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1. INTRODUCAO

A doencas renais cronicas (DRC) consiste na lesdo renal e perda progressiva e irreversivel da capacidade
dos rins filtrarem residuos metabdlicos do sangue. Atualmente a faléncia de fungéo renal é considerada um problema
de saude publica mundial com taxas crescentes de acometimento da populacdo e, segundo a Sociedade Brasileira
de Nefrologia (SBN), no Brasil a mais de 140 mil pacientes com DRC em estagio avancado. Esta prevaléncia do
aumento nos casos de pacientes com DRC é decorrente da baixa eficiéncia no diagndstico da doenca, uma vez que
sua manifestacdo clinica ocorre predominantemente com mais de 50% a 75% da funcéo renal comprometida. Desta
forma, o desenvolvimento de um diagndstico precoce, eficiente e ndo invasivo se tornou pertinente e de extrema
importéncia, sendo a busca por novos biomarcadores de DRC um dos principais alvos de pesquisa.

Neste contexto, a espectroscopia Raman intensificada por superficie (do inglés Surface Enhanced Raman
Spectroscopy - SERS) surge como uma alternativa interessante para detec¢do de biomarcadores devido a sua alta
sensibilidade e rica informagdo quimica. SERS é uma técnica analitica que possibilita o ampliamento do sinal
Raman no espalhamento inelastico através da interacdo eletromagnética e molecular de um analito sobre uma
superficie metélica nanoestruturada e rugosa. Assim, 0 SERS se torna uma ferramenta altamente sensivel para a
deteccdo, quantificacdo e identificacdo de pequenas quantidades de moléculas. Diante deste fato, este estudo visa a
andlise de espectros SERS na identificacdo e deteccdo de biomarcadores em fluidos biol6gicos, como a urina,
utilizando um equipamento Raman portatil para demonstrar a capacidade de realizar medicGes in-situ e futuramente
permitir um diagndstico precoce de doengas renais cronicas.

2. METODOLOGIA

2.1. ANALISE DA URINA SINTETICA

Inicialmente foram retirados espectros Raman do &cido Urico, creatinina e ureia, compostos organicos
presentes na urina sintética, com a condicdo experimental de 1 exposi¢do com 10 segundos de acumulagéo e 100%
da capacidade do lazer a partir de um espectrdbmetro Raman portatil modelo BWS465-785S iRaman Plus (B&W
Tek) com resolucdo de 4,8 cm™, equipado a um laser na regido do infravermelho com deteccdo de 785 nm,
equivalente a 400 mW.

Ap0s este procedimento, foram preparadas amostras de 2 mL dos compostos organicos correspondentes a
composicdo quimica da urina sintética, apresentados da Tabela 1, em meio acido (com a adi¢do 10uL de 1,1 mol/L
HCI), basico (com a adi¢do 10uL de 1 mol/L NaOH) e neutro para serem depositados sobre papel com padrao de
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impresséo de circulos de 3 mm de didmetro recoberto por nanoparticulas de ouro com ~51,5 nm e ~1,9x10%!
NPs/mL. Disto, espectros SERS foram retirados com condicdo experimental de 4 exposi¢des com 50 segundos de
acumulacdo e 10% da capacidade do lazer a partir do mesmo espectrometro Raman portatil utilizado no
procedimento anterior.

Composicdo quimica da urina sintética
Composicio Concentracio Concentacio média (g/L) Diluicao T Branarariode & m;ﬂuigio I
Ureia 225 g/'14L 16,0714 0,0322 gem 2 mL de agua %
Acido Urico |<0,750 g/14L |0, 5357 0,0106 g em 2 mL de dgua | 0.2 mL de (I) em 1,8 mL de dgua
Craiisisa Homens: 1, 9455 g/14L |1, 3896 00278 gem 2 mLde agua | 0,2 mL de (I) em 1.8 mL de agua
Mulheres:1, 145 g/14L (0, 8178 0.0164 gem 2 mL de agua | 0.2 mL de (I) em 1.8 mL de dgua

Tabela 1: Concentragdo dos compostos orgdnicos presentes na urina sintética e preparagdo das amostras a serem analisadas.

Apos esta analise, a urina sintética foi fabricada em laboratério e analisada em concentrages de 100%, 50%,
25%, 10%, 1%, 0,1% e 0,01%, sendo submetida a mesma condicdo experimental descrita anteriormente para a
obtencdo dos espectros SERS.

2.2.PRODUCAO DE SUBSTRATOS SERS A BASE DE PAPEL COM IMPRESSAO EM CERA

O papel de sulfite A4 é submetido a impressao de cera com o padrdo de circulos de 3 mm de diametro, e
depois é colocado em uma prensa térmica por 30 segundos para fazer com a cera entre em contato com o papel e
torne 0 meio hidrofébico. ApGs este procedimento, ocorre a deposicdo de 10uL de solucdo concentrada de
nanoparticulas de ouro dentro dos circulos e secagem em temperatura ambiente.

Figura 1: Procedimento para produgdo rdpida de substratos SERS a base de papel envolvendo
impressdo de padrées de cera hidrofébica, aquecimento, deposicdo de solugdo coloidal concentrada
e etapas de secagem.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. URINA SINTETICA

10000 10000
4 Acido Urico 0,5357 giL

—— Uréia 16.0714 g/L
— Urina |

8000 4| yrina i

7000
6000
5000

4000

Intensity (a.u.)
Intensity (a.u.)

