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Resumo

Neste trabalho identificou-se e caracterizou-se, espectroscopicamente a acetona como
constituinte e marcador especifico do ar exalado por pacientes diabéticos.
Identificaram-se, outras técnicas de caracterizacédo e detec¢do de compostos exalados,
bem como a sua correspondéncia com outro tipo de patologias. Estabeleceram-se
algumas limitacBes entre as técnicas disponiveis no mercado. A existéncia de testes
de respiracdo como uma forma de diagnosticar doencas esta presente desde o inicio
da histoéria da medicina. Ha4 aproximadamente 3000 compostos organicos volateis
(VOCs) que foram detectados, pelo menos, uma vez na respiragdo humana, e a
maioria das amostras de respiracdo normalmente contém mais de 200 VOCs. Muitos
destes compostos foram identificados sendo que o ar exalado pode conter vestigios de
compostos organicos volateis, como metanol, acetona ou isopreno e mesmo pequenas
moléculas inorganicas como o 6xido nitrico, 0 monoxido de carbono ou de sulfureto de
carbonilo. Como as pessoas diabéticas ndo-tratadas produzem grande quantidade de
acetoacetato, 0 seu sangue contém quantidades significativas de acetona. A acetona é
volatil e confere um odor caracteristico ao ar exalado, o que, as vezes, € util no
diagnostico da severidade da doenca. Neste trabalho apresenta-se a espectroscopia
de ultra violeta do vacuo (UVV) por radiagdo sincrotrdo numa gama de energia (3,0 —
10,8 eV), para determinacdo de limites de detec¢do de acetona para ser utilizada em

técnicas de monitorizacdo de pacientes com patologia diabética.

Palavras Chave: acetona, compostos organicos volateis (VOCSs), diabetes
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Abstract

In this thesis we have identified and characterised the acetone electronic state
spectroscopy as a marker in exhaled breath of patients with diabetes. Other tracing
techniques are discussed and referred within the context of particular illnesses and
their limitations evaluated. Exhaled breath technique has been reported since the early
stages of medicine. The human breath contains around 3000 volatile organic
compounds (VOCs) and in the major cases of exhaled air at least 200 VOCs are
always present. From these compounds the most common traces include methanol,
acetone or isoprene and also other inorganic containing molecules such as nitric oxide,
carbon monoxide or carbonyl sulphide. Patients with no treated diabetes show high
levels of acedoacetate and ketone bodies (including acetone) in their blood stream.
Acetone is a volatile compound with a characteristic odour and when exhaled can be
recognized as a trace gas related to diabetes. In this work we present the vacuum
ultraviolet (VUV) spectroscopy of acetone by synchrotron radiation in the energy range
3.0 — 10.8 eV. This energy region is here used to trace acetone in monitoring
processes of patients with diabetes.

Keywords: acetone, volatile organic compounds (VOCSs), diabetes

Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica Outubro 2013 Vi



Caracterizacdo espectroscopica de acetona como marcador em pacientes diabéticos

indice de Matérias

AGITAUECIHTIENTOS ...ttt iv
LTS U 0 T PP PPPTT v
AADSTIACT ...t e e e Vi
INICE dE MALENIAS ......cveviveeieeeciictieiceee ettt sttt b ettt re v enes vii
1Yo [1oT=No [ [T ES] (=Yoo =R RTTRRR iX
INICE & TADEIAS .....c.ocveiiiieieecee ettt ve e X
SIMbOoI0Ogia € NOTAGOES. ......ccoe i Xi
1 Enquadramento HISTOMCO..........uuueiiiiiiiiiiiiiei e 1
1.1  Breve Historia da relevancia da Insulina no contexto da diabetes................... 1
1.2  Breve Historia da Diabetes Mellitus ..o 2
121 O quE € adidbetesS? ......uuiiiiiiiieeieiiiiiiee et 3
122 0OqueéadiabeteS tipo 27 ...ooiiei i 4
123 0OqueéadiabeteS tipo 17 . .cooiiii i 4
1.2.4  Outros tipos de diabetes........couvuiiiii i 4

2 Relevéancia do ar exalado por hUmanos.........cccoooeiiiiiiiiiiiiii e 6
2.1  Utilizagdo como biomarcadores de dOENGAS...........uuuurrrrrrrmmmmmnrenneernennnnnnnnnnnnns 6
2.2  Concentragdes em ar eXalado ...............uuuueieiiiiiiiiiiiiiii i 8
2.3  Exemplos de biomarcadores VOIALEIS. ..........coouiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 9
2.3 1 ACEIONA ..t e e e e e e ennne 10
2.3.2 (1{0] 0] (=T 0 [o TSP UPPPPTRSPPPIN 14

3 Medicdo de compostos organicos volateis na respiracdo humana....................... 15
4 DisSposItivo eXPerimental ........ oo 20
g R 011 o o [ o= T RSP 20
VAN ¥ 1o 1= Tor= To IRy [0 o] £] 1 - T IR 20
421 ASTRID radiag&o sincrotrao, DiNamarca .............eeeeeeeeeeeeeiiiiiaieeeeeeeeeees 20
4.2.2 /T g oo fo] g g F=To (0] U A A PR 24

Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica Outubro 2013 Vil



Caracterizacdo espectroscopica de acetona como marcador em pacientes diabéticos

4.2.3 UV1camara de foto - abSOrCa0 ........uueeiieeeeiiieiiiiice e e e, 25
424  Aanalise de dAOOS .......couuiiiiiiiiiiiiiiii e 27

5 DISCUSSE0 € RESUIAUOS..........coeeiiiiiiiiiiiiiic 29
51 REQIAO 7,5 — 8,5 BV oot 32
5.2 REQIA0 6,0 — 7,0 BV e 32
53 REQIA0 4,0 — 5,5 BV et 32

6 Comparacao dos limites de deteccdo dos niveis de acetona..............cceevvvvvvvnnnnn. 34
T CONCIUSOES ...ttt ettt e e et e e e e e e e e e e e r e e e e e e e 36
8 TrabalNo fULUIO ..o 38
REFEIENCIAS .....eeeeiieeeeee et e e e e e e e e e e e e 39
ANEBXOS ..o Error! Bookmark not defined.

Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica Outubro 2013 viii



Caracterizacdo espectroscopica de acetona como marcador em pacientes diabéticos

indice de llustracées

llustracdo 1. Acetil-CoA (acetilcoenzima A) .......ccoovieiiiiiii e 10
JTVES 1= Tof= To I AN ot =] (o - Tol = = L (o J PR 11
llustrac8o 3. D-B-hidroXibDULIFAtO ..........ccoeviiiiiie e 11
VLS = Tot= To IR S Yot =] (o] o - PSR 11
llustracdo 5. Esquema de formac¢ao dos corpos CetONICOS .........cvveveeieeeerieeiriiiiieeeeenan, 12
llustrac8o 6. Estrutura do ISOPrENO ........covvviiiii i 14
llustragéo 7. Gradientes alveolares dos VOCs mais abundantes na respiragao.......... 16
llustragéo 8. Fontes de VOCSs na respiragao alveolar. ............cccccuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiininnns 17
llustracdo 9. Representacao esquematica do acelerador SiNCrotrao.............cccvvvvvenns 21
llustracdo 10. Diagrama esquematico de radiagcao SiNCrotrao. ............ccceeevvvvvvvrnnnnnnnns 22
llustragé@o 11. Linha do de feixe de Iuz UV, ...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiiiiiienes 23
llustracdo 12. Diagrama esquematico da linha de Luz UV1. .........cccccovvvvnnviinnnnnnnnnnnnns 24
llustrac@o 13. A célula fot0-abSOrGa0. .......ooiuuiiiiiiiii e 25
llustracéo 14. O espectro de foto-absor¢cado de Oz € SOs. .oooevvvvvvviiiiiiieeeeeeee e, 27

llustracdo 15. Espectro de foto-absor¢cdo de elevada resolugcdo da acetona por

= To [F= To= To RSy o1 £ 1 > T TN 30

Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica Outubro 2013 iX


file:///C:/Users/Public/Documents/Marta/Imprimir/Final/Caracterização%20espectroscópica%20de%20acetona%20como%20marcador%20em%20pacientes%20diabéticos_V4.docx%23_Toc368871607
file:///C:/Users/Public/Documents/Marta/Imprimir/Final/Caracterização%20espectroscópica%20de%20acetona%20como%20marcador%20em%20pacientes%20diabéticos_V4.docx%23_Toc368871610
file:///C:/Users/Public/Documents/Marta/Imprimir/Final/Caracterização%20espectroscópica%20de%20acetona%20como%20marcador%20em%20pacientes%20diabéticos_V4.docx%23_Toc368871611
file:///C:/Users/Public/Documents/Marta/Imprimir/Final/Caracterização%20espectroscópica%20de%20acetona%20como%20marcador%20em%20pacientes%20diabéticos_V4.docx%23_Toc368871612
file:///C:/Users/Public/Documents/Marta/Imprimir/Final/Caracterização%20espectroscópica%20de%20acetona%20como%20marcador%20em%20pacientes%20diabéticos_V4.docx%23_Toc368871613
file:///C:/Users/Public/Documents/Marta/Imprimir/Final/Caracterização%20espectroscópica%20de%20acetona%20como%20marcador%20em%20pacientes%20diabéticos_V4.docx%23_Toc368871613

Caracterizacdo espectroscopica de acetona como marcador em pacientes diabéticos

indice de Tabelas

Tabela 1. Alguns exemplos de marcadores de dOENCAS. .......cccvvvevviiiiiieeeeeeeeeiiiee e 8
Tabela 2. Os compostos volateis de origem fisiol0gica............ccevvvieiiiiiieiiiiiiiceee e, 10
Tabela 3. Especificacdes Opticas da linha UV1.........cccccccoiiiiiiiiiiiiiii e, 24

Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica Outubro 2013 X



Caracterizacdo espectroscopica de acetona como marcador em pacientes diabéticos

Simbologia e notacdes

Acetil-CoA
(CH,)CO
COOH
AUC

3C — ureia
CRDS
VOCs

A

Nmin

CaF,

LiF
H,O"
ISA
uvl

Mb

pd

ppbv

ppb

Acetilcoenzima A

Acetona

Acido Carboxilico

Area sob a Curva

Carbono 13 — Ureia

Cavity RingDown Spectrsocopy
Compostos organicos volateis
Comprimento de Onda
Comprimento do percurso de absorcdo
Constante de Rydberg

Densidade Molecular

Diofluoreto de célcio

Energia

Fluoreto de litio

I&o Hidrénio

Institute for Storage Ring Facilities
Linha de feixe Ultravioleta do acelerador sincrotrdo
Mega bar (10™*® cm?)

