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Resumo

Resumo

As anadlises ao ar exalado assumem cada vez uma maior importancia como meio de
diagnostico ndo invasivo. O ar exalado encerra informacdes acerca do estado metabdlico de
cada pessoa, em particular, acerca das doengas, nutricio e medicacdo. Cada vez sdo em
maior nidmero os compostos encontrados na respiragdo humana com ligacdo a estados
fisiologicos. A matriz respiratéria, de carater mais simples que a matriz sanguinea e urinaria, é
composta por gases inorganicos, substancias nao volateis e compostos organicos volateis
(VOCs). As concentragfes individuais de cada VOC séo na gama das partes por milhdo (ppm)
a partes por trilido (ppt), pelo que a sua detecao exige a utilizacdo de uma técnica analitica com
elevada sensibilidade.

Este trabalho experimental teve como objetivo principal analisar os compostos organicos
volateis em doentes renais. Neste sentido, analisou-se o ar exalado de doentes em
hemodialise, antes e apds o tratamento. Realizaram-se, também, analises ao ar exalado de
doentes em estadios intermédios da doenca renal crénica (DRC3 e DRC4), a fim de verificar a
existéncia de um padrdo evolutivo através da andlise ao ar exalado. Para tal utilizou-se o
BreathSpec®, uma técnica analitica ndo invasiva e de elevada sensibilidade, cujo principio
fisico de funcionamento é a espetrometria de mobilidade i6énica acoplada a uma coluna
multicapilar (MCC-IMS).

Este trabalho foi realizado em colaboracdo com a Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade Nova de Lisboa (FCT/UNL), NMT,S.A. e o servico de Nefrologia do Hospital
Garcia de Orta.

Futuramente, pretende-se que esta técnica seja utilizada como meio de diagnostico
precoce da doenca renal, bem como, nos casos de pacientes em estadio final da doenca,

avaliar a eficacia da hemodialise.

Palavras-chave: VOCs, MCC — IMS, insuficiéncia renal, nefrologia, ar exalado.
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Abstract

Abstract

Currently, exhaled air analysis assumes an increasing importance as a means of
noninvasive diagnosis. Exhaled air contains information about the metabolic state of each
person, in particular regarding diseases, nutrition and medication. There are increasingly more
compounds found in human breath related to physiological states. The respiratory matrix is
simpler than the blood and urine matrix and consists of inorganic gases, non-volatile
substances and volatile organic compounds (VOCs). The individual concentrations of each
VOC are in the range of parts per million (ppm) to parts per trillion (ppt), so their detection
requires the use of an analytical technique with high sensitivity.

This experimental study aimed to analyze the volatile organic compounds in patients with
kidney diseases. Accordingly, exhaled air of patients undergoing hemodialysis was analyzed
before and after treatment. Exhaled air analysis of patients at intermediate stages of chronic
kidney disease (CKD3 and CKD4) was performed in order to verify the existence of an
evolutionary pattern. In this sense the BreathSpec® was used as a noninvasive and highly
sensitive analytical technique, whose physical principle of operation is the ion mobility
spectrometry coupled with a multicapilar column (MCC-IMS).

This study was performed in collaboration with the “Faculdade de Ciéncias e Tecnologia -
Universidade Nova de Lisboa (FCT/UNL)”, “NMT, S.A.”and the service of nephrology of
“Hospital Garcia de Orta”.

In the future, it is intended that this technique is used as a means of early diagnosis of renal
disease and to evaluate the effectiveness of the hemodialysis program in patients at the end

stages of the disease.

Keywords: VOCs, MCC-IMS, renal failure, nephrology, breath analysis.
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m Introducéo

Nos ultimos tempos, os avancos no campo da medicina tém sido inUmeros, sendo visiveis
no aperfeicoamento de técnicas, nos materiais utilizados, nos recursos disponiveis. Estes
avancos refletem-se na esperanca média de vida, que é hoje muito superior a verificada
poucos anos atras [1]. Esta tentativa de melhorar a condicdo humana néo cessara, havendo
um aumento de técnicas que possibilitem uma melhoria da qualidade de vida. Neste sentido, a
melhoria pode passar por uma detecdo precoce de patologias. A dete¢do precoce esta
associada, regra geral, um aumento da probabilidade de sobrevivéncia a certa patologia. Deste
modo, é de importancia extrema desenvolver métodos que permitam a detecdo precoce de
doencgas, sendo, ainda mais benéfica a detecdo daquelas cuja incidéncia se faca sentir em
grande escala.

