grupos com base em observacgdes clinicas
(controle, DM + HAS sem complica¢bdes, DM + HAS com complicacdes e diélise) (De
Souzaetal, 2017 ; Bispo et al, 2013). No modelo proposto, a acuracia da classificagéo

obtida para o grupo DM e HAS (sem complicacdes) foi de 32%. A fim de melhorar a
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classificacdo obtida nesses estudos anteriores, considerando que na maioria dos

casos esses pacientes com DM e HAS sao assintomaticos, empregamos a analise

discriminante PLS aplicada aos espectros Raman na urina para classificar os

individuos com DM e HAS de saudaveis (controle ). Além disso, outra caracteristica

inovadora deste estudo foi realizar a classificacdo utilizando a concentracdo dos

biomarcadores do ensaio de espectrofotometria convencional e as concentracdes

estimadas pelo modelo PLS aplicado aos espectros Raman visando o diagndéstico

(triagem populacional).

11

111

1.1.2

OBJETIVOS

Objetivo geral

Realizar andlise bioquimica comparativa entre a espectrofotometria
convencional e a espectroscopia Raman na urina de pacientes saudaveis e

diabéticos e hipertensos, visando ao diagnéstico.

Objetivos especificos

Obter modelos de quantificacdo dos componentes bioquimicos do estudo
(ureia, creatinina, glicose, fosfato e proteina total) baseados em modelos de
regressdo multivariada por analise de PCA e PLS aplicados aos espectros
Raman da urina utilizando as concentracbes determinadas pelo método
analitico tradicional (espectrofotometria);

Classificar as amostras em grupo de pacientes saudaveis e diabéticos e
hipertensos utilizando as concentracdes obtidas através da PLS e PCA.

Obter modelos de discriminacdo baseados nas técnicas PCA-DA e PLS-DA
para classificacdo das amostras em grupo de pacientes saudaveis e grupo de

diabéticos e hipertensos.
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1.2 JUSTIFICATIVA

Como esta escrito na Constituicao do Brasil: “A saude é direito de todos e dever
do estado". E o parametro indispenséavel para mensurar a qualidade de vida do ser
humano. A assisténcia a saude é uma das principais necessidades basicas que um
sistema deve oferecer aos seus cidad&os. No Brasil, o0 SUS foi desenvolvido com o
objetivo de fornecer de forma gratuita servicos de saude, no tocante prevencao e
tratamento de enfermidades para todos os brasileiros, porém, o que ainda se observa
na pratica, € que esse sistema, ainda apresenta fragilidades no ambito do acesso ao
mesmo.

Ao longo dos anos devido a diversos fatores, como o envelhecimento da
populacao, aumento no nimero de diabéticos, hipertensos, aumentou a demanda pelo
atendimento, porém devido a falta de recursos materiais e profissionais,
consequentemente a precariedade do sistema, vem a tona.

Diante do aumento consideravel de pacientes com leséo renal a partir de diabetes
e hipertensdo, e considerando as dificuldades do SUS relacionado a acesso aos
servicos de saude basicos, como por exemplo, exames de fungéo renal, desenvolver
técnicas utilizando o diagndstico optico, pode ser uma forma de atuacdo na prevencao
de lesBes renais, visto que métodos Opticos pode trazer vantagens, em relagdo a
técnicas convencionais, pois, ndo dependem de reacdes quimicas ou tempos
enzimaticos, permitindo avaliacdo em tempo real e com minima preparacdo das

amostras.

Analisando as pesquisas ja desenvolvidas utilizando-se a ER neste segmento
(Bispo et al., 2013; De Souza Vieira et al., 2017), no presente estudo foi realizada uma
andlise comparativa de amostras de urina de pacientes saudaveis e
diabéticos/hipertensos empregando-se 0 ensaio bioquimico convencional

(espectrofotométrico) e a espectroscopia Raman, visando o diagnaéstico.

Neste sentido, a deteccdo precoce de alteracbes na urina possibilitaria o
encaminhamento destes pacientes para realizacdo de exames mais especificos, com
menores taxas de erro. Este fato pode impactar no ajuste adequado da terapéutica, e
consequentemente, na reducdo ou retardo de complicagcbes do diabetes e da
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hipertensdo, o que impactariam diretamente nos custos envolvidos, principalmente

relacionados ao SUS e na qualidade de vida destes pacientes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 FISIOLOGIA RENAL

2.1.1 Filtragdo Glomerular

A membrana do glomérulo é formada por trés camadas: camadas de células
endoteliais, que é a mais interna; membrana basal, a camada intermediaria, formada
por proteoglicanos e fibras colagenas e por ultimo, camada de células epiteliais, a
mais externa formada por prolongamentos digitiformes (estes prolongamentos ficam
interdigitados com as células adjacentes, abrindo fendas nos prolongamentos
continuos, possibilitando a passagem de liquido para a capsula de Bowman). Ha
presenca de poros em fenda e de pertuitos, conhecida como fenestras, na camada de
células endoteliais. A camada basal € extremamente porosa devido a sua constituicao
por uma malha de fibras; assim através das fenestras, dos poros em fenda e dos
espacos na membrana basal que o liquido é filtrado do capilar para a capsula de

Bowman e a cdpsula chega ao sistema tubular (Guyton,1988).

7

A membrana glomerular possui uma particularidade importante que € ser
extremamente permeavel a agua e a pequenos solutos moleculares; € impermeéavel a
célula sanguinea e quase impermeavel as proteinas. A pressao hidrostatica (originada
pelo tamanho menor das arteriolas eferentes e capilares glomerulares) intensifica a
filtracdo; a pressdo vence as pressdes opostas vindas do liquido presente na capsula
de Bowman e da pressédo coldide das proteinas plasmaticas nao filtradas presentes
nos capilares glomerulares. O fluxo sanguineo nos rins sofre influéncia do sistema
renina angiotensina aldosterona, ativado quando a macula densa (no aparelho
justaglomerular) detecta alterac6es no nivel plasmatico e na pressédo sanguinea, por
exemplo, quando a macula detecta que o nivel de sbédio abaixou, uma cascata de
reacdes no sistema renina angiotensina aldosterona é ativada (Guyton, 1988; Guyton,
2008).

Os rins secretam a enzima renina que reage com 0 angiotensinogénio, que
produz a angiotensina | (inerte); esta atravessa os pulmdes e se torna ativa, levando

o nome de angiotensina Il. A funcdo desta é reequilibrar o fluxo sanguineo, podendo
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ativar de trés maneiras: vasoconstricAo das arteriolas renais, estimulacdo da
reabsorcdo do sodio no tubulo proximal e desencadeamento da liberacdo da
aldosterona pelo coértex suprarrenal. A secrecdo da renina para quando a pressao
sanguinea aumenta e o0s niveis plasmaticos de sbédio se normalizam e por
consequéncia, a conversao de angiotensina | em Il também se cessa. Devido a todos
estes mecanismos existentes, sabe-se que 120mL de agua contendo substancias de
menor peso molecular sao filtradas, por cerca de dois milhdes de glomérulos (Guyton,
1988; Guyton, 2008).

2.1.2 Reabsorcéo Tubular

E um processo muito importante, pois as substancias essenciais, de baixo peso
molecular contidas no ultrafiltrado podem ser reabsorvidas pelos rins. O ultrafiltrado
plasmatico entra nos tdbulo contorcido proximal e a reabsorcdo de determinadas
substancias comeca através de mecanismos de transporte celular, conhecidos como
transportes ativo e passivo; no ativo, a substadncia se liga a uma proteina
transportadora presente nas membranas dos tdbulos renais, e com a energia
eletroquimica proveniente dessa interacdo, a substancia atravessa a membrana
chegando na corrente sanguinea. Através desse mecanismo, substancias como
glicose, sais, sdo reabsorvidos no tubulo contorcido proximal, cloreto na alca
ascendente de Henle e sddio no tabulo contorcido distal (Strasinger, 2000).

O transporte passivo depende das diferencas de concentracdo ou de potencial
elétrico nos lados opostos da membrana, pois sdo estes quesitos responsaveis pelo
movimento de moléculas através da membrana; apenas a alca ascendente de Henle
ndo faz este transporte por ser impermeavel a agua (Strasinger, 2000). A ureia é
reabsorvida dessa maneira no tubulo contorcido proximal e na al¢ca ascendente de
Henle, e a reabsor¢do passiva do sédio acompanha o transporte ativo do cloreto na
alca ascendente de Henle (Vandel, 1980). Os dois tipos de transporte podem ser
influenciados pela concentracdo das substancias que serdo transportadas; quando
uma substancia, que é completamente reabsorvida, atinge um nivel de concentragcéo
acima do normal, a concentragédo do filtrado ultrapassa a capacidade reabsorvitiva

tubular maxima e a substancia passa a aparecer na urina (a concentracao plasmatica
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na qual o transporte ativo cessa é chamada de limiar renal). O conhecimento do limiar
renal e da concentracdo pode ser usado para fazer a distincdo entre excesso de

filtracdo de soluto e lesdo no tubulo renal (Strasinger, 2000).

2.1.3 Secrecéao Tubular

A secrecdo tubular possui duas fungdes importantes, eliminar residuos néo
filtrados pelos glomérulos e regular o equilibrio &cido basico do organismo (secre¢éo
de ions hidrogénio) (Strasinger, 2000). Substancias como medicamentos ndo sao
filtrados pelo glomérulo por serem ligadas a proteinas plasmaticas; quando
substancias ligadas a proteinas entram nos capilares peritubulares, acabam
dissociando-se de suas proteinas, transportando-se para o filtrado pelas células
tubulares (Strasinger, 2000). Os ions bicarbonato € um componente importante para
o tamponamento do sangue, um dos fatores essenciais para a manutencdo do pH
sanguineo em nivel normal, o equivalente a 7,4; outro fator € eliminar o excesso de
acido formado pela ingestdo alimentar e pelo metabolismo orgénico (os ions
bicarbonato devem ser filtrados pelos glomérulos e retornar rapidamente para o
sangue) (Strasinger, 2000).

Os ions hidrogénio auxiliam os ions bicarbonato ao impedi-los de serem
excretados na urina e provocando seu retorno ao plasma (quase toda quantidade de
ions bicarbonato é reabsorvido); este processo ocorre no tubulo contorcido proximal.
A secrecdo tubular elimina o excesso de ions hidrogénio; quando secretado, une-se a
um ion fosfato filtrado e acaba sendo eliminado; ao reagir com amdnia, produzida e
secretada pelas células do tubulo contorcido distal também é secretado. (Strasinger,
2000; Guyton, 2008).

Os trés processos ocorrem de forma simultanea; se houver alguma interrupcao,
podera acarretar um disturbio conhecido como acidose metabdlica ou a incapacidade
de responder ao teste diagnostico por acidificacdo ou de produzir urina acida.
(Strasinger, 2000). A intensidade do fluxo urinario: em condigdes fisiologicas normais,
a quantidade de urina final formada é 1 mL/min, cerca 1/125 da quantidade de filtrado
glomerular que € formado por minuto. Os componentes encontrados em 1mL de urina

formada sdo: metade da quantidade de ureia que se encontrava presente no filtrado,
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toda creatinina, grande quantidades de fosfato, potassio, acido urico, sulfatos, nitratos
e fendis; apesar do processo de reabsorcdo, grande quantidade dos produtos do
metabolismo ndo conseguem ser reabsorvidos e acabam sendo eliminados pela urina
(Guyton,1988).

2.1.4 Formacéo da urina

A urina é continuamente formada pelos rins a partir da filtracdo glomerular.
Trata-se, na realidade de um ultrafiltrado do plasma, do qual foram reabsorvidos
glicose, aminoacidos, dgua e outras substancias essenciais ao metabolismo do
organismo. A excrecdo de diferentes substéncias na urina representa a soma
algébrica de trés processos renais: filtracdo glomerular (-) reabsor¢éo de substancias
dos tabulos renais para o sangue (+) secrecao de substancia do sangue para tubulos
renais (Henry, 1999; Guyton, 2008).

O exame da urina como ferramenta de diagnostico da saude sistémica abrange
mais de 8.000 anos de histéria humana (Armstrong, 2007). Nas ultimas décadas, a
deteccao e caracterizacao de tais componentes da urina tem gerado muito interesse
entre a comunidade cientifica e a clinica. A especificidade e sensibilidade dessas
tecnologias sao de suma importancia, pois a maioria das técnicas requer pequenas

guantidades de amostras concentradas para analise (Normanno, 2018).

A urina contém varios tipos de células, incluindo células epiteliais, células
derivadas do rim, glébulos brancos, glébulos vermelhos e células uroteliais, bem como
material genético, proteinas, peptideos e compostos inorganicos. Cada biomarcador
apresenta suas vantagens e desvantagens, e a selecdo de biomarcadores pode

depender do tipo de tecnologia disponivel (Bryzgunova et al., 2006).

O exame macroscopico da urina (uroscopia) foi realizado ao longo da
antiguidade e idade média; a urina era examinada visualmente, cheirada e até mesmo
provada para determinar o estado interno do corpo. O exame microscopico da urina
se desenvolveu durante os séculos 19 e 20 e, em 1933, Pitts desenvolveu marcadores

de urina para determinar como o rim funciona (Pitts, 1933).