Microjoule

Numero quantico principal

Partes por Bili&o por Volume

Partes por Bilido

Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica Outubro 2013

Xi



Caracterizacdo espectroscopica de acetona como marcador em pacientes diabéticos

pptv

ppmv

PMT

DMAPP

PTR-MS

SR

UBT

uvv

Amin

Partes por Trilido por Volume

Partes por Milhdo por Volume

Percurso ou extensao da absorcdo

Photon Multiplier Tube

Pirofosfato de Dimetilalilo ou Difosfato

Proton Transfer Reaction Mass Spectrometry
Radiag&o Sincrotrao

Reflexéo/secc¢éo eficaz absoluta de Foto-absorcao
Segundos

Temperatura

Teste de Respiracdo da Ureia (Urea Breath Test)
Ultravioleta do Vacuo

Valor minimo da absorvancia

Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica Outubro 2013

Xii



Caracterizacdo espectroscopica de acetona como marcador em pacientes diabéticos

1 Enquadramento Historico

1.1 Breve Historia darelevancia da Insulina no contexto da diabetes

Em 1788, Thomas Crawley [1] foi o primeiro a relacionar a diabetes com o
funcionamento inadequado do pancreas. Em 1889, Paul Langerhans, médico aleméao
que viveu os Ultimos 10 anos da sua vida exercendo actividade clinica na llha da
Madeira, identificou e isolou agrupamentos de células distribuidas no pancreas que
constituem apenas cerca de 1-2% desse 6rgao. Esses grupos de células, identificados
erroneamente por Langerhans como linfonodos (ou ganglios linfaticos), sao os locais
de sintese de insulina mas no entanto ndo conseguiu relaciona-las com a diabetes.
Estas foram mais tarde designadas por Ilhéus de Langerhans em homenagem aos
seus estudos e descobertas. No mesmo ano de 1889, Minkowsky tera provocado
diabetes em cées com a extracgdo prévia do pancreas. Do registo dos seus trabalhos,
fica a informacdo que este pensava que se administrasse um extracto de pancreas a
pessoas diabéticas os pacientes ficariam curados apés o tratamento. Contudo,
sabemos que nao teve no sucesso nas suas experiéncias por dificuldades técnicas

gue ndo conseguiu ultrapassar.

Um cirurgido ortopedista, Frederick Banting e o seu assistente, um estudante de
medicina, Charles Best, 30 anos mais tarde [1], trabalhando na Universidade de
Toronto, Canada, isolaram e prepararam um extracto de pancreas obtido de um céo.
Este extracto, depois de purificado, quando administrado em céaes tornados diabéticos

apés pancreatectomia, comprovou baixar significativamente os niveis de glicémia.

Estava assim descoberta a primeira hormona capaz de ser utilizada para baixar os

niveis de glicémia no sangue — a insulina.

A 23 de Janeiro de 1922 [1], a insulina foi administrada pela primeira vez a Leonard
Thompson um jovem que se encontrava em coma diabético, tendo-se observado
espantosos resultados clinicos. Em curto periodo de tempo baixava os niveis de
glicémia, reduzida a glicosuria, desaparecia a cetonuria e havia uma rapida melhoria

do seu estado geral.

Em Abril de 1922, foi-lhe dado o nome de “insulina” e os laboratérios Elli Lilly
ofereceram a sua disponibilidade tecnolégica para aperfeicoar a molécula e para a sua
producdo em larga escala. Em novembro do mesmo ano a insulina era obtida bastante

mais purificada a partir de ilhéus de pancreas de vaca.
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No més de Janeiro de 1923 ja era produzida insulina em quantidade suficiente que
dava para abastecer os hospitais do Canada, EUA e exportar para o estrangeiro.

O Prémio Nobel da Medicina de 1923 foi atribuido a Frederick Banting e a John J.
McLeod, este ultimo Director do Laboratério de Fisiologia da Universidade de Toronto,
onde ambos trabalhavam. Banting dividiu metade do seu prémio com o seu

colaborador Charles Best e McLeod com Collip.[1]

Alguns anos mais tarde, apurou-se também que um fisiologista romeno, Nicolae C.
Paulesco, havia desenvolvido, em Bucareste, Roménia, uma téchica que permitia
comprovar a secregdo endocrina pancredtica de insulina sensivelmente ao mesmo
tempo que Banting [1] e com resultados semelhantes aos dos canadianos. Foi, no
entanto, ultrapassado por estes ultimos na purificacdo do extracto pancreatico, que
permitiu a sua aplicacdo ao homem e, também, na sua divulgacdo nos meios
cientificos internacionais. E hoje, também, reconhecido como co-descobridor da

insulina.

1.2 Breve Historia da Diabetes Mellitus

Um papiro descoberto num tumulo em Tebas, no Egipto, mais tarde adquirido pelo
egiptélogo alemdo George M. Ebers e, desde entdo, conhecido por Papiro de Ebers,
constitui a mais antiga descricdo do que hoje se considera a diabetes mellitus. O
papiro de Ebers [2] foi escrito ha 3500 anos num dos periodos mais brilhantes da
cultura egipcia. O tratamento aconselhado consistia numa mistura de ossos, graos de

trigo, areia fresca, terra e agua.

O termo diabetes tem a sua origem no grego e significa «passar através de»,
«atravessar», «sifao». Foi primeiramente utilizado na nomenclatura médica por Areteu
da Capadocia ha cerca de 2000 anos. A palavra mellitus tem origem no latim e
significa «com sabor a mel», termo utilizado muito mais tarde. Os Gregos entenderam
a diabetes como um defeito no nosso organismo que possibilitava a passagem dos
liquidos pelo nosso corpo sem que este tivesse a capacidade de os reter. Verificaram
que os diabéticos bebiam muitos liquidos quando descompensados e urinavam muito

devido a essa incapacidade.

Ao longo dos séculos, para além de um diagnéstico mais ou menos correcto e de

inimeros tipos de tratamentos, nao foi possivel interferir no curso natural desta doenca.

Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica Outubro 2013 2
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S6 nos ultimos 200 anos [2] se comegou a perceber o que € a diabetes, quais as suas
causas e as possibilidades de tratamento. Em 1860 um médico alemdo - Paul
Langerhans — descobriu um grupo de células no pancreas, lugar onde, mais tarde,
foram identificadas as células responsaveis pela producédo de insulina. A descoberta
deste grupo de células — denominadas posteriormente por ilhéus Langerhans — das
quais fazem parte aquelas que sao produtoras de insulina (chamadas células B)
permitiu um caminho rapido para o melhor conhecimento da diabetes e do seu

tratamento.

Em 1926 um medico portugués — Ernesto Roma — funda em Lisboa a primeira
associacao de diabéticos do mundo, a Associacao Protectora dos Diabéticos Pobres,

e abre uma clinica onde desenvolve o que hoje se denomina «Educacao Terapéutica».

InvestigagOes posteriores levaram também & descoberta de que uma grande parte dos
diabéticos ndo tem falta absoluta de insulina. Alguns produzem-na em quantidades
normais ou até em excesso, mas insuficiente para as suas necessidades porque existe

resisténcia a sua acgéao.

A diabetes mellitus tornou-se hoje num dos maiores problemas de Saude Publica do
mundo, pois 0 numero de pessoas atingidas tem aumentado muito nas Ultimas
décadas em especial nos paises desenvolvidos e em vias de desenvolvimento.
Estima-se, na Europa, um nimero de diabéticos que ronda os 30 milhdes e para 0 ano
2025 cerca de 300 milhdes em todo o mundo, tornando-se uma verdadeira pandemia

[2]. Os trés paises com maior nimero de diabéticos seréo, a india, a China e os EUA.

A diabetes aparece ainda como uma das primeiras causas de morbilidade e
mortalidade, de elevados custos socioecondmicos na saude (entre 6% e 10% do
orcamento para a saude € gasto com a diabetes) e tudo leva a crer que o problema se
agravara na proxima década devido ao aumento da populacdo, ao seu envelhecimento

e a sua urbanizacao crescente [2].

