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Juntos pelo Conhecimento: um novo saber cria um novo amanha

DIFERENCAS NO SANGUE TOTAL ANTES E DEPOIS DA SESSAO DE
HEMODIALISE MEDIDAS POR ESPECTROSCOPIA RAMAN

Msc. Catarina Rodrigues da Silval; Prof. Dr Landulfo Silveira Jr.* (orientador)

RESUMO:

Analisou-se espectros Raman de sangue total de 40 pacientes com insuficiéncia renal
crbnica, antes e depois de uma sessdo de hemodidlise, para identificar os
componentes sanguineos através dos picos dos espectros Raman e relacionar as
possiveis diferencas entre as etapas pré e pos didlise. Foi utilizado espectrometro
Raman dispersivo (laser de diodo 830 nm, poténcia na saida de 350 mW e espectros
com resolugdo de 4 cm™, na faixa entre 400 e 1800 cm™). O espectro Raman médio
de cada individuo e o espectro médio da diferenca entre pré e pds dialise tiveram
seus picos mais intensos identificados. Realizou-se a analise de componente
principal, seguida de testes paramétricos e ndo-paramétricos. Houve maior
concentracdo dos picos antes da sessdo de hemodialise. A hemoglobina dominou a
interagdo com o laser, permitindo identificar glébulos vermelhos, glébulos brancos e
soro, e dificultou identificar os demais componentes sanguineos.

INTRODUCAO:

Para o rastreio de doencas renais, pode-se realizar as analises de fluidos, as quais
destacam-se as analises sanguineas e analise da matriz urinéria, que permite a
identificacdo de determinados compostos que se encontram associados as patologias
a gque o individuo examinado esteja sujeito. Os biomarcadores encontrados nestes
fluidos contém informagdes sobre o estado do organismo ou sobre influéncias do
meio ambiente circundante (Alves, 2012).

Dentre as tecnologias de analises de fluidos, a técnica da espectroscopia Raman vem
se destacando como uma ferramenta importante em analise de processos bioldgicos,
pois se trata de um método ndo destrutivo de andlise bioguimica da amostra
(Saatkamp et al, 2016; Silveira et al, 2017).

A analise das amostras de sangue total por espectroscopia Raman tem sido explorada

no campo de diagnostico. Berger et al (1997) descreveu um dos primeiros estudos
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que analisou sangue total por espectroscopia Raman, buscando quantificar glicose
em niveis acima dos fisiologicos, descrevendo a técnica como potencial pra realizar
medidas de glicose sanguinea com acuréacia clinica. Silva et al (2018) utilizou
espectroscopia Raman dispersiva para discriminar amostras de sangue total e plasma
de individuos saudaveis e pacientes com leucemias, correlacionando as diferencas
bioquimicas entre os grupos pelas caracteristicas espectrais Raman obtidas via
andlise de componente principal (PCA) e regressdo por minimos quadrados parciais
(PLS). Silva et al (2019) propds o diagnostico de anemia ferropriva e anemia
falciforme em sangue total por espectroscopia Raman, onde as diferencas entre 0s
tipos de anemia referiram-se a diminui¢do dos picos da hemoglobina em anemia e
caracteristicas espectrais de deoxi-hemoglobina aumentadas e de oxi-hemoglobina
diminuidas na anemia falciforme.

Este estudo se prop0s a analisar 0s espectros Raman de amostras de sangue total de
portadores de insuficiéncia renal cronica coletadas antes e apds uma sessdo de
hemodialise, a fim de identificar os componentes sanguineos observados através dos
picos dos espectros Raman e relacionar as possiveis diferencas nestes componentes
decorrentes da sessdo de hemodialise (comparativo entre pré e p6s a sessdo de

hemodialise).

PALAVRAS-CHAVE:

Espectroscopia Raman; sangue total; insuficiéncia renal cronica, hemodialise.

METODO:

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Anhembi Morumbi (UAM) sob Parecer No. 2.719.868 (CAEE
91318618.0.0000.5492). Este estudo foi conduzido de acordo com a Resolugéo No.
466/2012 do Conselho Nacional de Saude e a Declaracdo de Helsinque. Todas as
recomendagdes da Organizacdo Mundial de Saude para a pandemia de COVID-19
foram adotadas durante a coleta de dados junto aos participantes.

Foram coletadas amostras de sangue total de 40 pacientes (20 homens e 20

mulheres), antes e apds a sessdo de hemodialise. AS 80 amostras de sangue tiveram

seus espectros obtidos por espectrometro Raman dispersivo (espectrdmetro com laser
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de diodo em 830 nm, poténcia de 350 mW e espectros com resolucdo de 4 cm™, na
faixa entre 400 e 1800 cm™). Foram adquiridos 3 espectros por amostra, sendo
calculado o espectro médio de cada individuo e espectro Raman médio da diferenca
entre as quatro varidveis: Mulheres, Homens, Antes e Ap0s a sessdo, 0S quais
tiveram seus picos mais intensos identificados. A PCA, seguida de testes
paramétricos e nao-paramétricos auxiliaram a identificar com mais detalhes as

diferencas espectrais dos componentes sanguineos do sangue total entre os grupos.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A Figura 1 apresenta os espectros Raman médios do sangue total de todos os sujeitos
antes e apos a sessdo de hemodialise. Os picos em 643, 677, 755, 1003, 1128, 1212,
1225, 1371, 1548, 1564 e 1622 cm™ podem ser atribuidos aos glébulos vermelhos
(Wood e Mcnaughton, 2002; Bankapour et al, 2010). Os picos em 499, 643, 755,
1003, 1128, 1342, 1454 e 1656 cm™ podem ser atribuidos aos glébulos brancos
(linfécitos e granuldcitos) (Wood e Mcnaughton, 2002; Bankapour et al, 2010). Os
picos em 499, 622, 643, 828, 856, 941, 1003, 1032, 1128, 1212, 1342, 1454 e 1656
cm! podem ser atribuidos ao soro (albumina) (Silveira et al, 2017).