A insuficiéncia renal tem uma incidéncia estimada em 8 — 16% da populacdo mundial [2],
afetando mais de 10% de europeus [3,4]. O estudo Global Burden of Disease (2010),
demonstra que a incidéncia da doenca estd em crescimento, apresentando a doenca
posicionada em 27° lugar no que respeita a taxa de mortalidade, em 1990, mas subindo para o
18° lugar em 2010. Este aumento da taxa de mortalidade é preocupante e faz-se acompanhar
de um aumento da incidéncia e prevaléncia em estadios avancados e irreversiveis da doenga
[2]. No estadio final da doenca é necessario o recurso a didlise ou transplante, implicando
elevados consumos de tempo, dinheiro e de recursos de saude [3].

A demografia associada a pessoas com insuficiéncia renal é de grande amplitude em todo
0 mundo, existindo uma ampla variagdo na média de idades dos doentes que sofrem da
doencga, quer se considere o estadio final ou um mais intermédio [2].

A insuficiéncia renal crénica é caracterizada por 5 estadios de progressdo que tém por
base a capacidade de filtrar do rim [5]. Esta classificacéo foi introduzida em 2002 pela National
Kidney Foundation [5,6] sendo, que no primeiro estadio, o nivel de funcdo renal encontra-se
pouco afetado, contrariamente ao verificado no estadio 5 onde ocorre faléncia renal. Estes
estadios sdo determinados tendo por base a presencga de afecdes renais e a taxa de filtragédo
glomerular (TFG), que € uma medida do nivel da fungédo renal [5].

Em Portugal, estima-se que cerca de 800 mil portugueses sofram desta doenc¢a. Dados do
Registo da Sociedade Portuguesa de Nefrologia (SPN) revelam que existiam em 2011, no
estadio 5, cerca de 17000 doentes em tratamento de substituicdo da funcdo renal. Destes,
cerca de 11000 encontravam-se a realizar dialise e cerca de 7000 eram transplantados renais
[4]. Todos os anos surgem mais de dois mil novos casos de doentes com insuficiéncia renal
cronica terminal [7]. A doenca apresenta uma progresséo silenciosa e com poucos sintomas

iniciais, o que leva a uma despreocupacéo geral dos cuidados a ter com a salde renal, sendo
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sentido o agravamento dos sintomas em fases mais avancadas da mesma [7,8]. Uma
identificacdo precoce da insuficiéncia renal desacelera a sua progresséo e reduz o risco de
morbilidade e mortalidade cardiovascular [2]. A sintomatologia tardia da doenca reflete,
novamente, a necessidade de existéncia de um método de detecdo precoce da mesma. A
prevencdo da doenca cronica renal e das suas complicagBes pode fazer-se por meio da
consciencializacao e do uso de métodos precisos para o diagnéstico em tempo util [2].

Num caso de faléncia renal, o doente tem de realizar tratamento de dialise. Em Portugal, o
“preco compreensivo” €, desde Agosto de 2011, de 470,09 € por doente e por semana [9]. Este
valor é superior nas regides de saude de Lishoa e Vale do Tejo e Norte, uma vez que existe um
namero mais elevado de doentes em tratamento. No total, em 2010, os encargos com a
hemodialise representaram 33% dos encargos do Sector Convencionado da Saudde (SCS) [10].

Convencionalmente, a detecdo da doenca é feita com recurso a exames simples de
proteina na urina ou realizando um exame de sangue para medir o nivel de creatinina, para
posterior calculo da TFG, como referido anteriormente [5]. De forma mais genérica, a medicina
moderna € baseada na andlise de sangue, de urina, do fluido e tecido corporal como meios
auxiliares de identificacdo de patologias. Recentemente, tem surgido como ferramenta
adicional de diagnéstico a analise do ar exalado, Gtil na identificagdo de compostos volateis. As
analises ao ar exalado apresentam grandes vantagens uma vez que se tratam de recolhas
ndo-invasivas e de amostra de facil obtengdo. A presenca de gases ou metabolitos volateis no
ar exalado tem sido associada a diversas patologias, como é o caso das doencas renais [11].

Existem inUmeras técnicas que permitem a andlise do ar exalado, entre as quais se
destaca a técnica de espectrometria de mobilidade iénica (IMS). Desde as primeiras aplicacfes
analiticas desta técnica decorreram ja, aproximadamente, 100 anos, tendo sido amplamente
utilizada na detecdo de agentes de guerra quimica, de drogas, explosivos, poluentes
ambientais bem como para aplicacBes no ambito de monitoramento do trabalho [12].A elevada
sensibilidade deste método, aliada a rapidez e ao baixo custo de andlise, tornam a técnica
atrativa para aplicagdo noutras areas, como é o caso da medicina. Quando combinada com
uma coluna multicapilar (MCC-IMS), obtém-se melhores informac¢des de misturas complexas
em analise e anulam-se possiveis efeitos negativos da humidade [13].