1.2.1 O queéadiabetes?

A diabetes é o resultado de uma deficiente capacidade de utilizagdo pelo organismo
da nossa principal fonte de energia — a glucose. Para que a glucose possa ser
utilizada como fonte de energia, é necessaria a insulina. Quando a producdo ou ac¢éo

de insulina é insuficiente ou até a combinacdo destes dois factores esta presente no
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NOsSSO organismo, provoca uma taxa elevada de aglcar no sangue, ou seja,

hiperglicemia.

Existem varios tipos de diabetes, mas de longe a mais frequente (90% dos casos) € a

chamada diabetes tipo 2 [1].

1.2.2 O que é adiabetes tipo 2?

Este tipo de diabetes € também conhecida como diabetes ndo insulinodependente (o0
excesso de gordura, sobretudo abdominal, contribui para esta insulinorresisténcia e,
consequentemente, para o aumento da glicémia), ocorre em individuos que herdaram
uma tendéncia para a diabetes (frequentemente um familiar préximo) e que, devido a
habitos de vida e de alimentagcdo errados, ou até mesmo o stress, vém a sofrer de

diabetes na fase adulta das suas vidas.

Na diabetes tipo 2, o pancreas € capaz de produzir insulina. Contudo, a alimentagao
incorrecta e a vida sedentaria, com auséncia ou muito pouco exercicio fisico, tornam o
organismo resistente a accdo da insulina (insulinorresisténcia), obrigando o pancreas a
trabalhar mais, até que a insulina que produz deixa de ser suficiente. E nessa altura

que surge a diabetes.

1.2.3 O que é adiabetes tipo 1?

A diabetes tipo 1, também conhecida como diabetes insulinodependente, é mais rara
(n&o chega a 10% do total) [1] e atinge, na maioria das vezes, criangas ou jovens, mas
podendo também aparecer em adultos ou até idosos. As células B do pancreas deixam
de produzir insulina, existindo uma destruicdo maci¢a destas células (as causas néo
sdo totalmente conhecidas), sabendo-se que o préprio sistema imunitario (mecanismo
de defesa do organismo) do diabético ataca e destréi estas células. Devido a este

facto, estes diabéticos necessitam de terapéutica de insulina para toda a vida.

1.2.4 Outros tipos de diabetes

Além dos tipos apresentados e sem duvida os mais relevantes, existe por exemplo a
diabetes tipo MODY ( Maturity-Onset Diabetes of the Young), que afecta adultos
jovens, mas também adolescentes e criancas. Apresenta-se com caracteristica de

diabetes tipo 2 e é causada por uma mutacdo genética que leva a alteragdo da

Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica Outubro 2013 4



Caracterizacdo espectroscopica de acetona como marcador em pacientes diabéticos

tolerancia a glucose. As doencas do pancreas, podem ainda ser causas raras de
diabetes.
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2 Relevancia do ar exalado por humanos

2.1 Utilizagdo como biomarcadores de doencgas

A existéncia de testes de respiracdo como uma forma de diagnosticar doencas esta
presente desde o inicio da histéria da medicina. Os médicos sabiam que o odor do
halito do paciente esta associado a algumas doencas, podendo levar a uma
introspeccao sobre processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos no corpo humano (Ma et
al., 2006). Por exemplo, o cheiro doce de acetona na respiracdo acompanha diabetes
ndo controlada, um odor de peixe € o resultado de doenca do figado e um cheiro a
urina semelhante ao odor de peixe esta relacionado com a insuficiéncia renal. Em
1970 Linus Pauling [3] detectou (embora sem identificar) cerca de 200 diferentes
compostos orgéanicos volateis (VOCs) no ar exalado por cromatografia gasosa. Provou
que a respiracdo humana normal é um gas de composi¢cdo bastante complexa. Ha
aproximadamente 3000 VOCs que foram detectados, pelo menos, uma vez na
respiragdo humana, e a maioria das amostras de respiragdo normalmente contém
mais de 200 VOCs.

Verificou-se, nos ultimos 30 anos, que muitos destes compostos foram identificados
sendo que o ar exalado pode conter vestigios de compostos organicos volateis, como
metanol, acetona ou isopreno e mesmo pequenas moléculas inorganicas como o 6xido

nitrico, o mondéxido de carbono ou de sulfureto de carbonilo.

A analise do ar exalado tem sido proposta como método conveniente e seguro para
complementar a amostragem de sangue e urina. E um procedimento n&o-invasivo, ou
seja, com auséncia de dor, e ndo requer pessoal médico qualificado. Apesar de até
3000 compostos poderem ser detectados no hélito de pessoas diferentes (Phillips et
al., 1999 a,b) [3], a matriz do ar exalado € menos complexa do que a do sangue ou
outros fluidos corporais. Isto faz com que a analise da respiracédo seja mais simples de

realizar.

Embora as evidentes vantagens que apresenta para o controlo biolégico de rotina,
ainda nao foi apresentado como um meio de diagnéstico padrdo na pratica clinica. A
razdo, de os clinicos nao utilizarem como meio de diagnéstico € a falta de separacao
de substancias adequadas e simples, técnicas de identificacdo, e a falta de métodos
de normalizacdo. Além disso, o significado fisiolégico e bioquimico da maior parte dos

compostos volateis ndo sdo ainda conhecidos.
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Presentemente, as aplicacbes de rotina de testes de respiragdo tipicos incluem a
avaliacdo das concentracfes de etanol e acetaldeido (este Ultimo como um produto
metabdlico de etanol) em gas expiratorio apdés consumo de alcool.

O teste de respiracdo da ureia (Urea Breath Test (UBT)) [4] é um dos métodos nao-
invasivos mais importantes para a detec¢éo de infeccao por Helicobacter pylori (¢ uma
espécie de bactéria que infecta a mucosa do estbmago humano). O ensaio explora a
hidrélise de ureia oralmente administrada pela enzima urease, no qual a H. pylori é
produzida em grandes quantidades. A ureia € hidrolisada a amoniaco e didéxido de
carbono, que se difunde para o sangue e é excretada pelos pulmdes. A classificacdo
do *3C — ureia é cada vez mais utilizada, porque este is6topo ndo-radioativo é indcuo e
pode ser usado com seguranca em criancas e mulheres em idade fértil. **C - ureia ou
amoniaco sdo consideradas as técnicas mais sensiveis e especificas para o
diagnostico da infeccdao por Helicobacter pylori. Outro teste pode incluir a
determinagédo de Oxido Nitrico utilizado para reconhecer a asma (Ochiai et al., 2001)
[3,5], a asma é uma doenca inflamatoria, contudo a inflamacgdo das vias aéreas nao
tem sido mensuravel na pratica clinica. A avaliacdo do Oxido Nitrico exalado € uma
nova técnica simples, reprodutivel e bem aceite pelos doentes, com utilidade bem
demonstrada no diagnéstico de asma. No entanto, 0 seu interesse principal sera
provavelmente na monitorizagdo da evolugéo e do tratamento da asma, onde podera
permitir uma objectivacdo sensivel e precoce da alteragdo do estado inflamatorio das

vias aéreas.

Uma das aplicagcdes mais interessantes para os clinicos, seria a detec¢do do cancro
de pulm&o. E uma das principais causas de morte entre os adultos e a sua incidéncia
estda a aumentar globalmente. Foram realizados estudos a fim de caracterizar as
substancias em amostras de respiragdo de pacientes com e sem cancro de pulmé&o
(O’Neill et al., 1988; Petri et al., 1988; Phillips et al., 1999 a,b; Deng et al 2004 a; Poli
et al., 2005; Yu et al., 2005; Phillips et al., 2006) [3]. Em 1988, dois grupos de
pesquisadores relataram separadamente alguns VOCs como substancias potenciais
de marcacao em patologias cancerigenas do pulméo. Mais tarde, Phillips et al. 1999a,
b [3] sugeriu uma combinacdo de 22 compostos organicos volateis, incluindo na
respiragdo alcanos metilados e derivados de benzeno, para detecgdo de cancro de
pulmdo. Existe uma consideravel evidéncia que suporta a hipotese de que o stress
oxidativo pode estar associado com o cancro do pulmado. Uma limitacdo da pesquisa é
gue apenas algumas amostras clinicas foram estudadas, o que nao permite utilizar

esses resultados como indicadores estatisticos, pois ainda ndo existe em quantidade
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suficiente. Apesar de as concentragbes de VOCs como marcadores de cancro de
pulméo diferirem em relatorios diferentes, os resultados obtidos mostram que existem
variagdes significativas na composicdo da respiracdo entre 0s pacientes com cancro
de pulmdo e saudaveis. Portanto, sdo necessarios mais estudos para confirmar a
utiidade de VOCs para detectar cancro de pulmdo na populagdo geral, estudos
realizados por Phillips et al., 1999 a,b. [3].

A tabela 1 mostra outros compostos volateis que podem ser utilizados para reconhecer
certas doengas.