29

2.1.5 Composicado daurina

Em geral, a urina é constituida por ureia e outras substancias quimicas
organicas e inorganicas dissolvidas em agua. Podem ocorrer grandes variacfes na
concentracdo dessas substancias, devido a influéncias de fatores como ingestao
alimentar, atividade fisica, metabolismo organico, funcdo enddcrina e até mesmo
posicdo do corpo. A ureia, residuo metabdlico produzido no figado a partir da utilizacéo
de proteinas e aminoacidos, representa quase metade dos corpos soélidos dissolvidos
na urina. Entre outras substancias organicas estdo a creatinina e o acido Urico. O
principal componente inorgénico dissolvido na urina é o cloreto, seguido pelo sédio e
potassio. Também estdo presentes outros compostos quimicos inorganicos, em
guantidade infimas. A concentracdo desses compostos inorganicos sofre grande
influéncia da ingestao alimentar, o que dificulta o estabelecimento de niveis normais.
Outras substancias encontradas séo: hormonios, vitaminas e medicamentos. A urina
também pode conter elementos que ndo fazem parte do filtrado plasmatico inicial,
como células, cristais, muco e bactérias, que em niveis elevados, podem ser indicio
de doenca (Strasinger, 2000; Guyton, 2008).

2.1.6 Volume da urina

A agua € o principal constituinte do organismo e, portanto, a quantidade
excretada, em geral, é determinada pelo estado de hidratacdo do corpo. Os fatores
gue influenciam o volume da urina sao: ingestdo de liquidos, perda de liquidos por
fontes nédo renais, variacdes na secrecao do hormdnio antidiurético e necessidade de
excretar grandes quantidades de solutos, como glicose ou sais. Levando-se esses
fatores em consideragéo, pode-se observar que, embora cerca de 180 L de filtrado
glomerular séo formados a cada dia, menos de 1% dessa quantidade, cercade 1,8 L
por dia, € eliminado na urina. Apesar disso, esse pequeno volume contém a maior
parte dos produtos finais do metabolismo, como: ureia, acido Urico, creatinina,
fosfatos, sulfatos e excesso de acidos. A anuria (interrup¢cdo completa do fluxo
urinério), oliguria (acentuada reducéo do fluxo urinario), polidria (grande aumento do

fluxo urinario) e disuria (miccdo dolorosa) podem ser achados observados,
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respectivamente, nas sindromes nefréticas cronicas, glomerulonefrites agudas,

diabetes mellitus e durante a eliminacéo de calculos renais (Strasinger, 2000).

2.1.7 Diabetes Mellitus, Hipertensao Arterial Sistémica e os Biomarcadores
relacionados a analise da funcéao renal

O diabetes mellitus, caracterizado por hiperglicemia, € um importante fator de
risco para doencga cardiovascular (DCV), que é a causa mais comum de morte entre
adultos com diabetes mellitus. O DM também esta associado a alta morbidade devido
a uma ampla gama de complicacbes, como retinopatia, nefropatia, neuropatia e
doenca cardiovascular (Fowler, 2008). Em 1999, a American Heart Association (AHA)
e a American Diabetes Association (ADA) publicaram uma declaracéo conjunta focada
na prevencao de DCV no diabetes mellitus. Em 2007, a AHA e a ADA publicaram
novamente um conjunto combinado de recomendacgbOes focadas na prevencao

primaria de DCV no diabetes mellitus (Buse et al., 2007).

De acordo com a American Diabetes Association (ADA, 2015) o rastreamento
e o diagndstico do diabetes mellitus mudaram, com a inclusdo da hemoglobina glicada
(A1C) de pelo menos 6,5% nos critérios diagnésticos do diabetes mellitus tipo 2,
semelhante ao critério utilizado pela Sociedade Brasileira de Diabetes que adota a
(A1C) maior ou igual a 6,5% (Cobas et al; 2022). Essa mudanga nos critérios
identificou subconjuntos separados de pacientes recém-diagnosticados com diabetes
mellitus enquanto a epidemia geral de diabetes mellitus continua, com um aumento
de 75% no numero de individuos afetados com diabetes mellitus em todas as faixas
etarias de 1988 a 2010 (Cheng et al., 2013). Menos da metade dos adultos norte-
americanos atendem as diretrizes recomendadas para o tratamento do diabetes
mellitus, ressaltando a magnitude da carga de salde publica do diabetes mellitus tipo
2 (Ali et al., 2013).

A prevaléncia do DM vem crescendo mundialmente, configurando-se
atualmente como uma epidemia resultante, em grande parte, do envelhecimento da
populacdo. Contudo, o sedentarismo, a alimentagcédo inadequada e o aumento da
obesidade também sdo responsaveis pela expansdo global do diabetes,

representando 9% dos gastos hospitalares do SUS com hospitalizacdes atribuiveis ao
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DM, o que incorre em altos encargos para os sistemas de saude (Schmidt et al., 2009).
Estudos revelam que individuos diabéticos apresentam cerca de 2,4 vezes mais
despesas médicas que individuos ndo diabéticos da mesma idade, raca e sexo
(Duarte et al., 2013).

O DM apresenta alta morbimortalidade e perda importante na qualidade de
vida. E a principal causa de insuficiéncia renal e amputacdo de membros inferiores
(Souza, 2013). O DM esta entre as principais causas de cegueira devido a retinopatias
e doenca cardiovascular em todo o mundo, incluindo doencas coronarianas e
acidentes vasculares encefélicos. A maioria das consequéncias do diabetes resulta
dessas complicacdes micro e macrovasculares (Toscano, 2004).

O DM é um problema mundial de saude publica que requer um controle
permanente em todos os niveis de atencao a saude (Almeida; Cardenas, 2013). Faz
parte das Doencas Crbnicas Nao Transmissiveis de maior prevaléncia e incidéncia no
mundo, ndo sendo diferente no Brasil. E responsavel por varios danos a vida do
paciente, a comunidade e aos servi¢cos de saude. Tendo em vista que € uma doenca
em incidéncia, por motivos que incluem um estilo de vida sedentério, obesidade,
habitos alimentares inadequados e fatores genéticos, requer cuidados e atencao
redobrada para minimizar seus efeitos danosos e oferecer uma qualidade de vida
satisfatoria para essa populacao (Moreira, 2013).

De acordo com o MS, o DM é um dos mais crescentes exemplos de doencas
cronicas ndo transmissiveis, considerado o principal responsavel pelas mortes e
hospitalizagbes no Brasil (Souza, 2013). Caracterizam-se por terem etiologia
multifatorial e dificil controle, o que implica na necessidade de orientacdes voltadas
para varios objetivos, necessitando, dessa forma, um tratamento mais efetivo com a
interacao de varios profissionais de saude (Costa; Castro, 2013).

A diabetes mellitus é uma alteracdo complexa que afeta o metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipidos, caracterizada por uma hiperglicemia crénica que
resulta da falha de secrecéo da insulina ou da sua acgéo. A ingestao dos alimentos
por individuos diabéticos deve ser feita de forma controlada, preferencialmente por
alimentos com baixo indice glicémico (Krinski, 2006).

O DM tipo 1 representa cerca de 5% a 10% do total de casos e é caracterizado
pela destruicdo das células B do pancreas, responsaveis por secretar insulina. Este
tipo subdivide-se em tipo 1A, onde a destruicdo das células 3 é autoimune, tipo 1B,

considerado idiopético e, por fim, o Latent Autoimmune Diabetes of the Adult (LADA)



32

no qual a causa da destruicao de células  também é autoimune, porém acomete
adultos acima dos 30 anos que apresentam progressiva perda funcional das células
B, passando do tratamento com hipoglicemiantes orais para insulina. Os outros mais
de 90% dos casos possuem o diagnéstico do DM tipo 2, o qual expressa-se
predominantemente em individuos acima de 30 anos, sem carater autoimune,
caracteriza-se por defeitos na secrecao e acado da insulina e sua patogénese envolve
aspectos genéticos e ambientais (Souza, 2013).

O aparecimento da DM1 é mais comum na infancia e na adolescéncia e a DM
2 € mais comum na vida adulta (embora ja observado em criancas) e se deve a
utilizacdo ineficaz da insulina, estando também relacionada ao estilo de vida
sedentario, a alimentacao inadequada e a obesidade (Moreira, 2013).

A DM é uma doenca crbnica e seu tratamento requer um controle dificil de ser
atingido, havendo a necessidade de o portador participar ativamente desse processo.
Os processos metabdlicos que acontecem automaticamente nas pessoas sem a
doenca devem ser regulados pelos pacientes através de seus comportamentos. No
tratamento do diabetes, a pessoa enfrenta véarios desafios comportamentais. O
tratamento envolve numerosas tarefas diarias e mudancas nos habitos de vida, tais
como seguir uma dieta alimentar e realizar exercicios por toda a vida (Malerbi, 2005).

A HAS é uma condicdo multifatorial caracterizada por niveis elevados e
sustentados de pressao arterial sistémica, é considerada um importante fator de risco
para doencgas cardiovasculares (Castro; Moncau; Marcopito, 2007). Pode ocasionar o
comprometimento de 6rgaos alvos, como coracao, encéfalo, rins e vasos sanguineos,
com frequéncia esta associada a altera¢des funcionais e estruturais desses érgaos e
a alteracdes metabdlicas (Daudt, 2013).

A predisposi¢éo genética vem sendo alvo determinante na compreenséo desta
sindrome. Os fatores genéticos sao responsaveis por uma grande parcela de casos
referentes a distirbios na pressdao hemodinamica. Isto fica evidente devido a
incidéncia maior de hipertensdo em familias de hipertensos, pois a tendéncia
hereditaria costuma aparecer em cerca de 75% de todos os pacientes. Ja em 95%
dos casos ndo ha uma causa subjacente chamada de hipertenséo idiopatica, as vezes
referida como hipertenséo essencial pode ser resultante de fatores genéticos, de uma
dieta com altas taxas de sédio, do estresse psicolégico, da obesidade, da inatividade
fisica (sedentarismo). Alguns fatores responsaveis no desenvolvimento da

hipertensédo podem ser decorrentes de problemas renais, ou com pequenas glandulas
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chamadas adrenais. Determinando a esta condicdo como hipertensdo secundaria
(Krinski, 2006).

Atualmente o conceito que melhor define hipertenséo é o que estabelece uma
situacdo clinica multifatorial e reconhecida como sindrome por relacionar os niveis
tencionais elevados a alteracdes metabolicas, hormonais e por associacao fenémenos
tragicos como hipertrofia cardiaca e vascular (Krinski, 2006).

A HAS é uma doenca prevalente, com alta morbi-mortalidade em todo o mundo,
mas com controle clinico bem-sucedido na maioria dos casos, desde que seja feito
diagndstico precoce e adesdo do doente ao tratamento proposto. E uma doenca
multifatorial, apresentando relacdo com fatores genéticos e ambientais, porém a
fisiopatologia ndo esta totalmente elucidada (Cavallari et al., 2002).

Mesmo sendo assintomatica, a HAS € responsavel por complicacbes
cardiovasculares, encefalicas, coronarianas, renais e vasculares periféricas. E parcela
importante da populacao adulta com hipertensédo nédo sabe que é hipertensa; e muitos
dos que sabem néo estdo sendo adequadamente tratados. Estima-se que 40% dos
acidentes vasculares encefalicos e em torno de 25% dos infartos ocorridos em
pacientes hipertensos poderiam ser prevenidos se Ihes fosse imposto terapia anti-
hipertensiva adequada (Toscano, 2004).

As complicacbes da HAS, em muitos casos, levam o paciente a requerer
cuidados médicos de alto custo, exigindo uso constante de medicamentos, exames
complementares periodicos e procedimentos como dialise e transplante. No Brasil, as
doencas cardiocirculatérias sdo uma das principais causas de internacbes
hospitalares e reconhecidamente envolvem custos elevados (Cavallari et al., 2002).

A hipertensao € muito frequente em pacientes obesos diabéticos tipo 2. Em
contraste com a hipertenséo no diabetes tipo 1, em pacientes com diabetes tipo 2, a
hipertensédo se desenvolve mesmo na auséncia de lesdo renal. O risco de diabetes
tipo 2 e hipertensao esta fortemente relacionado a obesidade e a distribuicdo central
da gordura corporal. O conjunto de anormalidades que inclui obesidade, hipertenséao,
diabetes tipo 2 e dislipemia &€ denominado sindrome metabdlica. A resisténcia a
insulina com hiperinsulinemia é caracteristica da sindrome metabdlica, e esta
condigéo tem sido associada a alto risco cardiovascular, morbidade e mortalidade. A
hiperinsulinemia pode levar a hipertenséo e a alteragdes no perfil lipidico, predispondo
a aterosclerose vascular. A elevacéo da insulina plasmatica poderia elevar a pressao

arterial por diversos mecanismos, incluindo ativacdo do sistema nervoso simpético e
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retencdo de sodio. Alteragcdes na medula renal, resultando em ativacdo do sistema
renina angiotensina aldosterona, poderia também contribuir para a retencéo de sédio
e consequentemente a hipertensdo nos individuos predispostos (Faria et al., 2002).