No espectro da diferenca entre todos antes e todos depois hemodialise (Figura 1), 0s
picos positivos em 672, 756, 1004, 1215 e 1378 cm™ sdo sugestivos de globulos
vermelhos (Wood e Mcnaughton, 2002; Bankapour et al, 2010) e estdo mais intensos
no grupo antes da hemodialise. Ndo se observou picos negativos na diferenca do
espectro médio, o que indica que as maiores diferengas ocorreram nas amostras de

sangue total da etapa antes da sessdao de hemodialise.



ecossistema 3
anima %

Espectro Raman Médio de todos antes e depois da sesséo de hemodidlise
0.006
— Média todos antes da hemodidlise
— Média todos depois da hemodidlise § N
— Diferenga: todos antes - todos depois (x 5) - . B
0.004 - “ —
0 0 ©
R g 3?3 @
~ 0.002 ~ & 94 g5 (i
S o 5 - & JY & 3
= 2 o I o - - 3
8 > =
8 ' 2 S e S 2
8 L] 83 ® % g 3
>
E= 2
2 3 ]
(] =]
] 3 — v o
=-0.002 4 N ™~ u‘ o L
©
4 1TV Y AV S | . ImeL "o M, I My
v LA TR T BT e g 7L AR T W e T W F’WT" {11
-0.004 -
-006+—++——+——"""+—"""F"""«@""""«"fF—————~———F———————
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Raman shift (cm™)

Figura 1. Espectros Raman médios de sangue total de todos antes e ap0s a sessao de
hemodialise. O espectro da diferenca entre os grupos antes de apés foi ampliado 5

vezes para melhor visualizacdo.

Ao realizar a PCA, foram identificadas 8 variaveis que apresentam significancia ou

picos que se relacionam com diferengas na composicao das amostras (Tabela 1).

Tabela 1. Comparacdo estatistica entre as médias dos componentes principais,

considerando as etapas antes e depois da sessdo de hemodialise.

Comparagcdo entre as médias dos PCsde 1 a 8, a

Componente principal — considerar valor de p < 0.05 como diferenca
PC estatistica significativa entre as etapas antes e
depois da sessdo de hemodialise (em negrito)

1 0,04318

2 0,18478

3 0,27088

4 0,98028

5 0,24348

6 0,9093%
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7 0,1183%

8 0,82841

*Teste t pareado (pareado, paramétrico); STeste Wilcoxon (pareado, néo
parameétrico).

Identificou-se que ha diferenca estatistica significativa entre as etapas antes e depois
da sessdo de hemodialise somente no PCl (Teste Wilcoxon, p = 0,0431),
especificamente entre o grupo de mulheres antes e depois da sessdo de hemodialise
(Teste Wilcoxon, p = 0,035). Ndo houve diferenca estatistica significativa entre as
etapas antes e depois da sessao de hemodialise no grupo de homens (Teste Wilcoxon,
p =0,5634).

A menor intensidade do PC1 nos grupos de mulheres e homens depois da sesséo de
hemodialise comparativamente ao grupo antes pode ser um efeito da sessdo de
hemodialise que faz a remoc¢do do excesso de liquido e substancias toxicas contidas
no sangue do paciente, agindo como um rim artificial. Durante o processo é realizada
a filtragem e depuracgdo de substancias indesejaveis e perigosas presentes no sangue,
como a creatinina e a ureia, através de uma membrana semipermedvel filtradora de
impurezas através do dialisado, por diferenca de concentracdes (osmolaridade) dos
compostos (moléculas sollveis) e da &gua, portanto, se processa entre dois meios
liquidos em que, quanto maior o gradiente de concentragdo, mais instantanea sera a
remocao dos dejetos do sangue (Silva, 2012). Ou seja, a amostra pré-hemodialise
estava com a viscosidade do sangue mais diluida, e apds a sesséo a viscosidade ficou
mais concentrada. Considerando que a quantidade de glébulos vermelhos seja a
mesma para ambos 0s géneros (mulheres: média de hemoglobina 10,97 g/dL e
homens média de hemoglobina 10,95 g/dL), o que poderia ter influenciado na

diferenca seria 0 soro e seus componentes transportados.

CONCLUSAO:
No que se refere a identificar os componentes sanguineos, por se tratar de sangue
total, a hemoglobina dominou a interacdo com o laser, desta forma, foi permitido

apenas identificar glébulos vermelhos, globulos brancos e soro, dificultando assim a
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identificacdo dos demais componentes do sangue. Quanto as diferencas dos
componentes decorrentes da sessdo de hemodialise, houve maior concentracdo dos
picos antes da sessdo, houve diferenca estatistica significa entre as etapas do grupo
de mulheres e ndo houve diferenca estatistica significativa entre as etapas do grupo

de homens.
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