Tabela 1. Alguns exemplos de marcadores de doengas.
(Amann et al, 2005)

VOCs Patologia
Etano e pentano Stress oxidativo
Hidrocarbonetos metilados Neoplasia do pulmdo e mama

Hidrocarbonetos (especialmente etano e pentano) Stress oxidativo

Isopreno Metabolismo do colesterol
Acetona Diabetes mellitus,
Compostos contendo enxofre (e.g. (CHz),S) Disfuncéo hepatica

Compostos contendo nitrogénio (Amoniaco, NHz) Disfungéo renal e uremia

2.2 Concentragdes em ar exalado

Alguns VOCs com concentracdes relativamente elevadas no ar exalado por humanos
saudaveis (concentracdes medias apresentam-se em parénteses), foram reportados
por Turner et al., 2006a-b: aménia (833 ppb), acetona (477 ppb), isopreno (106 ppb),
metanol (461 ppb), etanol (112 ppb), propanol (18 ppb) e acetaldeido (22 ppb). No
entanto, a maior parte dos VOCs no ar exalado tém gamas de concentragdes tipicas
gue sao mais baixas do que 1 ppb. As concentracdes de compostos organicos volateis
no halito ndo sédo geralmente mais elevadas no estado de doenca, quando comparado
com voluntarios saudaveis. E o caso de algumas espécies importantes moleculares,
tais como acetona, para a diabetes ndo tratada ou isopreno (em alguns casos) e a

amonia para a insuficiéncia renal.
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2.3 Exemplos de biomarcadores volateis

A respiracdo exalada inclui pequenos compostos inorgéanicos, tais como NO, O,, CO,,
compostos organicos volateis (e.g. hidrocarbonetos, &lcoois, cetonas, aldeidos,
ésteres) e as substancias ndo volateis, tais como o0s isoprostanos, citocinas,
leucotrienos e peroxido de hidrogénio, os quais pode ser encontrados na respiragéo do
ar condensado. Os VOCs no gas pulmonar da respiracdo humana incluem acetona,
isopreno, etanol, metanol e outros alcoois, bem como alcanos. E bem conhecido que
os perfis dos produtos volateis da respiracdo em doentes que sofrem de determinadas
doencas sdo diferentes do perfil de compostos orgénicos volateis de individuos
normais (ou saudaveis). Mas a fonte e a fungéo fisiologica da maioria dos compostos
organicos volateis, no entanto, ndo sdo ainda conhecidos. Na maioria dos casos,
percursos metabdlicos especificos que dao origem a sua exalagéo sdo desconhecidos.
Alguns compostos organicos volateis em gases de respiragdo derivam a partir do
ambiente, uma vez que podem ser absorvidos na forma de contaminantes através da
pele ou absorvidos por via de inalagdo ou ingestdo. Estes compostos sdao,
possivelmente, metabolizados no corpo, e posteriormente excretados pela expiracao.
Outros VOCs sao gerados no corpo, como produtos de processos metabdlicos ou pela
actividade de bactérias intestinais. Estes podem vir a ser utlizados como
Biomarcadores endégenos mas ainda nao sao utilizados para fins de diagnostico. Um
resumo das origens fisiologicas seleccionadas de moléculas endégenas na respiracao
€ apresentado na tabela 2 [3]. Factores que afectam a grande variabilidade na
composicdo da respiracdo humana incluem as condi¢bes fisicas, estado geral de

saude, a ingestdo de alimentos, as influéncias ambientais e estilo de vida global.
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Tabela 2. Os compostos volateis de origem fisioldgica

Composto  Origem Fisiologica

Acetaldeido Metabolismo do etanol (Norberg et al., 2003; Turner et al., 2006)
Acetona Descarboxidaccédo do acetoacetato e Acetil - CoA

Etano Peroxidacdo lipidica (Schubert et al., 2004)

Etileno Peroxidacgéo lipidica (Risby, 2005)

Hidrogénio Bacteria intestinal (Ledochowski et al., 2001)

Isopreno Biossintese do colesterol (Stone et al., 1993)

Metano Bacteria intestinal (Ledochowski et al., 2001)

Metilamina  Metabolismo proteico (Risby, 2005)

Pentano Peroxidacao Lipidica (Schubert et al., 2004)

2.3.1 Acetona

A acetona, como foi dito anteriormente é um dos mais abundantes VOCs, detectado

na respiragdo humana. Durante o processo de oxidagdo dos &cidos graxos (é um

acido carboxilico (COOH) produzido quando as gorduras sao quebradas, € pouco

soluvel em &gua) no figado dos seres humanos e na maioria dos outros mamiferos, o

acetil-CoA (acetilcoenzima A) formado pode entrar no ciclo de Krebs ou pode ser

convertido nos conhecidos “corpos cetdnicos”, ou seja, em acetoacetato, D-[3-

hidroxibutirato e acetona, que sédo enviados para outros tecidos através da circulacao

sanguinea [6].

HoH
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Q *J— ’OP, 4 l' r?
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llustracdo 1. Acetil-CoA (acetilcoenzima A)
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llustracdo 2. Acetoacetato
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llustragéo 3. D-B-hidroxibutirato
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llustracé@o 4. Acetona

Sendo produzida em menor quantidade do que o0s outros compostos, a cetona €
exalada. O acetoacetato e o D-B-hidroxibutirato sdo transportados pelo sangue até
alcancarem os tecidos extra-hepéaticos (por exemplo, musculos esqueléticos, cardiaco,
cortex renal), onde ocorre a oxidagdo desses compostos por meio da via do ciclo de
Krebs para fornecer grande parte da energia requerida por esses mesmos tecidos. O
cérebro, que normalmente usa apenas a glicose como combustivel, em condi¢des de
necessidade (fome), quando a glicose ndo esta disponivel, pode adaptar-se para

utilizar o acetoacetato ou o D-B-hidroxibutirato na obtencéo de energia.

A disponibilidade de oxalacetato para iniciar a entrada do acetil-CoA no ciclo de Krebs,
€ o principal factor determinante da via metabdlica que sera tomada pelo acetil-CoA na
mitocondria do figado. Em certas circunstancias, como no jejum, as moléculas de
oxalacetato sao retiradas do ciclo do acido citrico e utilizadas na sintese de moléculas

de glicose (gliconeogénese). Quando a concentracdo de oxalacetato esta muito baixa,
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pouco acetil-CoA entra no ciclo de Krebs e, assim, a formacéo de corpos cetonicos €
favorecida [6].
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llustracdo 5. Esquema de formacéo dos corpos cetonicos

[7]
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Os corpos ceténicos sdo compostos derivados do Acetil-Coa no momento em que este
deixa de entrar no ciclo de Krebs para formar corpos cetdnicos, que podem ser dos
seguintes tipos:

e Acetona: é exalada;

e Acetoacetato: dissolvido no sangue e transportado para tecidos extra-hepaticos
onde sera oxidado pela via do ciclo do &cido citrico para formar a maior parte
da energia requerida por esses tecidos.

e D-B-hidroxibutirato: tem o0 mesmo destino do acetoacetato.
Consequéncia clinica:

Como as pessoas diabéticas néo-tratadas produzem grande quantidade de
acetoacetato, implica que o sangue contenha quantidades significativas de acetona. A
acetona é volatil e confere um odor caracteristico ao ar exalado, o que, por vezes, €

atil no diagnéstico da severidade da doenca.
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2.3.2 Isopreno

Um dos VOCs mais comuns no ar expirado é o isopreno, que esta presente entre 0s
hidrocarbonetos na respiracdo humana nas concentragbes mais altas. E sintetizado
como um precursor de muitos compostos importantes e estd sempre presente na
respiracdo humana. O isopreno é formado ao longo do processo metabdlico do
colesterol [3]. Em ratazanas, o isopreno citosol hepatico é produzido por uma reaccao
de eliminacéo catalisada por 4cido a partir de pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP). Em
certas plantas, esta reaccéo é catalisada por uma enzima contendo Mg®". Em tecidos
de mamiferos, o isopreno pode ser produzido através de uma reacgao catalisada pelo
Mg?" isomerase pirofosfato dependente do isopentenil. Esta enzima catalisa a
interconversado de pirofosfato de isopentenilo e pirofosfato dimetilalilo. Outra possivel
fonte de isopreno é radicalmente mediada na peroxidagédo in vivo de esqualeno. O
isopreno foi identificado como marcador de distlrbios no metabolismo do colesterol,
tais como a hipercolesterolemia. Hoje sabe-se que 0 a concentragdo de isopreno no
organismo humano aumenta até aos 25 anos de idade, e é significativamente mais
baixa em criancas. Seria interessante saber se a excrecdo de isopreno pelos pulmbdes
tem algum fundo metabdlico (em vez de apenas ser um subproduto acidental da

biossintese do colesterol).

llustragc&o 6. Estrutura do Isopreno
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3 Medicdo de compostos organicos volateis na respiracdo humana

Foi feita uma tentativa para determinar se 0s compostos organicos volateis na
respiracdo sao derivados interna ou externamente do corpo humano, isto é, eram
produtos de metabolismo ou de contaminantes provenientes do meio ambiente. A
concentracdo foi medida em 24 VOCs mais abundantes no ar alveolar de 12
voluntarios normais e também no ar que era inspirado. A polaridade dos gradientes
médios alveolares (concentracdo na respiracdo menos concentragdo no ar inspirado)
foi positiva em 15 VOCs e negativa em 9. O gradiente alveolar médio varia desde
fortemente positivo (por exemplo, 2,3,3 - trimetilpentano), consistente com o
metabolismo produzido no corpo, a fortemente negativo (por exemplo, 0 isopreno),
consistente com a ingestdo de um aparelho de ar poluente, que foi em seguida,
catalisado (parte do metabolismo que se refere a assimilacdo ou processamento da
matéria organica adquirida pelos seres vivos para fins de obtencéo de energia) in vivo
ou excretado através de uma via extra-pulmonar. A ilustracdo 7 mostra gradientes
alveolares dos VOCs mais abundantes na respiracdo: as barras sélidas indicam o
gradiente médio alveolar de VOC na respiragéo de individuos normais; barras de erro
indicam erro padrdo da média. As unidades sdo AUC dos picos cromatogréficos.
Polaridade positiva indica fabricacdo provavel no corpo, polaridade negativa indica

uma origem ambiental provavel.
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llustragéo 7. Gradientes alveolares dos VOCs mais abundantes na respiragao.
Adaptado de [8]