A ocorréncia de HAS e DM multiplicam os fatores de risco para doenga micro e
macrovascular, resultando em aumento do risco para mortalidade cardiovascular,
doenca coronariana, insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca cerebrovascular e
doenca vascular periférica. Complicacées macrovasculares contribuem para a maioria
das mortes em pacientes diabéticos, e a auséncia de hipertenséo esta associada com
aumento da sobrevida (Faria et al., 2002).

O tratamento em HAS se faz necesséario, cujo objetivo € prevenir as sequelas
de longa evolugdo da doenca fazendo com que 0s niveis pressoéricos estejam o
maximo possivel préximo do ideal. Uma forma de se manter niveis ideais da pressédo
arterial sérica € alcancada através de uma dieta balanceada e um programa de
atividade fisica, se tornando imprescindiveis na melhora da patologia. Um estilo de
vida causado na pratica regular de atividade fisica, promove beneficios para a saude
e consequentemente para a qualidade de vida de individuos normotensos e
hipertensos (Krinski, 2006). Embora se trate de uma doenca cronico-degenerativa de
facil diagnostico e com grande diversidade terapéutica, seu controle constitui um
desafio aos pacientes em virtude das mudancas de estilo de vida necessérias. A nao
adesao ao tratamento tem atingido aproximadamente 50% dos pacientes e envolve
aspectos bioldgicos, psicoldgicos, culturais e sociais. Este fato tem contribuido para
onerar os custos do Sistema de Saude. No Brasil, ocorreram cerca de 150.000
internacBes por doencas cardiovasculares, com custo global de 475 milhdes de reais
(Moura et al., 2011).

Os fluidos corporais contém informagdes fisicas vitais que séo frequentemente
utilizadas para diagndstico clinico. A urina € um importante fluido corporal e uma
amostra pode ser coletada de maneira rapida e ndo invasiva. O exame de urina
fornece informacdes sobre o metabolismo corporal e o estado da fungcéo renal. As
amostras de urina podem ser facilmente adquiridas, fornecendo informacdes
importantes para o diagnostico de diversas doencas metabolicas (McMurdy, 2003).

A creatinina € um dos principais biomarcadores analisados na urina, € é um
produto do metabolismo muscular. E filtrada nos glomérulos, e a quantidade secretada
nao é constante e depende do individuo e da concentracdo plasmatica do analito,

dificultando a determinagdo de uma constante de exce¢do, que depende



35

principalmente da massa muscular. Para avaliar a taxa de filtracdo glomerular, o
clearance de creatinina continua sendo um marcador mais utilizado na avaliacdo de
funcéo renal, o qual avalia a velocidade e a eficacia da filtracdo glomerular através da
andlise de urina coletada durante um periodo de 24 h, fato este que caracteriza a
dificuldade na realizacdo do teste. Com objetivo de evitar a coleta da urina de 24 h,
algumas férmulas foram criadas para facilitar a analise da filtracdo glomerular, um
exemplo de férmula é a equacéo de Cockcroft-Gault, derivada de relagées empiricas
e que foi validada em numerosos individuos. Na equacdo € necessario 0
conhecimento de variaveis como idade, peso, creatinina basal e sexo do paciente. Os
valores de referéncia para adultos saudaveis sdo acima de 90 mL/min (Sodré, 2007).
E comumente utilizado para o teste que mede a funcédo de filtragdo renal; sua
avaliacdo também tem valor na representacdo de comprometimento renal (Wang et
al., 2005).

Conforme Berg et al. (1997) a ureia € um dos principais metabdlitos contendo
nitrogénio nos sistemas biolégicos. Em humanos, a sintese de ureia € a principal via
de remocdo do nitrogénio residual gerado pelo metabolismo de proteinas e
aminoacidos. Esse processo ocorre no figado por meio do ciclo da ureia. A ureia é
entdo removida do sangue e excretada na urina pelos rins. Tanto a producéo quanto
a regulacao da ureia estdo intimamente relacionadas a varios processos metabdlicos
(Ignarro et al., 2001). E sintetizada no figado a partir do diéxido de carbono e aménia,
circulante no sangue e filtrado nos rins, devido a metaboliza¢do das proteinas, tendo
a ureia como principal produto, sendo assim excretado a maior parte pela urina. Além
de ser um dos indicadores de problemas renais, ndo € tdo especifico quanto a
creatinina, mas por ser mais sensivel a alteracées primarias das condi¢cdes renais &
um marcador crucial dessas alteracbes que ocasionam patologias. A dosagem da
ureia na urina vem sendo amplamente utilizada no campo da nutricdo, principalmente,
em condicdes de baixa ingestdo de proteinas ou privacao alimentar (Ramos, Marini,
2014).

Para Montero et al. (2016) a proteindria € uma das manifestacdes clinicas mais
comuns da nefropatia diabética e se correlaciona intimamente com a trans-
diferenciacdo de células mesenquimais, e apesar da membrana basal ser uma
barreira muito eficaz contra moléculas grandes, uma pequena quantidade de

proteinas que atravessar pelos capilares da membrana basal, para o filtrado
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glomerular, pode agravar o quadro da nefropatia diabética, evoluindo para a doenca
renal terminal.

A glicosuria pode ser medida através de fitas reagentes que fazem uma
medida semiquantitativa da glicose na urina e é de facil realizacdo e de baixo custo e
o resultado se torna positiva quando a sua concentragao sérica é superior a 180 mg/dL
em pacientes com funcdo renal normal e com valores ainda mais elevados em
pacientes com nefropatia diabética (Gross et al., 2002).

O fosfato € um &nion intracelular mais abundante no corpo e € um componente
importante em multiplos processos fisiologicos que afetam muitos sistemas de érgéos
diferentes (Peppers et al., 1991). Niveis elevados de fosfato sérico sdo geralmente
encontrados em pacientes com DRC moderada a grave, e estdo associados a
calcificagdo valvular e vascular cardiaca, levando ao aumento de eventos
cardiovasculares e mortalidade (Foley, 2009). Em uma pesquisa desenvolvida por
(Kawasaki, 2015), ha evidéncias de que 0s niveis séricos mais altos de fésforo
depende da ingestdo de proteinas e é um fator de risco para doenca cardiovascular
em pacientes com doenca renal cronica. O estudo mostrou que a maior excrecéo de
fésforo por depuracdo de creatinina foi associada a progressdo da doenca renal
cronica. Essa associacdo permaneceu apds 0 ajustes para outros possiveis fatores
de riscos relacionados a progressao da DRC.

No estudo desenvolvido por Bispo e colaboradores foi empregado o modelo
PCA seguida de analise discriminante, onde foi possivel revelar analise espectral de
ureia. Os resultados sugeriram que a técnica foi sensivel para diferenciacdo dos
biomarcadores dos grupos de estudo em questéo (Bispo et al., 2013). Este soluto é o
mais importante catabdlico do metabolismo proteico, este, sendo que sua retencéo
em disfuncdes renais (uremia) representa um sinal de retengéo de outras substancias,

gue também prejudicam o organismo quando em excesso (AIRES, 1999).

Em um estudo desenvolvido por Heathcote (2009), concluiu-se que o exercicio
fisico pode modificar a depuracao renal e consequentemente alterar a concentracéo
dos metabolitos na urina. No trabalho feito por Schwingshackl e Hoffmann (2014), foi
evidenciado que as dietas com alto teor de proteina foram associadas ao aumento da

TFG, ureia sérica, excre¢ao urinaria de calcio e concentracdes séricas de acido urico.
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2.1.8 — Automacéao em Urinalise

A urina € um fluido biologico altamente importante para pesquisa de
biomarcadores, pois pode ser coletada por técnicas nao invasivas e relativamente em
grandes volumes. Ela contém elementos celulares, bioquimicos e proteinas derivados
da filtragdo glomerular do plasma, excre¢do dos tubulos renais e secre¢des do trato
urogenital que refletem, em um determinado momento, o estado metabdlico e
fisiopatolégico de um individuo (Harlope et al., 2016). O exame parcial de urina
representa um dos exames mais solicitados na rotina dos laboratérios de analises
clinicas. Essa alta demanda nos laboratérios atuais se deve ao fato da analise da urina
ser capaz de fornecer, de forma simples e rapida, informacdes importantes sobre o

funcionamento dos rins e do trato urinario (Bottini, 2006).

Na avaliacdo da urina tipo I, sdo incluidos suas caracteristicas fisicas (cor,
clareza e volume), parametros bioquimicos (pH da urina, sangue, glicose, cetonas,
bilirrubina, urobilinogénio e proteina) e avaliacdo microscopica de sedimentos
(hemécias, leucécitos, organismos, células epiteliais, cristais e elencos) (Reine;
Langston, 2005). O parcial de urina € um exame realizado de forma manual em grande
parte dos laboratérios e ha décadas, a analise microscopica do sedimento urinario €
considerada padrdo ouro na urinalise. No entanto, a introducéo de novas tecnologias

tem aumentado a exatiddo e a produtividade desse procedimento (Delanghe, 2014).

Um diagnostico eficaz, que garanta a qualidade do servico e o torna valido
depende de padronizacdo em todas as etapas do exame, que incluem coleta,
transporte e a andlise (Chaves, 2010). A escolha do método a ser empregado na
andlise da urina deve proporcionar a identificacdo e quantificacdo correta dos
constituintes urinarios (European Urinalysis Group, 2000).

O exame de urina tipo | também serve para monitorar o progresso de doencas,
a eficicia terapéutica e a triagem de trabalhadores assintomaticos para doencas
adquiridas em industrias e faz parte dos exames em Saude ocupacional, como triagem
admissional ou demissional (Oliveira e Mendes, 2011; Vale e Miranda, 2012,
Henneberg, 2015).

A automacdo, que surge como inovagao metodolégica para urinalise, tem

demonstrado resultados confiaveis na analise quantitativa dos elementos presentes
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na urina e tém reduzido o tempo para a execucao do exame (Henneberg, 2014). Vem
sendo utilizada na rotina dos grandes laboratérios de analises clinicas como uma
ferramenta (til, que fornece resultados com rapidez e seguranca, melhorando a rotina
por dispensar preparacdo prévia da amostra. O método manual € menos preciso
devido ao baixo numero de células contadas e por ser dependente do observador,
porém, a automacdo é incapaz de identificar corretamente todos os elementos

presentes na urina (Henneberg, 2014).

Em um estudo desenvolvido por Henneberg et al. (2015) verificou-se foi
possivel diferenciar a populacdo de células, porém o equipamento ndo classifica o
dimorfismo eritrocitario, o que demonstra a importancia de manter associada a
microscopia. Para outros elementos como cilindros hialinos, o resultado da automacéao
foi confirmado pela microscopia. Porém, em estudo realizado por Bottini (2006),
mostrou que a contagem de cilindros pela automagéao sofreu influéncia dos filamentos

de muco e também ao pequeno nimero de elementos na amostra.

No trabalho de Henneberg (2014) evidenciou-se que a automacao esta sujeita
aos mesmos erros de centrifugacdo que o método manual e que a diferenciacao de
eritrocitos isomorficos e dismorficos, cristais e elementos raros, continuam
dependentes da microscopia. A automacdo pode apresentar uma perda ou dano na
contagem quando se trata de pequenas células ou pequenos eritrécitos. Uma
estratégia racional seria a combinacdo da analise automatica e a visual, com as
medi¢cdes quimicas e bacteriolégicas como uma inovacao para o exame de urina
(European Eurinalysis Group, 2000). Assim, o uso do equipamento € uma alternativa
para a analise microscépica podendo ser automatizado ou semi-automatizado,
aumentado a reprodutibilidade dos resultados, mas todas as técnicas e protocolos
utilizados na automacdo devem estar padronizados e atender as normas do CQ
Laboratorial. Os fabricantes de analisadores em urinalise devem descrever em
detalhes a capacidade de diferenciacdo do respectivo instrumento, incluindo a
sensibilidade e dados da especificidade em relacdo aos métodos manuais. Uma
listagem de possiveis interferentes conhecidos deve estar disponivel para a avaliagéo
do resultado e da pratica clinica. A automac¢ao melhora muito a precisao, pois efetua
uma contagem de um numero muito maior de células do que o método visual. A
automacao também pode auxiliar na validacdo de outros métodos (European

Urinalysis Group, 2000; Henneberg et al; 2015).
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A automacdo minimiza problemas enfrentados no método manual, onde se
pode citar a subjetividade devido a interpretacdo de cada observador e 0 menor
volume urinario necessério para analise. Também reduz o tempo de execucao do
exame, facilita o controle dos dados por permitir o arquivamento de um determinado
namero de amostras. O objetivo da automacdo é melhorar a reprodutibilidade e
produtividade do exame de urina, favorecendo a padronizacdo das etapas e

garantindo um relato consistente dos dados (Strasinger, 2008).