3000

2000 -

1000

0 DG

Raman shift (cm’)

9000 || —— Creatinina (H) 1.3896 giL 9000
8000
7000
6000
5000 o
4000

3000 -

—— Acido Urico 0,5357 gL
Creatinina (H) 1.3896 giL

Uréia 16.0714 g/L

——Urina |
——Urina ll

T T T T 't T ‘* T T T T T T T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

Raman shift (cm”)

10000

—— Acido Urico 0,5357 giL

Creatinina (H) 1.3898 g/L.

Uréia 16.0714 g/l
——VUrina |

_ ——Urinall

9000

8000

7000

6000

5000 o

4000

Intensity {a.u.)

3000

2000

1000 -

04

T T T T T T T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

Raman shift (cm”)

Figura 2: Espectros SERS da urina sintética em meio neutro (grdficol), dcido com a adi¢éo 10ul de 1,1 mol/L HCI (grdfico 2)
e bdsico com a adigdo 10uL de 1 mol/L NaOH (grdfico 3). Condicdo da andlise: 4 exposi¢ées, 50 segundos de acumulagdo e
10% da capacidade de lazer. Urina I: saliva sintética a 100%; Urina I1: saliva sintética a 50%.

A partir dos espectros (Figura 1), podemos notar a presenca de bandas espectrais caracteristicas do acido
Urico (468-555,70 cmY), da creatinina (1389,57-1493,67; 794,33-971,30 e 1523,0-1706,48 cm™) e da ureia (961,06-
1056,45 cm™). Essa identificacdo de bandas SERS foi baseada nos espectros SERS puros obtidos dos componentes
individuais da urina. E relacionando a urina sintética a 100% e 50% de concentracdo aos espectros de seus
compostos organicos, observou-se que o espectro da urina é principalmente constituido pelo acido urico em ambos

0s meios (acido, basico e neutro), ao contrario da ureia que pela
intensidade baixa é pouco expressada no espectro. J& com relagdo
a creatinina, em meio acido foi possivel visualizar uma banda
correspondente ao redor de 690 cm™. Disto, para deteccdo dos
niveis de creatinina em uma amostra bioldgica sera necessario a
adesdo a um meio acido.

Com a obtencéo dos espectros SERS da urina sintética
em concentracfes de 100%, 50%, 25%, 10%, 1%, 0,1% e
0,01% (Figura 2), pudemaos visualizar bandas caracteristicas
presentes em ambos 0s espectros, 0 que pode permitir a
determinacéo da concentracdo de uma amostra desconhecida
pela identificacdo da faixa de intensidade que ela sinaliza nos
espectros.
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Figura 3: Sobreposi¢do dos espectros SERS da urina
sintética em concentragdes de 100%, 50%, 25%, 10%, 1%,
0,1% e 0,01%.). Condi¢do da andlise: 4 exposi¢des, 50
segundos de acumulagdo e 10% da capacidade de lazer.
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4. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, podemos identificar bandas caracteristicas de cada composto organico
presentes na urina, sendo analisados em meio neutro, acido e béasico, e identificar as mesmas bandas em
uma solucdo de urina sintética produzida em laboratdrio, apesar da ureia ndo expressar fortemente seus
sinais caracteristicos na solucao.

Ademais, concluimos que o papel pode ser utilizando como um excelente substrato SERS devido
a boa aderéncia de nanoparticulas de ouro, o baixo custo, e uma alta intensificacéo de sinal.

5. BIBLIOGRAFIA

BASTOS, Marcus Gomes; BREGMAN, Rachel; KIRSZTAJN, Gianna Mastroianni. Doenca renal cronica:
frequente e grave, mas também prevenivel e tratavel. Revista da associacdo médica brasileira, v. 56, p. 248-253,
2010.

DUSSE, Luci Maria SantAna et al. Biomarcadores da funcao renal: do que dispomos atualmente?. Revista
Brasileira de Analise Clinicas, 2017.

LANGARO, Ana Paula; MICHELUTTI, Kamylla Balbuena; DOS SANTOS NOBRAGA, Michele Aparecida.
SERS: Conceitos basicos e aplicacbes em sistemas bioldgicos. ANAIS DO ENIC, n. 6, 2014.

TEIXEIRA, Carlos A.; POPPI, Ronei J. based SERS substrate and one-class classifier to monitor thiabendazole
residual levels in extracts of mango peels. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy, v. 229, p. 117913, 2020.

VILLA, Javier EL; PASQUINI, Celio; POPPI, Ronei J. Surface-enhanced Raman spectroscopy and MCR-ALS
for the selective sensing of urinary adenosine on filter paper. Talanta, v. 187, p. 99-105, 2018.

BASTUS, Neus G.; COMENGE, Joan; PUNTES, Victor. Kinetically controlled seeded growth synthesis of
citrate-stabilized gold nanoparticles of up to 200 nm: size focusing versus Ostwald ripening. Langmuir, v. 27,
n. 17, p. 11098-11105, 2011.

TEIXEIRA, Carlos A.; POPPI, Ronei J. Paper based SERS substrate and one-class classifier to monitor
thiabendazole residual levels in extracts of mango peels. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and

Biomolecular Spectroscopy, v. 229, p. 117913, 2020.

XXXI Congresso de Iniciagédo Cientifica da UNICAMP — 2023 4