Os VOCs na respiracdo podem ser originarios do lado de dentro ou do lado de fora do
corpo, como produtos enddégenos do metabolismo ou de fontes exdgenas, tais como ar,
agua e alimentos. Estudos prévios dos VOCs em respiragdo alveolar em geral ndo tém
abordado a questdo da sua fonte primaria. A distingdo entre a origem enddgena e
exégena de um VOC assumiu maior importdncia nos Uultimos anos, com o
reconhecimento de que a composi¢do dos compostos organicos volateis na respiracao
pode ser substancialmente alterada em condi¢des tais como o cancro do pulméo,

insuficiéncia hepética, enfarte agudo do miocardio, e esquizofrenia [8].

Com base no que é conhecido da fisiologia da troca gasosa pulmonar, a polaridade do
gradiente alveolar parece depender, principalmente, no facto da origem de um VOC
ser a partir do lado de dentro ou do lado de fora do corpo. Um VOC difunde através da
membrana alveolar pulmonar, a partir do compartimento com a pressdo de vapor mais
elevada para a mais baixa, a partir do ar para o sangue, ou vice-versa. O equilibrio
entre os VOCs no sangue e no ar alveolar é rapido e provavelmente quase completo.
As potenciais vias de fontes de VOCs na respiracdo sdo mostradas na llustracéo 8,

em que mostra que VOCs no ar podem ser derivados de fontes quer no interior do
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corpo (como produtos do metabolismo), ou fora do corpo (VOCs no ar inspirado,

alimentos e medicamentos). [8].

VOC no ar inspirado Metabolismo VOC na respiracao alveolar

N

Distribuigao
de fluidos e tecidos corporais

\

Excrecao
—————> através de vias extra-pulmonares
(renal, hepatica, etc)

Sintese Misturar
de VOC no corpo Vias aéreas e pulmdes

J

Absorcao
de VOC ou precursor em alimentos Difusao
ou medicamentos através da membrana alveolar

llustracé@o 8. Fontes de VOCs na respiragéo alveolar.
Adaptado de [8]

Um gradiente alveolar positivo indica que existem mais VOCs excretados do que
ingeridos através dos pulmdes: por conseguinte, estes compostos organicos volateis
sdo sintetizados no organismo, ou de outro local de absorcdo, possivelmente um
medicamento ou um alimento. Por outro lado, um gradiente negativo indica que um
alvéolo de VOCs provenientes do exterior do corpo, foi ou catalisado ou excretado
através de uma via extra-pulmonar (tal como os rins ou o figado). A situacdo é menos
clara em relacdo aos compostos organicos volateis com gradientes alveolares
proximos de zero. Estes compostos podem ter sido poluidos no ar e ndo foram
significativamente catalisados ou excretados, de modo que suas concentragdes no
sangue e no ar eram mais ou menos iguais. Estes resultados mostram, pela primeira

vez, que os gradientes alveolares dos VOCs mais abundantes na respiracdo podem
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mostrar uma polaridade positiva ou negativa, de acordo com o facto de serem de

origem enddgena ou exogena.

A titulo exemplificativo, sdo apresentados os valores dos trés VOCs mais comuns na
respiracdo: acetona, isopreno e metanol. As suas concentracdes medidas ha
respiracdo sdo o resultado de um numero de 20 ciclos de inspiragdo/expiracdo onde
se espera ter sido atingido um patamar. A proporcdo média de concentracdo de
patamar para a concentracdo Unica da respiracdo exalada foi de 1,92 + 0,57 para
isopreno, 1,25 + 0,13 para a acetona e 1,12 + 0,12 para o metanol (média + desvio
padréo) [9].

Centenas de compostos organicos volateis (VOCs) que se formam no organismo,
foram identificados na respiragdo, em concentracdes que variam a partir de partes por
bilido por volume (ppbv) a partes por milhdo por volume (ppmv). Alguns destes sdo
conhecidos como marcadores caracteristicos de doenca. No cerne do conceito de
andlise da respiracdo para o diagnostico médico a ideia de que a concentracdo de
VOCs em gases de respiracdo é um reflexo da concentracdo de VOCs no sangue, € a
concentracdo de VOCs no sangue € um reflexo de processos metabdlicos que
ocorrem no organismo, postula-se que certos estados de doenca irdo dar origem a
actividade metabdlica na qual, por sua vez, leva a um aumento, ou, em alguns casos,
a uma diminuicao dos niveis de diferentes compostos no sangue. A reprodutibilidade
de cinco ensaios consecutivos para dois individuos foi medida e verificou-se estar
dentro de 12% para a acetona, o metanol, acetaldeido e vapor de dgua, mas a menos

de 30% para o isopreno [9].

O efeito da interaccdo das vias aéreas e dindmica do sistema respiratorio e
cardiovascular na amostragem final € muitas vezes uma medida de um sistema num
estado dinamico. Enquanto o equilibrio pode ter sido estabelecido entre a
concentracdo de VOC no sangue arterial e no ar alveolar no final da inspiracdo, este
equilibrio ndo existe mais no momento em que o ar € exalado. Se variacdes
significativas na concentracdo de gas no ar séo artefactos do processo de

amostragem, a utilidade de analise de respiracéo para diagnostico é questionavel.

Adicionalmente, a técnica de Proton Transfer Reaction Mass Spectrometry (PTR-MS)
€ um tipo de espectrometria de massa de ionizagdo quimica na qual a ionizacéo
depende da transferéncia de um protdo de iGes hidrénio (Agua protonada), H;O" a uma
molécula neutra. Os ides H;0" sdo produzidos numa fonte de catodo oco de descarga,

em seguida passam para uma camara de reacgdo em que a amostra de ar a ser
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analisada é introduzida. Aqui, os VOCs neutros da amostra de gas reagem com 0S
iBes H;O". A energia cinética de translacdo de ides na camara de reacgdo pode ser
controlada alterando ou a intensidade do campo eléctrico através dele, ou a pressao
no seu interior. O parametro relevante é E / N, i.e. a razdo entre a intensidade do
campo eléctrico (E) para a densidade de namero total de moléculas (N). Reduzir E/ N
reduz a energia da colisdo, fazendo a fragmentacdo de ides moleculares menos
provavel. No entanto, o aumento de E / N tem o efeito benéfico de reduzir a formacgao
de agua de agregados i6nicos H;O® H,O", (n = 1,2, ..). Isto é especialmente
importante na analise da respiracdo, como os resultados de respiracdo humida que na
formacéo de ides tem mais dgua do que na fragmentacdo de uma amostra de gas

seco [9].
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4 Dispositivo experimental

4.1 Introducéo

Este capitulo é dedicado a descricdo do aparelho utilizado para estudar a
espectroscopia de foto-absor¢cdo de UVV (ultravioleta do vacuo) utilizando radiacdo

sincrotrao.

A radiacdo ultravioleta e visivel €& importante para caracterizar e estudar a
espectroscopia molecular. A energia dos fotbes nessas regides de comprimento de
onda € maior que alguns eV e suficiente para causar excitagdo electronica, em que a
regido do espectro electromagnético, abaixo de 180 nm (> 6,9 eV) é conhecida como

ultravioleta do vacuo (UVV).

4.2 Radiagéo Sincrotréao

A utilizacdo de radiagdo sincrotrdo (SR) no estudo de espectroscopia molecular é
extremamente importante porque € possivel obter radiagdo intensa, coerente e
altamente colimada e altamente polarizada no plano do anel de armazenamento com
alta resolugdo espectral. Esta alta intensidade e ampla faixa espectral quando
combinada com outras propriedades, como alto grau de polarizacdo e colimacao torna
a SR uma ferramenta poderosa para a pesquisa basica e aplicada em fisica, quimica,
biologia e medicina, bem como para encontrar aplicagbes em tecnologias como
litografia de Raios-X, caracterizacdo de materiais e micromecéanica. Nos presentes
estudos, a radiacdo UV utilizada, permite evidenciar caracteristicas préprias das
moléculas fornecendo resultados da espectroscopia do sistema molecular, que inclui
informacé&o sobre a valéncia e os estados de Rydberg. O conhecimento das secc¢bes
eficazes absolutas de foto-absorcdo também é extremamente necessario, se
quisermos avaliar o papel desses sistemas moleculares na atmosfera terrestre onde

podem estar sujeitos a mecanismos de fotolise.

4.2.1 ASTRID radiacao sincrotrdo, Dinamarca

A instalagédo de radiac&o sincrotrdo utilizada para estudar o sistema molecular nesta
tese € 0 ASTRID - feixe de luz UV1 (llustragédo 9.), no ISA — Institute for Storage Ring

Facilities, nas Instalagdes da Universidade de Aarhus, Dinamarca - www.isa.au.dk
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llustracdo 9. Representacdo esquematica do acelerador Sincrotrao

(adaptado de www.isa.au.dk).