2.2 Espectroscopia Raman: Fundamentacdo técnica e andlise em fluidos
biol6gicos com énfase na urina

A espectroscopia Raman é definida como estudo do espectro obtido pela
interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria. Sendo um dos seus principais
objetivos, a determinacado dos niveis de energia de atomos ou moléculas. Esta técnica
de analise utiliza a radiacdo eletromagnética para avaliar testar 0 comportamento
vibracional das moléculas, observando-se a absorcdo ou espalhamento dessa
radiagcdo. A aplicacdo da técnica vem sendo utilizada com sucesso no diagnostico de
doencas a partir da analise de materiais biolégicos, permitindo a caracterizacao
bioquimica da amostra. O espectro Raman proporciona informacdo quimica e
estrutural de compostos organicos e inorganicos, permitindo assim sua identificacao
em poucos segundos, com pouca ou sem a necessidade de preparacdo da amostra
(Shapiro et al., 2011).

A ER pode ser considerada como complementar a espectroscopia de absorcéo,
porque nenhuma técnica sozinha pode resolver todos os estados da energia de uma
molécula. De fato, para determinadas moléculas, alguns niveis de energia ndo podem
ser resolvidos isoladamente por uma ou outra técnica (Hanlon et al., 2000).

O efeito Raman que ocorre na ER é fundamentado basicamente na troca de
energia entre a luz (radiacéo eletromagnética) incidente e a matéria incidida. Quando
uma molécula é irradiada por uma radiacdo eletromagnética, esta radiacdo pode ser
absorvida ou espalhada. Na ER o que é estudado € a radiacédo que foi espalhada pela

matéria. O fendbmeno Optico de espalhamento da luz ocorre quando um feixe de luz
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atinge um obstaculo e é disperso devido a colisdo com particulas menores (Ball,
2001).

Os métodos espectroscopicos para andlise de urina oferecem varias vantagens
sobre métodos quimicos, incluindo o contato, menos amostra e maior quantidade de
informacdes, sendo que a urina tem sido objeto de varios estudos espectroscopicos.
Um exame de urina fornece informacgdes de diagndstico sobre doencas metabdlicas,
alteracdes de biomarcadores renais, infec¢cdes do trato urindrio e outras doencas.
Além de problemas médicos, o teste do abuso de substancia pela urina € comum,
especialmente nas forcas armadas, prisées, onde os testes de rotina sado obrigatérios
(McMurdy et al., 2003).

A ER é um sistema que permite a analise da urina e pode ser desenvolvida
para detectar componentes simples ou multiplos. Ndo envolve etapas quimicas
adicionais para analise (separacdo, diluicdo ou mistura de quaisquer outros
reagentes), podendo mostrar-se superior aos atuais métodos de teste (Premasiri;
Clarke; Womble, 2001).

A técnica de ER apresenta inUmeras vantagens, por isso vem sendo aplicada
em diversas areas biomédicas, onde o material biolégico pode ser analisado em um
curto espaco de tempo, onde a coleta do sinal Raman é bastante rapida, e pode-se
analisar amostras liquidas ou sélidas em tempo real). A espectroscopia Raman tem
um grande potencial para fornecer informacgéo de diagndstico quantitativo in vivo. A
principal vantagem da ER em aplicacdes biomédicas é a de que, por meio do ajuste
da frequéncia de excitacdo, préximo da absorcdo de frequéncia, os marcadores
bioquimicos da doenca podem ser seletivamente observados no espectro de Raman
(Guimarées et al., 2006).

Em urindlise, em particular, o primeiro uso da ER para medir as concentracées
de creatinina em amostras de urina sem alteracfes, de pacientes saudaveis, em niveis
clinicos foi relatado por (McMurdy e Berger, 2003), 0os quais utilizaram excitacao no
infravermelho préximo (785 nm) para obter espectros Raman.

Wang et al., 2010 utilizaram o Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS)
aplicado em um novo tipo de substrato para detectar niveis de creatinina na urina de
pacientes diabéticos, visando a deteccado precoce de doencgas renais.

Bispo et al. (2013) identificaram biomarcadores (ureia, creatinina e glicose) na
urina de pacientes diabéticos e hipertensos, através da PCA juntamente com um

modelo discriminante baseado em regressdo logistica, referindo-se como a
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possibilidade de diagndstico de possiveis complicacdes decorrentes destas doencas
através da ER. Utilizando o mesmo tipo de analise via PCA, a ER também foi eficaz
na deteccdo de antibidticos na urina (Kumar, 2013) e outros metabdlitos como
biomarcadores da nicotina e cotinina para identificacdo de exposi¢céo ao tabaco, ativos
ou passivos (Huang, 2013), bem como acido urico como indicativo de pré-eclampsia
em gestantes (Goodall, 2013).

Estes e outros avancos técnicos fazem a ER ser definida como uma ferramenta
muito promissora para a andlise rdpida, ndo-invasiva e de baixo custo de multi-
parametros em sistemas bioldgicos. Tem-se considerado, por muito tempo, a
potencialidade de aplicacdo da ER para analise quantitativa de varios compostos. A
ER caminha para no futuro proximo se tornar uma pratica rotineira como uma técnica

quantitativa em analises clinicas (Lombardi et al., 1994).

2.3 Quantificacdo, discriminacdo e classificacdo através de ferramentas
estatisticas

2.3.1 Regressao por Minimos Quadrados Parciais (Partial Least Squares -
PLS)

O método dos minimos quadrados parciais € uma técnica de regressao para
resolver mudltiplas variaveis independentes e multiplas variaveis dependentes.
Comparado com a analise de regresséo tradicional, o PLS supera os problemas de
multicolinearidade, tamanho de amostra pequeno e limite de numero variavel
(Tsuchida, 2017).

Devido a natureza multivariada dos dados obtidos pela espectroscopia Raman,
0s mesmos se beneficiam de métodos estatisticos multivariados como a técnica de
Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (Partial Least Squares - PLS)
favorecendo uma avaliacdo quantitativa desses dados (Enejder, 2002),
correlacionando vérias informagdes do espectro com as mudancgas na concentracao
dos elementos bioquimicos da amostra, permitindo analisar dados mesmo quando da
presenca de interferentes. Esses métodos consideram todas as informacdes
espectrais relevantes e desprezando as informacdes nao correlacionadas com a
concentracdo de analitos de interesse, mantendo-se inalterados mesmo com

inclusbes de novas amostras (Berger, 1997).



42

No modelo de regressao PLS, todas as variaveis espectrais sédo incluidas para
estimar a concentracédo do analito, o que implica que a calibracéo pode ser realizada
eficientemente mesmo na presenca de interferentes (ruido, por exemplo), nao
havendo necessidade do conhecimento prévio da natureza e nimero dos mesmos. O
modelo PLS determina quais variaveis latentes possuem maior correlacdo com as
variacfes presentes nas amostras, permitindo a quantificacdo de analitos de interesse
(Bispo et al., 2013).

A base fundamental do método PLS é a determinacédo da matriz de covariancia
dos dados, consistindo na manipulacédo da matriz de dados buscando a maximizacao
da covariancia entre os fatores e, com isto, evidenciando as variacdes presentes em
muitas variaveis através de um numero menor de fatores. Constroi-se um novo
sistema de eixos (denominados variaveis latentes ou autovetores) representando as
amostras, no qual a natureza multivariada dos dados pode ser visualizada em poucas
dimensdes (Everall et al., 1996).

O PLS usa a informacéo das concentracdes, presente em cada espectro, na
obtencdo das variaveis latentes, ou seja, busca a covariancia entre as variaveis
independente e dependente. As primeiras variaveis latentes descrevem a direcéo de
maxima variancia, que também se correlacionam com a concentracdo. Os métodos
multivariados séo robustos, pois seus parametros praticamente ndo se alteram com a
inclusdo de novas amostras no conjunto de calibracdo. Desta forma, este método tem
se tornado uma ferramenta extremamente Util em muitos campos da quimica e
engenharia (Everall, 1996).

O desenvolvimento de um modelo baseado na técnica de analise multivariada
de Regressdo por Minimos Quadrados Parciais permite utilizar toda a informacao
espectral disponivel, melhorando a previsao, jA que variagbes podem ocorrer nao
somente no pico, mas também em larguras de banda, por exemplo. A confiabilidade
do modelo PLS € dependente do niumero de amostras utilizadas na construcédo do
modelo, de forma que se possam prever concentracdes desconhecidas em um grande
namero de amostras. Mas para isto faz-se necessario um numero alto de situacdes
experimentais, o que, as vezes, torna-se inviavel na pratica.

Variagbes como poténcia da fonte de luz, tipo de amostra, alinhamento do
equipamento e posicdo da amostra também sédo fatores que interferem na eficiéncia

do modelo, causando alteracbes espectrais. Porém, se as variaveis relevantes sao
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consideradas no modelo multivariado, o procedimento de calibracdo é eficiente e
preciso, mesmo com poucas caracteristicas espectrais (Everall, 1996).

Técnicas de espectroscopia tém sido utilizadas para analise de tecidos
biolégicos, apresentando resultados bastante confidveis, uma vez que se consiga
adequar a técnica espectroscopica as informacfes necessarias para uma analise
precisa da amostra. Quando a luz incide sobre uma substancia qualquer, ela pode ser
absorvida ou espalhada elasticamente. A espectroscopia de infravermelho (IR) mede
a frequéncia na qual uma dada amostra absorve uma radiagéo IR e a intensidade
desta absorcao. Assim, o espectro de infravermelho representa a identificacdo de uma
amostra com picos de absorcéo correspondentes a frequéncia de vibragcdo entre os
atomos constituintes do material. A determinacdo das frequéncias permite identificar
0S componentes quimicos da amostra, visto que cada grupo quimico é conhecido por
absorver luz em uma dada frequéncia. A intensidade de uma absorcdo esta
relacionada com a concentragdo de um respectivo componente, fornecendo, assim,

uma analise quantitativa (Silveira, 2001).

2.3.2 Andlise dos Componentes Principais (Principal Component Analysis -
PCA)

7

A base fundamental do método de regressdo PLS € a Andlise dos
Componentes Principais (Principal Component Analysis - PCA), que consiste em uma
manipulacdo da matriz de dados visando representar as variagbes presentes em
muitas variaveis, através de um numero menor de fatores. Constréi-se um novo
sistema de eixos (denominados componentes principais, variaveis latentes ou ainda
autovetores) para representar as amostras, no qual a natureza multivariada dos dados
pode ser visualizada em poucas dimensbes (Ito, 2013). Este enfoque matematico é
capaz de transformar linearmente um espaco m-dimensional em um espacgo d-
dimensional (onde d < m) baseada na covariancia dos dados. Desta forma, as
coordenadas destes dados (agora em um novo espago) ndo estao correlacionadas, e
com o0 uso de algumas variaveis, ou componentes principais, preserva-se a maior
guantidade de variancia dos dados originais. Seu procedimento matematico baseia-
se na obtencdo do padrdo de variabilidade caracteristico dos espectros de

determinado material, fundamentado na repeticdo do experimento com diferentes
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amostras deste material sob diferentes condi¢cdes (no caso, normal e dialitico). As
diferencas entre os grupos (se existirem) aparecem nas primeiras variaveis ou

componentes principais (Chatfield, 1980).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo experimental, com abordagem quantitativa e qualitativa. A
abordagem de pesquisa quantitativa € uma classificacdo de método cientifico que
utiliza diferentes técnicas estatisticas para quantificar opinides e informacdes para um
determinado estudo. A pesquisa qualitativa € um método de investigacdo cientifica
que se foca no carater subjetivo do objeto analisado, corresponde a profundidade de
significados, estudando as suas particularidades e experiéncias individuais (MINAYO,
2010)

3.2 Obtencdo das amostras de urina e analise quimiométrica bioquimica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Anhembi Morumbi (parecer N°. 2.717.746 — C.A.A.E. 91318518.9.0000.5492 — Anexo
A), de acordo com as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo
seres humanos (resolucdo N°. 466/2012). Um total de 40 pacientes (24 mulheres e 16
homens; Idade: 50,12 + 16,23 anos) foram recrutados e alocados da seguinte forma:
20 voluntarios saudaveis (normoglicémicos e normotensos) em um Grupo Controle
(CT), e 20 individuos em um Grupo de Diabéticos e Hipertensos (DM & HAS), que nao
apresentavam lesédo renal. Todos os individuos que participaram desta pesquisa
assinaram previamente o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A).
A Ficha de Anamnese (Apéndice B) foi coletada a fim de obtencdo dos dados clinicos.
As amostras de urina foram coletadas em frasco estéril, onde os voluntarios foram
orientados a coletar o jato médio na miccdo espontanea, apds a higienizagcao prévia
externa da genitalia, ou seja, o primeiro jato deveria ser descartado e o jato médio
seguinte depositado no frasco de coleta.

As amostras biologicas foram obtidas pela manh&, com os individuos em
jejum, e foram acondicionadas em tubos criogénicos de 2 mL e congeladas em freezer
a —80°C até a andlise laboratorial e espectral. As amostras dos voluntarios
normoglicémicos e normotensos dos grupos CT e DM & HAS foram obtidas em uma

unidade de saude da Secretaria Municipal de Saude do municipio de Santarém-PA,
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Brasil. Os critérios de inclusdo e exclusdo foram os mesmos para ambos 0S grupos.
Critério de incluséo: foram incluidos sujeitos com TFG dentro dos valores de referéncia
para idade e sexo. Critérios de exclusdo: foram excluidos os individuos que
apresentassem sintomas ou manifestacdes clinicas de infeccdo urinaria, que nao
estivessem em jejum antes da coleta e que relatassem sintomas de instabilidade

cardiovascular como angina, palpitacfes e descompensacédo hemodinamica.