Quando um campo magnético é aplicado normal a um feixe de electrdes que viaja a
velocidades relativistas, a deflexdo da sua trajectéria recta ird ocorrer (trajectorias
curvas), perdendo estes alguma energia por efeito de bremsstrahlung e produzindo-se
a emissdo de radiagcdo que neste caso se denomina de sincrotréo (llustracdo 10.). A
radiacdo emitida é extremamente intensa e estende-se segundo uma vasta gama de
comprimentos de onda, desde o infravermelho, visivel, ultravioleta e para as regides
dos Raios-X moles e duros do espectro electromagnético. Em seu modo de
armazenamento de electrbes, o acelerador ASTRID funciona como uma fonte de
radiacdo sincrotrdo (SR), capaz de produzir cerca de 150 mA com tempos de vida de

feixe superiores a 15 horas.
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llustracdo 10. Diagrama esquematico de radiagcéo Sincrotrao.

A linha de feixe UV1 (llustracdo 11.) foi projectada para operar no intervalo de

comprimentos de onda 100 nm a 700 nm (1,8 eV — 12,4 eV), e tem a capacidade de
fornecer um fluxo tipico de 2x10" fotdes s™. Com a finalidade de efectuar estudos

espectroscopicos significativos, é necessario ter a capacidade de seleccionar um Unico
comprimento de onda de radiacdo a partir da propagacao continua de comprimentos

de onda e para tal necessita-se de um monocromador.
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llustracé@o 11. Linha do de feixe de luz UV1.

A linha do feixe UV1, foi a linha onde se realizou o estudo espectroscopico da
molécula de acetona. A radiacdo sincrotrdo produzida no anel de armazenamento
ASTRID, é conduzida ao sistema de fotoabsorcdo UV1 através de dois espelhos
toroidais, um deles actuando como monocromador. A radiagdo UVV passa assim
através de duas janelas de transmissédo, de LiF e CaF,, para uma camara de gas
fechada, com um percurso de absor¢éo de 25 cm de comprimento. A radiacdo UVV é
posteriormente detectada num fotomultiplicador, e a pressdo medida por um sensor do

tipo Baratréo.
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4.2.2 Monocromador UV1

O monocromador foi concebido para proporcionar um elevado fluxo de fotbes com
uma resolucdo moderada (1000 <R <5000) enquanto preserva o elevado grau de
polarizacdo linear da fonte de radiacdo sincrotrdo. A llustragcdo 12 apresenta um
esquema da linha de feixe UV1. A linha de feixe é constituida por dois elementos
Opticos: um pré-espelho toroidal, que fornece focagem vertical e horizontal
independente e uma rede de difrac¢cao toroidal cdncava curva para dispersar a
radiacdo sincrotrdo. S80 necessarias duas redes de difraccdo para cobrir o intervalo
de comprimentos de onda propostos enquanto € mantida resolugéo suficiente (Tabela
3). A largura das fendas de entrada e saida podem ser ajustadas de forma a escolher
diferentes larguras de bandas de fotdes. A fim de manter a focagem correcta na fenda
de saida a medida que a grelha de difrac¢do roda, é necessario fazer a translacdo da
fenda de saida. Esta translagdo é mecanicamente ligada a plataforma experimental
onde a experiéncia € montada, e pode alcancar cerca de 65 cm para a gama de

comprimentos de onda a varrer.

LiF transmssion EBaratron

Toroidal Mowable window pressure gauge
grating ext slits \ / Photo-multiplier
—
% detector
| /
| )

B o

/ Sample chamber

/ and detectors window
Fized
entrance shts < :
synchrotron radiation
Toroidal from ASTEID ring

pre-toitror

llustracdo 12. Diagrama esquematico da linha de Luz UV1.

Tabela 3. Especifica¢des 6pticas da linha UVL1.
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Optica Raio maior Raio menor Area Activa Intervalo de energia de fotGes

(m) (m) (mm?) (nm), (eV)
Primeiro Espelho 3.947 0.3657 120 x 50 -
Rede de difracgéo 1 10 0.7755 40 x 40 700 nm — 200 nm

1000 Linhas/mm (1.8eV-6.2¢eV)

Rede de difraccéo 2 350 nm — 100 nm
2000 Linhas/mm L e AU A (3.5eV—12.4eV)

O monocromador utilizado ao longo desta tese para as experiéncias de alta resolucéo
permite varrer os comprimentos de onda (A) de 110 nm - 350 nm utilizando a grelha 2,
sendo possivel alcancar uma resolucdo de 0,075 nm.

4.2.3 UV1camarade foto - absorgéo

Todas as medicdes de foto-absorcdo de alta resolucdo realizada nesta tese foram
obtidas numa camara de gas fechada, com um percurso de absor¢cdo de 25 cm de
comprimento. A cadmara de absorcdo € uma cruzeta de seis vias disponivel
comercialmente com uma capacidade de ~ 1,2 litros e é mostrada esquematicamente

na llustragédo 13.

Photo-multiplier tube Baratron pressure gauge

(PMT)

o~
/ g
to turbo and rotary
/ p Q ' pumps
N—— g ) v
Lithium fluoride
(LiF) window
/‘ o —
< o (
/ .
/
/

9

Calcium difluoride & O
(CaF,) window ’ QJ /
/ 4 ~
—/ 4
g 3 U
) ® blank Synchrotron radiation light
gasinlet <. flange 100 nm < % < 350 nm

llustracédo 13. A célula foto-absorgéo.
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Um manometro do tipo baratrdo (MKS 390HA - 00001, 1 torr) estda montado na parte
superior da cdmara. No lado lateral, um tubo de aco inoxidavel de % " € ligado a uma
flange DN40 CF para a admisséo de gas através de duas valvulas (Swagelok SS-4H-
TH3 e Nupro SS-4H), por sua vez ligados ao reservatorio de amostra. A cdmara €
evacuada por uma bomba turbomolecular TURBOVAC de 50 litros / s apoiada por uma
bomba rotativa Leybold D49. Os escapes de gases a partir do sistema rotativo estdo
ligados ao sistema central de exaustdo do laboratério. As janelas de transmissdo de
fluoreto de litio (LiF) e de diofluoreto de célcio (CaF,), definem respectivamente a
entrada e saida da célula de foto-absorcao limitando esta Ultima a transmissdo do
feixe de fotdes abaixo de 113 nm . O foto-multiplicador (PMT-Photon Multiplier Tube)
QL30F/RFI é colocado atrds da janela de CaF, para a detecgdo de fotdes.
Um fluxo constante de hélio é mantido entre a janela de saida de CaF, e o PMT para
evitar a absorcdo de oxigénio molecular, o que poderia conduzir a erros na
determinagdo da seccéo eficaz de foto-absorcdo medidos. O aparelho é calibrado
usando O, e SO,. A banda de absor¢cdo Schiman-Runge de O, (6,9 eV - 9,5 eV) [10] é
usada para calibrar o valor da seccdo eficaz absoluta porque a sua natureza ampla
minimiza o efeito de qualquer alteracdo na resolucdo de energia (llustracdo 14). Por
seu lado, o SO, é usado para calibrar a escala de energia, uma vez que tem bandas
de absorcédo claramente definidas com conjuntos de picos de absor¢cdo nas gamas de
3,8a5,1eV[12] e 5,15 eV a 7,25 eV [11] (llustracéo 15).

Na obtencdo dos espectros de foto-absorgdo, € preciso ter grande cuidado para
garantir que ndo ha efeitos de luz de segunda ordem que contribuam com
caracteristicas de absor¢cdo. Os comprimentos de onda minimos e maximos entre as
quais sdo realizadas verificagbes, 113 nm a 320 nm (10,97 eV a 3,88 eV), sdo
determinados pelas janelas de transmissdo da camara de gas e o intervalo de energia
da grelha, respectivamente. A pressao da amostra é medida utilizando um manémetro
do tipo Baratrdo e variada de modo a fornecer o valor maximo de absor¢éo evitando
sempre o0s efeitos de saturagéo. A corrente de feixe anel sincrotrdo é monitorizada ao
longo da recolha de cada espectro uma vez que a corrente que circula no anel de
armazenamento é directamente proporcional a intensidade da radiagdo sincrotrao
produzido e decai lentamente ao longo do tempo. Portanto, a corrente do feixe do anel
central do sincrotrdo é monitorizada através da colecta de cada espectro. O registo
constante da corrente do feixe no anel central permite a normalizacdo a intensidade do

fluxo.
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llustragdo 14. O espectro de foto-absorcdo de O, e SO.,.