Apos a coleta, as amostras de urina foram submetidas a analise quimiomeétrica
biogquimica por meio de um equipamento espectrofotométrico analitico automatizado
(modelo Atellica CH 930 Analyzer, Siemens Healthcare Diagnésticos S.A., S&o Paulo,
SP, Brasil, Tabela 1), e os valores de ureia, creatinina, glicose, e fosfato foram obtidos
com kits especificos (Atellica — ref. 11097593 para ureia, ref. 11097533 para
creatinina, ref. 11097592 para glicose e ref. 11097611 para fosfato). A dosagem da
proteina total foi realizada com um kit comercial (modelo Sensiprot, Labtest
Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil) e a absorbancia da reacéo final foi
considerada em 600 nm. A Tabela 2 apresenta a rotina de calibracdo para as curvas
padrdo do ensaio de espectrofotometria e a linearidade das curvas. Os experimentos
de espectrofotometria foram conduzidos a uma temperatura de 20°C (x 1°C), e
umidade relativa de 60% (= 10%), enquanto os experimentos Raman foram

conduzidos a uma temperatura de 22°C (+ 1°C), e umidade relativa de 60% (+ 10%).

Tabela 1. Principais especificacbes técnicas e detalhes do equipamento
espectrofotométrico automatizado utilizado (Atellica CH 930 Analyzer).

Principais especificagdes Detalhes
técnicas
Descricao Geral Analisador quimico com recursos de teste

eletrolitico (IMT) e fotométrico

Volume de amostra por teste Fotométrico: 0,4 pL a 5,0 pL (varia de acordo com
o ensaio) IMT: 25 L produz resultados para sédio
(Na+), potassio (K+) e cloreto (CI)

Fotdmetro de detec¢do de reagéo 11 comprimentos de onda fixos (340, 410, 451,
478, 505, 545, 571, 596, 658, 694 e 805 nm)

Gerenciamento de estoque de Rastreamento automatico e notificacdo de testes

reagentes restantes, estabilidade e validade a bordo,

calibracéo e condi¢Bes de armazenamento para
cada pacote e poco

Volume médio de reagente 10-100 pL por teste, dependente do ensaio
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Calibracdo automatica de lote e embalagem
Calibracso automatica especifica do ensaio (quando conectado ao
manipulador de amostras Atellica)

Mais especificacdes técnicas estdo disponiveis no site do fabricante (Siemens
Healthcare GmbH), disponivel em: https://www.siemens-healthineers.com/integrated-
chemistry/systems/atellica-solution-analyzers# TECHNICAL_DETAILS

Tabela 2. Limite de detec¢do do analito (LOD) e linearidade dos ensaios quimicos na
urina de acordo com o fabricante do kit comercial

Analito Limite de Deteccéo (LOD) Linearidade

Glicose 2 mg/dL (0.1 mmol/L) 4—-700 mg/dL (0.22—38.85 mmol/L)
Fosfato 0.5 mg/dL (0.16 mmol/L) 4.0-100.0 mg/dL (1.29-32.30 mmol/L)
Creatinina 0.02 mg/dL (2 pmol/L) 1.00-245.00 mg/dL (88-21658 pmol/L)
Ureia 4 mg/dL (1.4 mmol/L) 35-1000 mg/dL (12.5-357.0 mmol/L)
Proteina total 0.12 mg/dL (0.0012g/L) 100 mg/dL (5.6 mmol/L)

O célculo da concentragdo foi realizado a partir de uma curva padrdo, levando em
consideracao a linearidade de cada analito presente na urina (Tabela 2). Para calibragdo dos
ensaios quimicos (glicose, fosfato, creatinina e ureia) pela espectrofotometria foi utilizado para
calibracgéo.

O calculo da concentracéo foi realizado a partir de uma curva padréo, levando
em consideracao a linearidade de cada analito presente na urina, conforme descrito a
seguir. Para calibracdo dos ensaios quimicos (glicose, fosfato, creatinina e ureia) foi
utilizada a espectrofotometria para calibragdo. A linearidade para os ensaios de
glicose, fosfato, creatinina e ureia empregados foram, respectivamente, 4—700 mg/dL
(0,22-38,85 mmol/L); 4,0-100,0 mg/dL (1,29-32,30 mmol/L); 1,00-245,00 mg/dL (88—
21658 ymol/L); 35-1000 mg/dL (12,5-357,0 mmol/L). A linearidade para a proteina
total foi até 100 mg/dL (5,6 mmol/L). O limite de deteccdo (LOD) dos ensaios de
glicose, fosfato, creatinina, ureia e proteina total foram, respectivamente, 2 mg/dL (0,1
mmol/L); 0,5 mg/dL (0,16 mmol/L); 0,02 mg/dL (2 umol/L); 4 mg/dL (1,4 mmol/L) e 0,12
mg/dL (0,0012 g/L).

De acordo com as instrucbes presentes nos kits dos equipamentos do
espectrofotdbmetro analitico, alguns componentes podem interferir na analise

bioguimica, dependendo de cada composto ensaiado. As substancias interferentes


https://www.siemens-healthineers.com/integrated-chemistry/systems/atellica-solution-analyzers#TECHNICAL_DETAILS
https://www.siemens-healthineers.com/integrated-chemistry/systems/atellica-solution-analyzers#TECHNICAL_DETAILS
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(hemoglobina, bilirrubina conjugada, bilirrubina ndo conjugada e lipemia) foram
testadas de acordo com a diretriz EP07-A2 (CLSI, 2005), e diretrizes especificas do
fabricante do kit (Atellica™). De acordo com as substancias interferentes

mencionadas, aceitamos interferéncia < 10%.

3.3 Coleta dos espectros

A coleta de espectros foi realizada em um espectrébmetro Raman dispersivo
(modelo Di-mension P-1, Lambda Solutions Inc., Waltham, MA, EUA). O equipamento
utiliza um laser de diodo multimodo de 830 nm com poténcia de saida de cerca de 400
mW. Um cabo de fibra éptica (sonda Raman) (modelo Vector Probe, Lambda
Solutions Inc.) foi usado para fornecer radiacdo a amostra e coletar o sinal; o uso de
uma sonda Raman permite geometria repetivel de excitacdo e coleta de sinal. A
poténcia do laser medida na ponta da sonda foi de 350 mW com uma cintura de feixe
de cerca de 170 um. Os experimentos Raman foram conduzidos a uma temperatura
de 23°C (x 1°C) e umidade relativa de 60% (£ 10%). As amostras de urina foram
colocadas em um porta-amostras de aluminio com orificios de 4 mm de didmetro e
aproximadamente 80 uL de volume. A sonda Raman foi colocada a 10 mm do porta-
amostras. O sinal Raman foi coletado com um tempo de integracdo de 5 s. Seis
espectros foram coletados aleatoriamente de cada amostra, totalizando 240 espectros
para as 40 amostras (n = 20 para cada grupo), e um total de 8 espectros foram
excluidos devido a baixa relacdo sinal-ruido (SNR < 10). A Figura 1 mostra 0 nimero
de amostras elegiveis e 0 nimero de espectros utilizados no estudo.

Os espectros Raman foram entdo pré-processados na seguinte ordem:
remoc¢ao manual de picos de raios cdsmicos, remocdo automatica do sinal de linha de
base de fluorescéncia ajustando e subtraindo um polinbmio de quinta ordem e
normalizacdo automatica pela area da banda de agua em 1660 cm™. Este pré-
processamento foi realizado em rotina laboratorial utilizando o software Matlab (versao
7.4.0, The Mathworks Inc., Natick, MA, EUA). Os espectros Raman medios

normalizados da urina dos grupos estudados foram plotados e comparados.
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Avaliado para elegibilidade

n=40
Controle - CT DM & HAS

n=20 n=20

I I

| |

| |

| |

6 espectros coletados 6 espectros coletados
aleatoriamente em cada aleatoriamente em cada
amostra amostra
n=120 n=120
7 espectros excluidos 1 espectro excluido
n=113 n=119

Figura 1 Diagrama ilustrativo para demonstrar o nimero de elegibilidade da amostra
avaliada, e os espectros totais incluidos e excluidos do estudo.

3.4 Anélise de dados: Modelos de regressao linear para analise quantitativa
e discriminacéao

Os espectros médios normalizados de urina dos grupos estudados foram
plotados e comparados, a analise estatistica foi realizada a partir do teste t de Student
(p < 0,05, software GraphPad InStat, v. 3.0, Instat, EUA). Um modelo espectral
baseado na técnica multivariada PLS foi aplicado aos espectros Raman de urina para
quantificar as concentracdes de uréia, creatinina, glicose, fosfato e proteina total
usando os resultados do método colorimétrico como entrada, e para discrimina-los
(PLS- DA) usando o critério de classificagédo (PLS) obtido entre os grupos CT e DM &
HAS, juntamente com os valores das duas técnicas analiticas (espectrofotometria e

espectroscopia Raman), como mostra a Figura 2.
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Avaliade para elegibilidade (n=40)
|

| Controle (1=20) | | DM e HAS (n=20)
|

‘ Coleta de Amostra de urina

—

Espectrofotometria Espectroscopia

(Colorimetria) Raman
Controle (n=20) -
| | 6 espectro Excluida 7 espectros
| Dados Bioquimicos | Coleta espectral e coletado/amostra (1=120) [n=113)
processamento de
sinmal ; -
DM e HAS (p=20
. 6 eapecn'llla y Excluidol espectro
LDA, PCA e FLS coletado/amostra (n=120) (n=119)

Analise Analise Analise discriminante
Exploratarial PCA) quantitativa (PLS) (LDA. PLS-DA)

Figura 2 Diagrama dos dados de configuracao experimental.

3.5 Processamento e andlise de dados: andlise exploratdria e modelos de
regresséao linear para quantificacao e discriminagéo

A Figura 2 também mostra o diagrama dos dados de -configuracédo
experimental. A PCA foi empregada para andlise exploratéria para identificar as
diferencas bioquimicas entre os grupos reveladas pelas bandas Raman. Para tanto,
as variaveis do PCA: pontuacdes dos componentes principais (escores), que séo
projecdes do conjunto de dados nos novos eixos dos componentes principais (0S eixos
gue maximizam a variancia nos dados), e os coeficientes dos componentes principais
(carregamentos ou PCs), que séo as projecdes (as intensidades) dos dados nesses
novos eixos, foram extraidas e plotadas (Joliffe; Cadima, 2016). Os escores
assemelham-se aos espectros Raman, com picos positivos e negativos nas posicoes
dos compostos presentes na urina, e em conjunto com os PCs, podem apresentar
significado quimico especifico e ser interpretados como diferengas na composi¢ao
bioquimica dos grupos (Beattie et al.,2021). Portanto, as caracteristicas espectrais

apresentadas nos scores foram correlacionadas com os compostos encontrados nas
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amostras de urina, e os PCs foram utilizados para identificar onde ocorrem essas
diferencas. O calculo da PCA foi realizado no software Matlab.

O teste t de Student (p < 0,05, software Instat v.3.05) precedido por um teste
de normalidade (Kolmo-gorov-Smirnov, p < 0,1) foi aplicado aos PCs para identificar
qual deles apresentou diferenca nos grupos CT e DM e HAS relacionados as
informacgdes bioquimicas apresentadas nos escores.

Um modelo espectral baseado na técnica de regressédo PLS foi aplicado aos
espectros Raman da urina para estimar as concentracdes de ureia, creatinina, glicose,
fosfato e proteina total usando o ensaio espectrofotométrico (padrdo ouro) como
entrada. O modelo considerou as informacgdes espectrais do sinal Raman como
variaveis independentes (dados x), e as concentracdes determinadas por analise
bioguimica convencional (espectrofotometria) como variaveis dependentes (dados y)
ou a concentracdo real. Foi utilizada a validacdo cruzada leave-one-out, onde n
amostras foram usadas no modelo de regressédo PLS, e as concentracdes de uma
amostra deixada de fora foram previstas usando um certo nimero de variaveis
latentes (LVs). O desempenho do modelo foi avaliado pela raiz do erro quadratico
meédio de validacao cruzada (RMSEcv) e pelo coeficiente de correlacdo de Pearson
(r), onde o melhor modelo é aquele que fornece o RMSEcv minimo e o r maximo a
medida que o numero de LV é somado ao modelo.

Modelos discriminantes baseados em analise discriminante linear (LDA) e
regressdo PLS (PLS-DA) foram usados para classificar os sujeitos em grupos CT e
DM e HAS. Em todos 0s casos, as variaveis dependentes (dados y) foram classes de
grupos ou categorias, sendo a categoria "1" amostras dentro dos valores de referéncia
(CT) dos compostos e categoria "2" as amostras fora dos valores de referéncia (DM e
HAS). As variaveis independentes (x dados) consideradas em cada modelo foram: a)
as concentracfes de creatinina, ureia, glicose, fosfato e proteina total obtidas por
analise espectrofotométrica, modelada por LDA; b) as concentracdes dos compostos
ensaiadas por espectroscopia Raman, também modeladas por LDA; e c¢) todo o
conjunto de dados do espectro Raman, modelado por PLS-DA. Nos modelos PLS-DA,
o desempenho é comumente avaliado pela acuracia geral (nimero de classificagbes
corretas dividido pelo nimero de casos) (Baratloo et al., 2015), onde o melhor modelo
€ aquele que fornece a maior acuracia a medida que LVs séo adicionados ao modelo.

O software Chemoface (Nunes et al., 2012) foi usado para realizar PCA, PLS e
PLS-DA. Os passos para realizar PCA, regressdao PLS e PLS-DA podem ser
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encontrados em outros lugares, por exemplo, no Chemoface — Guia do Usuario

(http://www.ufla.br/chemoface).
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As caracteristicas gerais dos participantes da pesquisa dos dois grupos

estudados, encontram-se nas tabelas 3 e 4. Com relagdo ao grupo controle, este foi
constituido de 45% de homens e 55% de mulheres, a média de idade foi de 31,7 (DP

= +6,1). Em relacdo ao grupo de pacientes diabéticos este foi constituido de 35%

homens e 65% mulheres, a média de idade foi de 64,6 (DP = +9,0).

Tabela 3 Caracteristicas gerais dos participantes da pesquisa do grupo controle.

Variavel Homens (%) N Mulheres (%) N
Grupo Controle N=9 N=11
Grupo Etério

25-35 44 4 56 6
36-44 46 5 54 5
Cor/Racga

Branco 22 2 27 3
Negro 11 1 9 1
Pardo 67 6 64 7
Escolaridade

Fundamental Completo 33 3 0 0
Médio Completo 45 4 4 36
Superior Completo 22 2 7 64
Atividade Fisica

Sim 33 3 54 6
N&o 67 6 46 5
Tabagismo

Sim 44 4 9 1
Nao 56 5 91 10
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Tabela 4 Caracteristicas gerais dos participantes da pesquisa do grupo de pacientes

diabéticos e hipertensos.

Variavel Homens (%) N Mulheres (%) N
Grupo DM e HAS N=7 N =13
Grupo Etario

45 - 65 72 5 54 7
66 — 79 28 2 46 6
Cor/Raga

Branco 28 2 0 0
Negro 14 1 46 6
Pardo 58 4 54 7
Escolaridade

Fundamental Incompleto 14 1 23 3
Fundamental Completo 43 3 46 6
Médio Completo 43 3 31 4
Atividade Fisica

Sim 28 2 31 4
Né&o 72 5 69 9
Tabagismo

Sim 57 4 38 5
Né&o 43 3 62 8

A Tabela 5 mostra os valores médios das concentracdes de ureia, creatinina,

fosfato, glicose e proteina total na urina dos dois grupos analisados, CT e DM & HAS,

mensurados por espectrofotometria (padrdo ouro). A analise comparativa entre os

grupos ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos CT e DM

& HAS em relacdo aos cinco biomarcadores analisados (p > 0,05).
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Tabela 5 Concentracdo dos principais biomarcadores da urina dos grupos CT e DM
& HAS ensaiados por espectrofotometria. Valor de referéncia (VR) de Wu (2006) — Sl
convertido (mmol/L)

Biomarcadores Valor de Controle Controle DM & HAS DM & HAS
Urinéarios Referéncia
(mmol/L) Concentracédo NUmero Concentracdo  Quantidade
Média (+DP) total de Média (+DP) total de
amostras / amostras /
(+SD mmol/L) NUmero (+#SD mmol/L) N° de
de amostras
amostras acima do
fora do VR VR
Ureia 51.6 - 549 271 + 89 20/0 249 + 68 20/0
mmol/L (H) mmol/L mmol/L
46.9 - 580
mmol/L (M)
Creatinina 2.12-34.6 125+5.5 20/0 9.3+4.0 20/0
mmol/L (H) mmol/L mmol/L
1.4-28.9
mmol/L (M)
Glicose <0.83 0.23+0.04 20/0 17.3 +38.7 20/5
mmol/L mmol/L mmol/L
Fosfato 1.6-61 23.4+14.1 20/0 17.2+9.9 20/0
mmol/L (H)
2.3-48
mmol/L (M)
Proteina total 1-15 mg/dL 14.7+5.5 20/9 156+7.2 20/7
mg/dL mg/dL

H: homem M: mulher

A Figura 3 mostra os espectros Raman médios dos grupos CT e DM & HAS na

faixa espectral de 400-1800 cm, bem como o espectro de diferenca (DM & HAS —

CT).

Os espectros sao predominantemente dominados por

picos Raman

correspondentes a ureia, creatinina, glicose (particularmente para o grupo DM & HAS),

fosfato e proteinas (também para o grupo DM & HAS). Os picos Raman de ureia

estavam em 516 (sobreposicdo com glicose), 587, 1002 e 1157 cm; a creatinina

estava em 678, 846 e 910 cm™ (sobreposicdo com glicose); o fosfato estava em 880,
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979 e 1080 cm™, a glicose estava em 446, 516 (sobreposicdo com ureia), 910
(sobreposicdo com creatinina), 1080 (sobreposicdo com fosfato) e 1127 cm™; e as
proteinas estavam na regido entre 1250-1700 cm™. A sobreposicdo de algumas
bandas Raman (por exemplo, o pico de 516 cm) ocorre devido as semelhancas nas
vibracGes de energia da ligacdo simples de carbono em tais compostos organicos,
particularmente os modos C-C, C-N e C-O (Dobrando C-C-O para glicose (Soderholm
et al.,, 1999) e N-C-N e N-C-O dobrando para ureia (Frost et al., 2000). A principal
diferenca entre os dois grupos foi a presenca de picos de glicose (446, 516, 1080 e
1127 cm). Esses picos Raman foram descritos anteriormente (Bispo et al.,2013;
Saatkamp et al., 2016; Soderholm et al., 1999; Zhu et al., 2020)
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Figura 3 Espectros Raman médios dos grupos CT e DM & HAS e espectro de
diferenca (DM & HAS — CT). As atribui¢cdes dos principais picos foram detalhadas no
texto. Os espectros foram deslocados para maior clareza. GLI: glicose; URE: ureia;
CRE: creatinina; FOS: fosfato; PRO: proteina total.

A analise exploratéria usando PCA foi usada para revelar diferencas nas
caracteristicas Raman dos grupos CT e DM & HAS. Altas variacdes espectrais foram
encontradas nos primeiros seis componentes principais (> 98% da variancia
espectral), entdo as seis variaveis dos componentes principais (PCs e Escores foram

plotadas (Figura 4).

O Escore 1 mostrou as caracteristicas espectrais gerais dos compostos

encontrados na urina: creatinina (678 cm), fosfato (979 cm) e ureia (1002 e 1157
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cm?l), PC 1 mostrou que ndo ha diferenca estatistica significativa entre os grupos (p >
0,05).

O Escore 2 apresentou tracos espectrais caracteristicos positivos e negativos,
sendo os positivos atribuidos ao fosfato (979 cm) e ureia (1003 cm™?) e os negativos
atribuidos a glicose (516, 850, 908, 1061, 1125, 1360, e 1459 cm™1), o PC 2 mostrou
gue ndo ha diferenca estatistica significativa entre os grupos (p > 0,05), apesar da
presenca de caracteristicas glicémicas mais elevadas no grupo DM & HAS (PC 2
negativo e caracteristicas glicémicas negativas no escore 2), sugerindo que alguns

individuos podem néo ter um controle de glicose adequado.

O Escore 3 mostrou caracteristicas espectrais negativas atribuidas a glicose
(515, 1062, 1123 1371 e 1463 cm™) e ureia (1004 cm?), PC 3 mostrou que ha
diferenca estatistica significativa entre os grupos (p < 0,05), onde o grupo CT estava
com menores quantidades de glicose e ureia (visto pelos valores positivos de PC 3 e
caracteristicas negativas do escore 3), sendo a glicosuria uma caracteristica clinica

esperada em individuos do grupo DM & HAS sem o devido controle.

O Escore 4 evidenciou caracteristicas espectrais negativas atribuidas a
proteinas (caracteristicas sugeridas de albumina) em 853, 895, 943, 1000, 1342, 1449
e 1659 cm? (Giansante et al.,, 2022). O PC 4 apresentou diferenca estatistica
significante entre os grupos (p < 0,05), com menor intensidade para o grupo DM &
HAS (caracteristicas proteicas negativas e PC 4 positivo); isso pode sugerir proteinUria

em alguns individuos.

O Escore 5 mostrou caracteristicas espectrais positivas de proteinas (622, 941,
1000 e 1443 cm), e caracteristicas negativas de proteinas (788, 868, 888, 1370,
1408, 1428 e 1635 cm™), O PC 5 mostrou uma diferenca significativa entre os grupos
(p < 0,05), e as caracteristicas negativas que aparecem no grupo DM & HAS (PC 5

negativo) sugerem que a proteindria esta ocorrendo neste grupo.

O Escore 6 mostrou caracteristicas espectrais positivas de
proteinas/aminoacidos (489, 630, 678, 791, 843, 943, 983, 1060, 1136, 1216, 1364,
1390, 1419 e 1606 cm™?) e caracteristicas negativas atribuidas a amino acidos (1006
cm™), O PC 6 ndo apresentou diferenca estatistica significante entre os grupos (p >

0,05); a presenca de caracteristicas de proteinas e aminoacidos no escore 6 sem
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diferenca significativa entre 0s grupos sugere uma composicdo complexa da urina

independentemente do grupo.
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Figura 4 Grafico das primeiras seis variaveis componentes principais (escores e PCs)
extraidas do conjunto de dados Raman. As atribuicdes bioquimicas observadas nos
escores foram baseadas nas posicfes das bandas Raman comparadas com a
literatura. PC3, PC4 e PC5 apresentaram diferencas estatistica significativa entre os
grupos (teste t, p < 0,05%).
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Para estimar as concentracfes de compostos bioquimicos na urina, foram
utilizados modelos de regressao espectral baseados em PLS, onde as informacdes
espectrais do sinal Raman foram a variavel independente (dados x), e as
concentracoes determinadas por analise bioguimica convencional
(espectrofotometria) foram as variaveis dependentes (dados y) e consideraram a
concentracao real. A validagado cruzada “leave-one-out” foi usada para prever as
concentracfes de uma amostra deixada de fora usando um certo nimero de variaveis
latentes (VLs) que apresentaram o maior coeficiente de correlagdo (r). A Figura 5
apresenta as correlagbes entre as concentragdes reais e estimadas dos diferentes
biomarcadores. Os dados revelaram que a creatinina e a glicose foram os
biomarcadores que apresentaram o melhor r entre as duas técnicas analisadas (r =
0,68 e r = 0,98, respectivamente), ambos com 8 VLs, e RMSEcv = 3,6 e 5,1 mmol/L,

respectivamente.
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Figura 5 Correlacdo entre as concentracdes estimadas dos biomarcadores uréia,
creatinina, glicose, fosfato e proteina total na urina determinada usando modelos
espectrais baseados em regressédo PLS com validagéo cruzada leave-one-out versus
as concentracdes determinadas pela espectrofotometria.

A Tabela 6 apresenta os resultados do modelo de discriminacédo baseado em
LDA para classificar os sujeitos nos grupos CT e DM & HAS utilizando as
concentracdes de creatinina, ureia, glicose, fosfato e proteina total obtidas por anélise
espectrofotométrica. Além disso, é apresentada a classificacdo LDA utilizando os
valores de concentracdo previstos pelo PLS, e a classificacdo PLS-DA baseada no
conjunto de dados do espectro Raman considerando 7 LVs, onde todas as
informacgdes espectrais sao consideradas. A maior precisdo de 81,5% foi obtida pelo
modelo PLS-DA usando todo o conjunto de dados do espectro Raman, com
sensibilidade de 81,5% e especificidade de 81,4%, superando a precisado de 60,0%

do LDA usando as concentracdes do espectrofotométrico analise (padrao ouro).
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Tabela 6 Resultados da classificagdo em grupos CT e DM & HAS utilizando o PLS-
DA aplicado as concentracbes dos biomarcadores obtidos por andlise
espectrofotométrica. A classificacdo usando espectros Raman foi realizada de duas
maneiras diferentes com base nos valores de concentracdo dos biomarcadores
previstos pelo PLS, e andlise de todo o espectro Raman, considerando todas as
informacg0des espectrais

Classificacéo de acordo com 0s Classificacdo usando andlise espectrofotométrica

critérios clinicos Controle DM & HAS
Controle (n = 20) 13 7
DM & HAS (n = 20) 9 11
Sensibilidade 55.0%
Especificidadde 65.0%
Preciséo 60.0%

Classificac&o de acordo com os
critérios clinicos

Classificagcdo usando espectros Raman (com base nos
valores de concentracéo previstos pelo PLS)

Controle DM & HAS
Controle (n = 113) 85 28
DM & HAS (n =119) 42 77
Sensibilidade 64.7%
Especificidadde 75.2%
Precisdo 69.8%

Classificac&o de acordo com os
critérios clinicos

Classificagcédo usando espectros Raman [com base na
andlise do espectro completo (considerando todas as
informacdes espectrais) por PLS (7 LVS)]

Controle DM & HAS
Controle (n = 113) 91 22
DM & HAS (n =119) 22 97
Sensibilidade 81.5%
Especificidadde 81.4%
Precisao 81.5%
5. DISCUSSAO

A populacéo do estudo compreendeu individuos com diabetes e hipertensao e um
grupo de pacientes saudaveis do municipio de Santarém — Para (Brasil). Amostras de
urina foram analisadas por espectroscopia Raman. As concentracdes de elementos
bioquimicos na urina (glicose, ureia, creatinina, fosfato e proteina total), foram
previstas usando modelos de regressao multivariada por analise de componente
principal (PCA) e PLS, aplicadas aos espectros raman e entdo comparadas as
concentracbes determinadas utilizando-se da metodologia espectrofotométrica

padrao, objetivando determinar o desempenho analitico da ER.
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No que se refere, a avaliacdo da concentracdo dos biomarcadores analisados
em relacdo aos dois grupos, ficou evidenciado que, o0s dois grupos apresentaram
ureia, creatinina e fosfato dentro dos valores de referéncia, o que era previsivel, uma
vez que a intencao do estudo foi de categorizar 0s pacientes participantes da pesquisa
de acordo com o seu grupo e classificacao clinica proposta. Com relacao a glicose, o
grupo CT apresentou concentracdo dentro dos valores de referéncia, contudo, 25%
dos voluntarios do grupo DM & HAS apresentaram niveis de glicose na urina acima
do recomendado. Uma condicdo que pode justificar essa alteracdo de glicose de
alguns individuos seria a falta de uma terapéutica medicamentosa correta, ou seja,
alguns pacientes poderiam néo estar fazendo o uso corretamente de suas medicacfes
em suas rotinas diarias.