424 A andlise de dados

A probabilidade de uma molécula absorver um fotdo caracteriza-se por uma grandeza
denominada de seccéo eficaz de foto-absorgcédo. O espectro da seccédo eficaz de foto-
absorcdo de uma molécula é dependente da energia e pode ser analisado através do
uso da lei de atenuacdo de Beer-Lambert:

I(E) = 1,(E) exp (- n o(E) x) (4.1)
o(E) = In (L(EYIE) Inx  (4.2)

Em que I(E) é a intensidade da radiacdo transmitida através da amostra de gas a
energia E, I,(E) é a intensidade da radiagdo através da camara evacuada a energia E,
n o nimero de densidade molecular do gas de amostra (pV = nRT), 0 (E) a seccéo
eficaz de foto - absorcéo absoluta das moléculas a energia E, e x é o comprimento do
percurso de absorcéo.
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Para obter |, em funcdo do comprimento de onda da radiacao UVV, fizeram-se vérias
medicdes com a camara de foto-absorcdo sem a molécula de acetona. Posteriormente
colocou-se uma quantidade de acetona liquida num baldo onde previamente se
fizeram varios ciclos de aquecimento e arrefecimento para purificar esta amostra. As
medidas de foto-absorcdo foram novamente efectuadas com a amostra de acetona,
tendo-se obtido valores de I, em funcdo dos mesmos comprimento de onda da
radiagdo UVV para l,. Com este conjunto de dados, foram obtidos valores absolutos

da seccéo eficaz de foto-absor¢do, o, para todas as regifes de interesse.
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5 Discusséao e Resultados

Na sequéncia do trabalho de investigacdo desta dissertacdo, estudou-se a
espectroscopia de estados electronicos da molécula de acetona, (CH,)CO. Neste
trabalho sdo apresentados dados quantitativos extensivamente novos, de alta
resolucédo da espectroscopia de estados electrénicos desta molécula. Contudo e dada
a quantidade elevada de informacdo que foi possivel obter desta andlise, e da qual
resultaram duas publicacdes em revistas de circulacdo internacional [13, 14] optou-se
apenas por referir aqui os aspectos mais prementes dos estudos realizados
relativamente ao método de deteccao de compostos que possam servir de marcadores
de uma dada patologia, com especial enfoque para os valores dos limites de deteccao
de compostos organicos volateis, neste caso particular a acetona.

A determinacdo de concentragfes, que mais abaixo indicamos a partir dos valores de
limite de detecc¢do, desta molécula no ar exalado pode dar informacdes quantitativas e
gualitativas de presenca deste composto bem como da sua interligacdo com a
diabetes.

A amostra liquida usada nas medicdes de foto-absorgéo foi adquirida a Sigma-Aldrich,
com uma pureza de 99,8%. As amostras foram sempre desgaseificadas por repetidos

ciclos de aguecimento - arrefecimento (com N, liquido).

A caracterizacdo espectroscopica de estados electronicos da acetona, (CHs),CO, foi
investigada recorrendo a espectroscopia de foto-absor¢cdo UVV (ultra-violeta do vacuo)
no intervalo de energias de 3,0-10,8 eV (llustra¢éo 15.). Em face da elevada resolucao
(~0,075 nm) foi possivel obter uma andlise detalhada das progressfes vibracionais
bem como propor pela primeira vez diversas estruturas de valéncia e de Rydberg [13,
14]. Uma vez que tal andlise detalhada da estrutura electronica esta fora do ambito
desta dissertacdo, ndo faremos qualquer discussdo nesse sentido. Centramo-nos
apenas no método de deteccdo e de medida para obter valores de concentracfes de
acetona que possam servir de marcadores de patologia diabética. Da analise da
llustracdo 15, assinalamos que o0 espectro de foto-absor¢cdo por radiacdo UVV da
acetona apresenta basicamente quatro zonas distintas que podem ser consideradas
para 0 estudo em andlise. Assim, estas bandas de absor¢do localizam-se
aproximadamente entre 4,0 - 5,5; 6,0 — 7,0; 7,5 — 8,5 e de 8,5 — 9,7 eV, sendo que

este ultimo limite corresponde ao valor da energia de ionizacdo mais baixa deste
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composto. Nesta conformidade, numa analise da acetona como marcador, qualquer
destas zonas podera ser utilizada, uma vez que se encontram bem caracterizadas,
assim como sdo conhecidos com precisdo (x5%) os valores absolutos das suas
seccOes eficazes de foto-absorcdo. Recorde-se que cada molécula apresenta um
espectro caracteristico e Unico de foto-absor¢cdo, o qual permite ser utilizado como

“impresséo digital” daquele composto.
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llustracé@o 15. Espectro de foto-absorgéo de elevada resolucéo da acetona por
radiacdo sincrotréo.

Na escala vertical 1 Mb corresponde a 1x107%° m?.

Nas quatro bandas de absorcdo acima identificadas, os valores méaximos de ~ 0,05;
28,9; 66,8 e 43,9 Mb correspondem a energias dos fotbes incidentes de 4,5; 6,4; 8,1;
8,8 eV, respectivamente. Assim, estas regibes podem ser utilizadas para avaliar
concentracdes de acetona de ar exalado, tal como descreveremos abaixo. E
importante referir que na gama de energias de 8,5 — 9,7 eV, Huebner e colaboradores
[15] relataram quatro mecanismos primarios de dissocia¢do importantes com especial
atencao para aqueles que conduzem a producédo de H, CH,CO + CHs;, e CO + 2CHs.
Assim, qualquer tentativa de utilizar esta regido do espectro de foto-absorcdo como
marcador da acetona, podera fornecer uma indicagdo Unica em face dos produtos
dissociativos. Contudo, é importante salientar, que o limite superior (em energia) desta

regido do espectro de foto-absorcéo, 8,5 — 9,7 eV, corresponde ao valor mais baixo de

Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica Outubro 2013 30



Caracterizacdo espectroscopica de acetona como marcador em pacientes diabéticos

ionizacdo da acetona (9,708 eV). Note-se que dos outros compostos presentes na
mistura gasosa de ar exalado, o isopreno (relacionado com os niveis de colesterol)
apresenta uma energia de ionizacéo a cerca de 8,8 eV, que ndo mostramos aqui mas
gue se encontra bem documentado na referéncia [16], e um valor de seccao eficaz de
foto-absorgéo de ~40 Mb, que no caso da acetona ocorre a 9,7 eV e lhe corresponde
um valor de ~44 Mb. Interessante observar que no caso do isopreno, este composto,
apresenta valores tipicos em individuos saudaveis de ppbv — pptv, pelo menos uma a
duas ordens de grandeza abaixo da acetona (0,7 - 1,4 ppmv) [3], 0 que poderia ndo
constituir qualquer limitacdo de que o isopreno pudesse nesta regido de energia
contribuir para mascarar o sinal proveniente da acetona. Uma vez que nas regioes dos
estados (electronicos) i6nicos ha uma densidade consideravel de estados (pela
contribuicdo do continuo da ionizagdo), é preferivel escolher outras regides do
espectro a energias mais baixa onde ndo ocorram contribuigdes tao significativas. Tal
procedimento de escolha de gamas de energia mais baixa é desejavel pois permitira

numa mistura gasosa de ar exalado fazer uma distingdo mais clara entre eles.

O limite de deteccdo de uma dada mistura gasosa pode ser calculado através da
informacédo experimental do valor da seccéo eficaz de foto-absorcao (vd. capitulo do
dispositivo experimental, analise de dados, Lei de Beer-Lambert), o que se traduz no

valor da densidade molecular (Nmin). Assim:

— L = Amin
DL =nyy, = T (5.1)
1 1
Ogbs = Tlni (5.2)
1 1
[MB] « [em] ™ cm3 1Mb = 10% + 10~ 2% cm? = 10 %cm?

onde Anin corresponde ao valor minimo da absorvancia (adimensional) e | € o percurso
ou extensao da absorcéo, que no caso do presente trabalho corresponde a 25 cm (vd.
capitulo do dispositivo experimental).

Discutimos agora as outras regides do espectro de foto-absor¢cdo de UVV da acetona

e 0s respectivos valores de deteccgéo.
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5.1 Regido 7,5-8,5eV

Nesta regido a caracteristica de foto-absorcdo da acetona apresenta a estrutura de
maior intensidade com um valor de 66,8 Mb. Este maximo ocorre para uma energia de
8,1 eV e dada a sua seccéo eficaz tdo significativa no contexto do espectro de UVV.
Contudo, e genericamente falando, notamos que nesta regido a caracteristica de foto-
absorgéo apresenta um conjunto de estruturas sobrepostas que dificultam a definicdo
clara de um pico que possa ser utilizado como marcador (& excepgao de 8,1 eV) bem
como de uma contribuicdo do sinal de fundo que contribui, em média, em cerca de 20%
da intensidade mais significativa. Este sinal resulta claramente da caracteristica de
foto-absorgéo da acetona e correspondera a estados electronicos dissociativos e ndo
a um artefacto no processo de medida. Ndo obstante podermos determinar um valor
para o limite de deteccdo que é para além das ppbv, pelas razdes apontadas, ndo
escolheriamos este intervalo de energias para determinagdo de contribuicbes de

acetona.

5.2 Regido 6,0-7,0eV

Esta regido de energia apresenta basicamente trés caracteristicas de fotoabsorcéo
extremamente bem definidas e sem contribuicdo de outras estruturas e/ou sinal de
fundo. O maximo local de 28,9 Mb a ~ 6,4 eV pode ser utilizado como um indicador de
concentracdes de acetona até um limite de deteccdo de 0,53 ppbv. Refira-se que
nesta gama de energias, os processos de fotodissociacdo conduzem a estados
electrénicos excitados da acetona, (CH3),CO" que rapidamente podem dissociar em
2CH;3 + CO com um rendimento quéntico de 1,0 para a producédo de CO a 6,7 eV. Tal
producdo de CO podera mascarar o real valor da concentracdo deste gas (CO) em ar
exalado se se pretender utilizar a técnica de foto-absor¢do por radiacdo sincrotrdo
para aferir da natureza de patologias associadas ao monéxido de carbono em especial

em doentes que também apresentem niveis elevados de acetona.

5.3 Regido 4,0-55eV

Esta zona de energia do espectro de foto-absorcéo por radiacédo sincrotrdo da acetona,
apresenta os valores mais baixo de seccao eficaz na gama do UVV. A estrutura que
se observa na llustracdo 15 apresenta uma caracteristica Unica e bastante alargada
em termos do intervalo de energias em que se manifesta, i.e. tipicamente de 3,8 a 5,4

eV. Observamos assim um maximo de 0,05 Mb a 4,5 eV. Valores tdo baixos na
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seccgdo eficaz de foto-absorcéo significam que os limites de deteccdo da acetona séo
da ordem de 0,87 ppmv.
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6 Comparacao dos limites de deteccdo dos niveis de acetona

Das diferentes gamas de valores para limites de deteccdo de acetona apresentados
anteriormente, i.e. tipicamente de 0,53 ppbv — 0,87 ppmv, foi possivel compara-los
com os Unicos dados disponiveis na literatura através de espectroscopia laser de
cavidade ressonante CRDS (Cavity RingDown Spectrsocopy) [17]. Recentemente,
Sahay e colaboradores [18] realizaram medidas exaustivas de concentracdo de
compostos organicos volateis, nomeadamante acetona e isopreno, através de CRDS
utilizando uma fonte de radiagdo UV de 266 nm (~ 4,7 eV) com uma poténcia por
pulso de 1-3 pJ. Neste estudo, estes autores reportam um valor da secgéo eficaz de
foto-absor¢gdo de com comprimento de onda de 0,0045 Mb e os valores de detecgéo
para a acetona variam de 0,24 ppmv a 1,33 ppmv. Numa analise comparativa com 0s
resultados de presente trabalho com radiagéo sincrotrédo a 4,5 eV, obtemos um valor
de 0,05 Mb e uma deteccdo de 0,87 ppmv, verificando assim que a diferenca dos
nossos resultados para os de Sahay e colaboradores € de cerca de 4 vezes no limite
de deteccdo. Contudo, a ordem de grandeza da nossa deteccdo esta de acordo com
agueles autores, ndo obstante o valor da seccdo eficaz deles ser pelo menos uma
ordem de grandeza abaixo da nossa. Tal podera ser devido ao processo de calibracao
do dispositivo de CRDS para concentracbes tdo baixas, tal como referido na sua

publicacéo [18].

Uma analise mais cuidada dos resultados apresentados nas seccfes anteriores,
revelam a flexibilidade da técnica de radiacdo sincrotrdo para aferir dos limites de
deteccdo de VOCs noutras gamas de energia. Assim, a regido de 6,0 — 7,0 eV
apresenta a vantagem de podermos utilizar esta gama de energias para determinar
concentracdes de acetona mais baixas, cujo limite de deteccao determinamos ser de
0,53 ppbv. De qualquer modo houve o cuidado de referir a desvantagem da utilizacéo
desta regido (6,0 — 7,0 eV) em face dos mecanismos reaccionais que decorrem da
decomposicdo da acetona maioritariamente na producdo de CO. Parece claro que tal
limitacdo apenas esta dependente se o0 paciente em causa padecer de outra patologia
ou apresentar niveis tdo elevados de CO no ar exalado. Uma consulta ao site da
internet do Instituto Portugués da Qualidade relativamente a medi¢cdo do mondxido de
carbono (CO) no ar exalado [19], revela que as concentragfes tipicas deste gas
(relacionado com a carboxi-hemoglobina presente no sangue), podem ser utilizadas

como um forte indicador da exposicdo ao mondxido de carbono, permitindo assim
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avaliar se houve inalacdo de fumo de tabaco nas ultimas hora. O valores tipicos
variam de < 6 ppmv para ndo fumadores, passando por 6 a 10 ppmv para fumadores
ligeiros até 10 a 20 ppmv para fumadores. Contudo estes valores, carecem sempre de
validade médica como indicadores directos de patologia que estdo dependentes de
diversos factores como o0 sexo, a idade, hébitos alimentares e outros, bem como

outras patologias.

No que diz respeito as outras regides, apresentdmos os valores tipicos e as limitacdes
e/ou desvantagens nessa gamas de energia. Lamentavelmente ndo dispomos de
quaisquer dados na literatura com que possamos comparar estes valores. Assim, em
suma, e dadas as limitacbes apresentadas nas diversas gamas de energia, parece-
nos que é desejavel recomendar a regido de 4,0 a 5,5 eV como a mais adequada para

ser utilizada como marcador de niveis de acetona em ar exalado.

Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica Outubro 2013 35



Caracterizacdo espectroscopica de acetona como marcador em pacientes diabéticos

7 Conclusodes

O objectivo deste estudo foi explorar o espectro de foto-absor¢cdo de um conhecido
biomarcador da respiragdo, a acetona (2- propanona) que esta relacionada com
concentracdes de glicose no sangue, numa vasta gama de energias (3,0 — 10,8 eV) e
em especial comparar os valores da sua seccao eficaz em torno de 266 nm (~ 4,7 eV)
com 0s que se encontram disponiveis na literatura. A partir destes valores foi possivel

determinar experimentalmente os limites de detecg&o para este composto.

A concentracdo de acetona em ar exalado de pacientes saudaveis varia tipicamente
de 0,1 — 2,7 ppmv [20]. O valor da seccéo eficaz de foto-absorcéo a 266 nm (~ 4,7 eV)
utilizado por Wang e Mbi [21] e recentemente por Sahay et colaboradores [18], tem
permitido obter um limite de deteccdo de 0,24 ppmv. No entanto, como estes autores
referiram, ha varias limitacdes decorrentes do método de calibragdo dos seus aprelhos
de CRDS neste comprimento de onda (266 nm), especialmente porque o limite de
detecgdo € inferior & concentracdo média de acetona no ar exalado de individuos
saudaveis. Neste trabalho, os valores de 0,53 ppbv — 0,87 ppmv foram determinados
como limites de detec¢do da acetona por radiagdo UVV nas diferentes gamas de
energia no espectro de foto-absorcdo de 3,0-10,8 eV. O limite inferior determinado
permite uma afericdo das concentragcbes de acetona em ar exalado com uma

sensibilidade maior do que a proposta pelo método de CRDS.

Com os resultados apresentados neste estudo, ficou claro que ndo estamos limitados
apenas a um unico valor de energia para determinagcdo da concentragdo de acetona
em ar exalado de pacientes com patologia diabética, contudo, ndo podemos descurar
as limitagbes que decorrem de utilizar as diversas regides de energia onde até o valor

da seccéo eficaz de foto-absorgéo € maior, tal como foi discutido anteriormente.

Por conseguinte, com a presente ampla gama de energia (3,7 — 10,8 eV) e a
possibilidade de futuras unidades médicas em estreita ligacdo e proximidade com
instalagBes de radiagéo sincrotrdo, devera ser possivel a utilizacdo de radiagdo UVV
para rastrear concentracbes de acetona em pacientes e aferir da correlacdo destas
concentragcdes com a patologia diabética. Uma vez que a acetona é um marcador
metabdlico bastante importante em meio fisiologico (também na respiracdo humana) e
conhecimento das suas concentragdes ser de extrema relevancia do ponto de vista do

diagnodstico da diabetes, acreditamos que os dados apresentados nesta tese bem

Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica Outubro 2013 36



Caracterizacdo espectroscopica de acetona como marcador em pacientes diabéticos

como 0s métodos de deteccdo, possam ser utilizados como alternativa num

procedimento de calibra¢do para a comunidade clinica.
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8 Trabalho futuro

Uma das aplicacdes imediatas dos resultados deste trabalho seria a de encontrar uma
amostra de individuos saudaveis e com patologia diabética em diferentes estagios, i.e.
com niveis diferentes de acetona e severidade da doenca, e estudar de forma
cuidadosa e exaustiva os resultados da caracterizacéo espectroscopica do ar exalado.
Uma amostra suficientemente elevada, com critérios bem definidos de agrupar esses
individuos em diversas classes e tipologias, tais como sexo, idade, habitos alimentares,
localizacdo geogréfica da sua residéncia e outros, permitiria avaliar do grau de
fiabilidade da técnica ndo evasiva de monitorizacdo dos niveis de acetona (por

radiagdo UVV) e sua correlagcdo com a diabetes.

Tal como referido no capitulo 2, ha uma variedade muito significativa de compostos
organicos volateis enddégenos presentes no ar exalado que podem ser utilizados como
marcadores de diversas patologias. Assim 0s proximos estudos poderiam incluir o
isopreno, uma vez que para este composto ha alguns dados disponiveis na literatura o
que desta forma permitiria a comparacdo com os estudos de foto-absor¢cdo UVV por
radiagdo sincrotrdo. Outros elementos que também despertaram a nossa curiosidade
sdo os compostos que contém enxofre (e.g. (CHs),S), muito relacionados com a
disfuncéo hepatica, hidrocarbonetos metilados associados a neoplasia do pulméo e
mama e compostos contendo azoto (e.g. amoniaco, NHj3) relacionados com disfuncéo

renal e uremia.
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