A hiperglicemia crbnica esta associada a um risco significativamente maior de
desenvolver complicacbes micro e macrovasculares relacionadas ao diabetes. A
deteccdo precoce de diabetes por meio de triagem aumenta a probabilidade de
identificacdo de individuos assintomaticos e oferece tratamento adequado para
reduzir o diabetes e suas complicacdes (Herman et al., 2015). Com relacdo a proteina
total, 45% dos voluntarios do grupo CT apresentaram concentracdo acima do valor de
referéncia, enquanto que, no grupo DM & HAS, 35% dos voluntarios apresentaram
niveis de proteinas acima do recomendado na urina. Individuos com alta concentracao
proteica na urina pode estar relacionada a varios tipos de doencas renais,
relacionados a proteindria, e recentemente a ER ja& vem sendo discutida nesse
contexto especifico (Aitekenov et al., 2021).

E importante frisar que o recrutamento dos voluntarios foi criteriosa nos dois
grupos. No grupo CT, embora os voluntarios apresentassem proteindria, a taxa de
filtragcdo glomerular manteve-se dentro da faixa de normalidade (critério de incluséo),
indicando assim que os individuos ndo apresentavam leséo renal. Este fato pode ter
ocorrido porque os individuos sadios podem apresentar aumento da proteinuria apés
exercicio fisico, e no caso destes voluntarios do CT estes ndo serem sedentarios. A
proteinuria pos-exercicio € comumente observada apds o exercicio fisico (Shepard,
2016).

E relevante ressaltar que, conforme a instru¢do técnica do fabricante do kit
proteico utilizado, alguns compostos podem interferir na analise, como fosfato
inorganico, célcio, magnésio, creatinina, glicose e ureia e produzem interferéncia

positivas inferiores a 5%, enquanto que o acido urico, citrato de sédio, oxalato de sodio
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e ascorbato produzem interferéncias negativas inferiores a 5%. De acordo com dados
da Federacao Internacional de Diabetes, a prevaléncia global de diabetes mellitus em
adultos foi estimada em 8,8% em 2015 e prevé-se que aumente para 10,4% até 2040.

O diabetes mellitus pode levar a véarias complicacdes de saude, incluindo
doencas cardiovasculares, disfuncdo renal, amputacdo e problemas de visao
(Ogurtsova et al., 2017). Portanto, a prevencao primaria do diabetes mellitus é
extremamente importante para reduzir a carga populacional do DM e suas graves
consequéncias.

A HAS é um fator de risco modificavel importante e bem estabelecido para
doencas cardiovasculares, doenca arterial periférica e doencas renais (Petrie et al.,
2018). Embora a HAS seja comum em pacientes com DM tipo 2, seu papel no
desenvolvimento do DM € incerto. Varios estudos longitudinais mostraram que
individuos com HAS ou mesmo pré-HAS tinham um risco maior de desenvolver DM
do que individuos normotensos (Qin et al., 2012).

Saatkamp et al. (2016), desenvolveu um método para detectar as
concentracbes de ureia e creatinina na urina de jato médio (tipo 1) de individuos
saudavéis e aplicando este método para quantificar esses metabdlitos em pacientes
com e sem leséo renal por DM e HAS. Os resultados mostraram valores de coeficiente
de correlacdo de r = 0,881 er = 0,773, e erros de predicdo RMSE = 382 mg/dL ( 21,2
mmol/mL) e RMSE = 51,2 mg/dL (2,8 mmol/L) para concentra¢des bioquimicas versus
intensidades de pico de ureia e creatinina em 1006 cm e creatinina em 681 cm™ nos
espectros Raman, respectivamente.

McMurdy & Berger (2003) relataram o primeiro uso da espectroscopia Raman
para medir as concentracdes de creatinina em amostras de urina sem alteracdes, de
uma populacdo de pacientes saudaveis, com um erro de validacdo cruzada de 4,9
mg/dL (0,3 mmol/mL) em comparagdo com o erro do método quimico de 1,1 mg/dL
(0,2 mmol/L). Em nosso estudo, mais precisamente no biomarcador creatinina, o valor
de r foi de =0,68 e RMSEcv de 3,6 mmol/mL, respectivamente.

Recentemente, Carswell, Robertson e Senger (2022) realizaram um estudo
preliminar de urina fresca misturada com sangue total e avaliada por espectroscopia
Raman e quimiométrica (PCA e PLS); as quantidades de macro e microhematuria) No
referido estudo foi feito a correlagéo de sangue adicionado na urina, apresentando um
resultado de correlacdo, que compreende o valor de 0,91 para o nivel de hematuria

(0-20% v/v) usando PLS. A precisdo da previsao para detectar microhematuria (0-1%
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v/v) foi de 91% usando PCA. Uma hipdtese seria que a ER poderia ser uma opc¢éao
viavel de substituicdo dos métodos tradicionais, podendo ser utilizada nesta etapa
como triagem (screening), com a vantagem de que a andlise quantitativa das duas
varidveis pode ser obtida em uma Unica medida, reduzindo o tempo de realizacdo do
exame. Tal beneficio direcionaria pacientes com resultados alterados a procurar
exames mais especificos e com menor erro, além das vantagens oferecidas pela ER,
como eficacia e agilidade na liberacdo dos resultados, e se a terapéutica clinica
adotada esta tendo o efeito esperado.

E importante salientar que na pratica, a avaliacdo bioquimica dos
biomarcadores por espectrofotometria é realizada de forma individual, em medidas
distintas, utilizando kits reagentes para cada analise, sendo que o0 principio da
metodologia varia de acordo com o kit empregado. J& no caso da analise por meio de
ER, que em uma Unica analise é possivel quantificar e identificar diversos
componentes da urina. Inclusive, recente trabalho de Hu et al; (2021), evidenciaram
gue os biomarcadores podem ser detectados de forma eficiente pela espectroscopia
Raman se realizada a leitura amostral da urina em ambas as porcoes.

Conforme o guia de instrucédo do espectrofotdmetro analitico utilizado, alguns
interferentes podem interferir na analise bioquimica, de acordo com cada
especificidade. As substancias interferentes (hemoglobina, bilirrubina conjugada,
bilirrubina ndo conjugada e lipemia) foram testadas de acordo com a diretriz EP07-A2
(CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005), utilizando-se também das
guias especificas de ensaio do fabricante dos kits (Atellica-Referéncia: ECre_215, IP,
GluH_3 e UN_c), sendo concebido para ter < 10% de interferéncia pelos interferentes
citados.

Bispo et al. (2013) identificaram potenciais biomarcadores na urina de
pacientes diabéticos e hipertensos relacionados a doenca renal a partir da analaise
destes analitos por Espectroscopia Raman. A analise discriminante quadratica (QDA)
revelou caracteristicas espectrais da uréia, creatinina e glicose nos espectros da urina.
Observou-se reducéo nas concentracdes de uréia e creatinina com a progressao da
doenca renal, enquanto a urina e a glicose aumentaram com a piora do progndstico
guando comparados ao grupo controle. O modelo QDA apresentou uma taxa de
classificacao geral de 70%. Assim, a espectroscopia Raman associada a PCA e QDA

mostrou-se uma ferramenta valiosa para diagnosticar doencas renais e identificar
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biomarcadores na urina humana e classificar amostras de urina de acordo com o

estado da doenca.

No presente estudo, foi realizada a discriminacdo dos espectros em grupos CT
e DM & HAS utilizando o espectro Raman completo, considerando todas as
informacdes espectrais, e a acuracia da espectroscopia Raman foi de 81,5%. Em um
futuro préximo, um método baseado na espectroscopia Raman para quantificar os
componentes da urina pode se tornar uma alternativa aos meétodos existentes de
urinalise ou até mesmo substitui-los. Os resultados sugerem que a espectroscopia
Raman pode ser uma técnica de escolha para o0 acompanhamento de pacientes que
podem desenvolver complicacdes decorrentes do DM & HAS. Os pacientes incluidos
no presente estudo nao apresentaram complicacdes decorrentes dessas duas
doencas, na maioria das vezes sdo assintomaticos e, portanto, procuram atendimento
meédico ou aderem ao tratamento quando ja apresentam lesdes nos 6rgaos-alvo. Esse
grupo esta no limite entre normal e anormal, onde o acompanhamento clinico com
diagndstico sensivel é essencial para reduzir a progressao e danos em 6rgaos como
o rim e o sistema circulatorio. Ressalta-se que a discrimina¢cdo com os biomarcadores
comumente utilizados em analises bioquimicas convencionais apresentou acuracia de
apenas 60%, indicando a necessidade de novos métodos analiticos serem estudados
e inseridos na pratica médica. Dessa forma, a classificacdo clinica e laboratorial

divergente sera minimizada, para garantir a terapia mais adequada para cada caso.

A espectroscopia Raman pode ser uma opc¢dao viavel para substituir os métodos
tradicionais no monitoramento de pacientes que podem desenvolver complicacdes
decorrentes de DM & HAS, com a vantagem de que a andlise quantitativa das cinco
variaveis pode ser obtida a partir de uma Unica amostra, reduzindo assim o tempo do
exame. Esse beneficio incentivaria os pacientes com resultados alterados detectados
em um ensaio Raman a procurar exames mais especificos com menores taxas de

erro.
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6. CONCLUSAO

A andlise exploratoria por PCA aplicada aos espectros Raman da urina de
controles (CT) comparados a individuos diabéticos e hipertensos (DM & HAS) mostrou
que houve diferencas qualitativas na composicdo bioquimica da urina, picos

relacionados a glicose e proteina total.

O modelo de regressdao PLS foi capaz de estimar a concentracdo dos
biomarcadores ureia, creatinina, glicose, fosfato e proteina total; creatinina e glicose
foram os biomarcadores que apresentaram o melhor coeficiente de correlagéo (r)
entre as duas técnicas analisadas (r = 0,68 e r = 0,98, respectivamente), ambas com
8 LVs e RMSecv = 3,6 e 5,1 mmol/L (41 e 92 mg /dL), respectivamente.

A analise discriminante por PLS-DA utilizando todo o conjunto de dados de
espectros foi capaz de diferenciar as amostras dos grupos em estudo, com uma
acuracia (81,5%) maior em relacdo ao modelo LDA (60,0%) onde os valores de

concentracdo da analise espectrométrica foram usados.

A partir desta pesquisa, estudos futuros sdo necessarios, buscando analisar outros
biomarcadores, que podem acarretar em complicacdes clinicas decorrentes de DM &
HAS e que séo capazes de levar ao desenvolvimento de doenca renal em pacientes
sem sinais clinicos de complicacfes para padronizar a técnica raman. Neste sentido,
os resultados obtidos no presente estudo demonstraram o potencial promissor da ER

para ser empregada como técnica Optica diagndstica aplicada em urindlise.
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controde. A proposts deshe eshado, & Qus sk Monica pods S hymar ures ferrarments Importante na analse
de biomarcadores de funplo renal de

paclenies com predisposicio a0 acometimento renal.
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EBsirmre: WimDdimca CEP: i sgermm
uF: 5P Menicipla:  SAD PALLD
Talsfora: () [EEr-5 Faax= (1 TE4T-IID E-mall: cior-ssidmranb b
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Objetivo da Pacoulea:

tjeivn Prirdrioc

= Commelacionar o perfl da Clsiafina S & oulnos Blomarcadores de dano renal na wina &= plrsma de paciente=s
Renals Crdnioos, Hiperfensos &

Dabetoos por Especirsscopla Raman.

Chjeivo Secunddiria:

= Comparar a Clstatina © & oufros biomaroadores de funglc renal no plasma por Especroscopia Raman &
Bloguimioos Compasrar o Especiro

Faman da Albumira na urina e outros biomarcadores. de funclo renal

Avallagdn dot Ricoos & Bansflolos:

RiECos:

= Com o intulo de= minimizar os riscos os paricipantes serdo informades sobre o procedmenio gue s=rA
realizsds, sEndo que todas as ddvidas serko

esclarecidys, Inclindo & apresentygio do TCLE. Os volantanos, por guakgueer molivo, poderfic desisar de
parbcdparem do =shedo, sem

constangimento. s Os principals fsoos assoclados a0 projeio estlo com relapio a coleta de sangue & wrina.
Mo Cxso da coleia de sangue, serd

realzads por w profssional reirmsdc, poaderndo DOTer dor, hemaloma & descoomforh. Comi mﬂﬂnau’rﬂ.
oo o pEEckenie I realizar a ooleta,

=t ] rammrtumhal;iu microbiana 4o fasco, ocnde 3 urina I/ sar aondiconada.

Beneficios:

= Os participanbes da pesquisa terSo mals informagpbes e ofentagbes com refacio a paioiogla & o
Eratarmento;* A possibliidade de fufuramente a ER

sier empregada ma andlise de blomancasdorss de Tur-i;&u renal de paclent=s com pﬂadl:.p-u:ll;iu- &0
acomefimento renal.

Comentarios & Conclderagdes cobre a Fecquica:

E um projeto com condigbes de realzaglc, clyamends definido em bermos metodoldgicos = logisticos,
caracierizandcs exequibilidade na progsssta.

Concldera-ien Cobiny oo THrMmos O8 3precsntigbo obrigadora:

Estlo adequados = contermpiam as exigénclas da resclugio 4862,

[Rg D eanidag s

‘Eem recomendaqies,

Ercdarsgs  Fus Caes do Sdor, 24 - 7 medier - Unidess S

Baimre: Wim Ddmces CEP.  Cal e W

ur: 5P Maniciple:  ZAD PALLD

Telsfona (1) jELrowTE Fax- (1727 Emall:  choresiSmrer b by

]
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Conclucles cu Pendérclas & Lick de Inadaguagbac:

Sem pendéndas.

Conchderaiet Finalke & oritéro do CEP:

1. Apresenbar relsideio parcial da pesquisa, ssmestalmenis, & conbar o nico da mesrmo

Z. Apreseniar relatorio final da pesquisa aid 30 dias apds o Ermning da mes .

3. O CER VAR deverd ser inforrmaedo de indos oo edslios adeersos ou faios relevanies que absre=m o0 curso
mormal do estuda.

4. Qualsquer ducume-nt.:;ﬁzs encaminhadas ac CEP UAKM deverfo coster Jumio umia Carta de
Encaminhamenbs, &m que conste o objetivo = |usiificatva do que esieja sendo apresentado.

£ Caso A pesgulsy SEla suspsnsa ou sncsrmada anbes do previsho, o CEF UAKM deverd ser comuon oo,
eshamdo o5 modvos expressos no relabiric final a s=r apresenbdo.

&0 TCLE deverd ser pbfdo em dusas viss, uma ficard com o pesquisador = a oulra com o suje=lo de=
=125 [TIESH

7. Em conformidades com a Carta Circular n?. DDA CONERPICHS, far-se chrigaidrio a rubrica =m odas
=3 pdginas do TCLE pelo sujeito de pesquisa ou seu responsave] & pelo pesquisador.

Ects parsosr fol slabsrado Bacssdo noc dooumanbos abalxo relaclonsdos:

Tipo Dooamenio Auropaie Fostagem Aubor Situacho
I'r'n:vnTn-gn!-E: Edsicas F‘E_IHF{IH.MHJ;CEG_E.-‘.BPE.*.G_DG_F OS/Ma2018 Arefin
do Frojeto: FEOJETS 1055157, pdl 1310826
~olha de Rcesio folhaDeRosio pd? CSME2018 | Adriana Eaminha Arefin

1311230 Semandes Moreth

Frojetn De@lhads ! | Frojein_Cetalhado ooy OS/D&2018 | Adriana Baminha Areiin
Brochura 1Z:25:38 Femandes Moret
Declmgde Declaracac_da_irstiulcso_infrassiutur | 0S/DST018 | Adriana BEaminha Arein
Irestiuiclo & apatt 12:48:56 | Femandes Morett
TCLE ! Terrmos de TCLE .doox O/D&e2018 | Adriana Baminha Arefin
Assentmenio iE:20:55 —Emandes Moret
Jusificatva de
| AusEncia

2 Huagdo dio Parsosr:
Ao

Haosccita Apreoiagdo da CONEFR:

Enclarego:  Fus Cass do Sfor, 288 - ™ mrcier - Linidecls S

Bairz: YimdmcE CEP:  cak S4E-IAm
uF: sp Benicipie:  SAD PAULD
Talsfona: ] [2EEr-5Y Fax (1 TE4-TTS E-mal: cior-ssgmTsribE b
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

UNIVERSIDADE ANHEMBI MORUMBI
Doutorado em Engenharia Biomédica

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do Projeto
de Pesquisa intitulado: Correlacao de Cistatina C e outros biomarcadores de dano
renal em pacientes diabéticos e hipertensos através da Espectroscopia Raman.
A proposta deste estudo é fazer a correlacdo de Cistatina C e outros Biomarcadores
de dano renal na urina e plasma de pacientes Renais Cronicos, Hipertensos e
Diabéticos por Espectroscopia Raman

Ressaltamos que sua participacdo é voluntéria, portanto vocé nao recebera
pagamento e nem tera despesas com essa pesquisa. Os resultados obtidos poderéo
contribuir para que trabalhos que envolvam o material bioldgico (urina/sangue) seja
mais uma evidéncia comprovada para avaliacao de funcédo de dano renal, utilizando-

se a técnica de Espectroscopia Raman.

As informacg0es obtidas serédo utilizadas somente para a presente pesquisa. Em
nenhum momento sua identidade sera revelada inclusive quando forem publicados os
resultados desta pesquisa, conforme disposto na Resolucdo 466/2012 - CNS,
assegurando dessa forma a confidencialidade, sigilo e 0 anonimato das participantes
do estudo. As informacdes fornecidas pelo senhor (a) permanecerdo arquivadas por
um periodo de 10 anos, e apés esse tempo serdo destruidas.

O motivo que nos levou a estudar esta problematica foi em virtude dos
crescentes casos de pacientes diabéticos e hipertensos evoluirem para doenca renal
cronica e que hoje se torna um problema grave de saude publica, na qual sédo gasto
milhdes em tratamento com hemodialise, faz se necessaria a investigacdo dos
pacientes com alto risco de acometimento da doenca renal crénica. Este estudo sera

uma extenséo da dissertacdo de mestrado que analisou os biomarcadores renais na
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urina de pacientes diabéticos, hipertensos e renais cronicos por espectroscopia
raman, onde, foi possivel concluir que esta técnica, € um instrumento favoravel na
identificag8o desses potenciais biomarcadores, evidenciado principalmente moléculas
de glicose, ureia e creatinina. Para a Tese de Doutoramento pretende-se estudar os
mesmos grupos de pacientes, acrescentando os pacientes saudaveis, porém
correlacionando com outros biomarcadores de funcéo renal (Cistatina C, Fosfato e

Albumina)

O risco da pesquisa esta relacionado com as informacdes pessoais dos
participantes serem divulgadas, que sera minimizado com a explicacdo dos objetivos
da pesquisa e apresentacdo do TCLE; Risco dos participantes ficarem constrangidos
durante a coleta e desistirem da pesquisa, que serd minimizado, porque antes da
coleta sera relatada a importancia do estudo; Perda da privacidade; Quebra do
anonimato; Risco de o participante evoluir a 6bito durante a pesquisa; Risco de doer,
hematoma e desconforto no ato da coleta de sangue.

Com relacdo aos beneficios, a espectroscopia Raman € uma técnica muito
sensivel e que futuramente podera ser utilizada como diagnéstico diferencial para
pacientes hipertensos e diabéticos, com o intuido de definir novos marcadores para
estas patologias; Os participantes da pesquisa terdo mais informacdes sobre a
patologia, tratamento e risco para o desenvolvimento da insuficiéncia renal; Os
participantes poderao ter duvidas esclarecidas; Os pesquisadores terdo conhecimento
mais aprofundado sobre a doenca e terapéutica, assim como sera uma nova fonte de

pesquisa através de diagndéstico optico.

A Senhora (0), poderd retirar o seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu atendimento na Instituicao.
Informamos que vocé tem direito a uma indenizacdo segundo as leis vigentes caso
vocé se sinta prejudicada pelo estudo. Em caso de duvida deve-se entrar em contato
com os pesquisadores: nos telefones: ou através do E-mail: ou com o orientador da
pesquisa: Adriana Barrinha Fernandes Moretti, no telefone: (11) 97699-6918, ou
através do E-mail: fernandesabm@gmail.com / pesquisadores: Elzo Everton de
Sousa Vieira, no telefone: (93) 99170-0552, ou através do Email:

elzoeverton@yahoo.com.br e Jeyse Aliana Martins Bispo, no telefone: (93) 99149-

5356, ou através do email: jeysebispo@gmail.com


mailto:elzoeverton@yahoo.com.br
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. Em caso de duvida sobre a ética aplicada a pesquisa, vocé podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Anhembi Morumbi,

endereco: E-mail: cep@anhmebi.br

ApOs receber os esclarecimentos se vocé aceitar fazer parte do estudo, este
documento devera ser assinado em duas vias e se conter mais de uma pagina todas
as paginas deverao ser rubricadas por todos os participantes do estudo, sendo que a
primeira via ficara com o Pesquisador responséavel e a segunda via ficara sob sua

responsabilidade para quaisquer fins.

DECLARACAO do participante: Eu ,
declaro que compreendi as informagdes do que li ou que me foram explicadas sobre

o trabalho em questédo. Discuti com os pesquisadores Elzo Everton de Sousa Vieira e
Jeyse Aliana Martins Bispo, sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta
de despesas e que tenho garantia de assisténcia integral e gratuita por danos diretos
e indiretos, imediatos ou tardios quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
sem a necessidade de justificar os motivos de minha desisténcia antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa

ter adquirido, ou no meu atendimento neste servico.

SANTAREM/PA, . de de

Assinatura do Participante

Assinatura do responsavel pelo estudo


mailto:cep@anhmebi.br
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DECLARACAO DO PESQUISADOR PRINCIPAL Eu
abaixo assinado, declaro que forneci todas as informacdes sobre o trabalho em
guestdo. Sanei todas as duvidas do participante sobre a pesquisa informei inclusive
sobre os riscos e beneficios de sua participagdo. Deixei claro quais séo 0s propositos
do estudo, os procedimentos a serem realizados.

Pesquisador principal
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APENDICE B - FICHA DE ATENDIMENTO CLINICO - ANAMNESE

Identificacao

Nacionalidade :

Nome completo: Escolaridade:

Data de Nascimento: Género:

Fone Res: Comercial: Celular:

Etnia: ( )branco ( )negro ( )oriental ( )indio ( )pardo ( )
Outra

Descendéncia:

( ) afro-descendente ( ) hispano-descendente ( ) descendéncia
oriental

Pais-Consangtinidade: Sim( ) Nao( ) Grau de parentesco:

Diabetes Mellitos: Sim( ) Nao( )/ Pai( ) Mae( ) AvOos( )

Outro parente de 1° grau ( ). Qual(is)?

Descoberta com qual idade?
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Epilepsia:(  )Sim ( )N&o Pai( ) Mae( ) AvOos( )

Descoberta com qual idade?

Antecedentes Pessoais

Diabetes Melito (DM) S() N( ) Desde qual idade?

Acido drico S( ) N( ) Desde qual idade?

Renal Crénico S( ) N( ) Desde qual idade?

HIV S( ) N( )

Antecedentes cirargicos ? S( ) N( ) Quais ?

Faz algum tratamento médico ? S( ) N( ) Qual ?

Faz algum tipo de dieta? Qual?
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Funcionamento intestinal diario? () Sim () Nao / Quantas vezes por
dia?

Se néo, qual a frequéncia?

Pratica algum esporte? Qual?

Quantas vezes por semana? Durante quanto
tempo?
Consumo de café: Sim( ) Nao( ) Se sim: copos/dia

Consumo de chocolate: Sim( ) Nao( ) Qual aquantidade e freqiiéncia?

Ingere quantos copos de liquido por dia? Preferencialmente
ingere:

Agua ( ) /Suco ( ) Qual? Refrigerante () Qual? ( )
Cha

Possui varizes ? Grau:

Fumante:( ) Sim ( ) N&o Se sim, quantos cigarros por dia?

Consome bebida alcoolica:( ) Sim ( ) Nao Se sim, com qual frequéncia?
Para sexo feminino:

Data da ultima menstruagao:

E gestante? Filhos? Quantos?

Por quantos dias menstrua?

Qual o intervalo mensal em dias?

Usa algum medicamento?( ) Sim ( ) Nao Qual ?

Por quanto tempo?

Qual a Indicacao?

Exames Laboratoriais de Func¢ao Renal?
( )Sim () Nao Qual?




Resultados:
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