Neste sentido, o presente trabalho assume como objetivo principal dar um contributo para o
diagnéstico precoce da insuficiéncia renal, mais concretamente estabelecer um conjunto de
compostos caracteristicos das doencgas renais e que podem ser identificados numa analise ao
ar exalado. Pretende-se, igualmente, estudar a possivel monitorizacdo da eficacia do
tratamento de hemodidlise através das analises ao ar exalado. Este trabalho surge na
sequéncia de um estudo do tipo prova de conceito realizado por Ricardo Alves, aquando da
realizacdo da dissertacdo de mestrado, nesta mesma instituicdo (2012). Tal como
anteriormente aconteceu, o trabalho foi realizado em colaboragcdo com a empresa NMT —
Tecnologia, Inovagdo e Consultadoria, SA e com o Hospital Garcia de Orta. A recolha das
amostras teve lugar no servico de Nefrologia do Hospital Garcia de Orta, utilizando-se o

equipamento BreathSpec®.
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No decurso deste estudo foi realizado um workshop tedrico-pratico denominado: “Medical
application of IMS technology for Health”. Foi também submetido um poster para o Breath
Analysis Summit 2013, intitulado “Breath Analysis in Nephrology”.

O trabalho encontra-se estruturado em 6 capitulos. No capitulo 2 é feita uma pequena
introducdo tedrica as andlises ao ar exalado, sendo abordada a sua utilizagdo como meio de
diagnéstico médico e respetivas vantagens. Ainda neste capitulo, é feita uma descricdo da
morfologia renal, abordando as patologias associadas ao sistema urinario bem como o
tratamento por hemodialise, destacando o panorama de Portugal no que se refere ao assunto.
No capitulo 3 é feita uma abordagem geral a técnica de espetrometria de mobilidade iénica,
apresentando os aspetos descritivos do principio de funcionamento, caracteristicas e conceitos
tedricos subjacentes a mesma. A descricdo dos materiais usados e da metodologia de
aquisicdo dos dados é apresentada no capitulo 4. No capitulo 5 apresentam-se os resultados
obtidos, sendo realizada uma andlise estatistica e comparativa dos mesmos, com o intuito de
interpretar e relacionar as situacées encontradas. Por ultimo, no capitulo 6 expdem-se as
conclusBes finais e ainda propostas de melhoramento do trabalho realizado bem como
perspetivas futuras para a continuagéo do estudo.
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m Conceitos Tedricos

No processo de metabolizacdo dos nutrientes, pelas células do corpo, produzem-se
residuos como diéxido de carbono e agua. O catabolismo das proteinas produz impurezas
nitrogenadas toxicas, como a ureia e a aménia. Para além destas impurezas, no n0Sso corpo
ocorre ainda uma acumulacdo em excesso de ides essenciais. Estes materiais toxicos e os
materiais essenciais em excesso tém de ser eliminados a fim de se manter a homeostase.
Neste sentido, o sistema urinario apresenta como principal funcdo auxiliar na homeostase,
controlando a composicdo e o volume do sangue, através da remocgdo e introducdo de
quantidades de 4gua e solutos [14]. Do sistema fazem parte dois rins, dois ureteres que fazem
o transporte da urina dos rins para a bexiga, uma bexiga urinaria e uma uretra que transporta a

urina da bexiga para o exterior do corpo [14,15].

2.1 Osrins easuafuncéo
A figura 2.1 mostra um diagrama da anatomia de um rim.

Artéria

Artériaarqueada interlobular

Nefronio Piramide medular

Artéria segmentar

Medula
externa
- Medula
Arteria interna
renal
Papilarenal
Hilo 4
renal
Pélvis renal ou bacinete Calicemenor
Calice maior
Capsularenal — Cortex

Ureter

Figura 2.1 - Vista anatdmica do rim. Retirada de [16].

Os rins sdo 6rgdos pares responsaveis pela execugdo de varias fungdes. Estes sao

uma parte essencial do sistema urinario, participando em muitas fungdes homeostaticas [16].
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Os rins apresentam um contorno visualmente semelhante a feijdes com uma dimensédo
semelhante a uma méo fechada, apresentando cerca de 10 cm de comprimento, 5 cm de
largura e 4 cm de espessura [17]. Num adulto, o peso de cada rim é de cerca de 150 g.
Embora possuam um tamanho relativamente pequeno, estes recebem cerca de 20% do débito
cardiaco [16] [17]. Relativamente a sua constituicdo, o rim encontra-se dividido em duas
regides: uma parte externa designada por cortex e uma parte interna designada de medula. O
cortex, tipicamente de coloracdo castanho avermelhado, apresenta aparéncia granulada. A
medula possui cor clara e tem uma aparéncia estriada [16].

A unidade histoldgica e funcional basica do rim é o nefrénio, havendo em cada rim cerca
de um milhdo de nefrénios, medindo a maioria destes cerca de 50-55 mm [15] [16] [18]. Cada
nefrénio encontra-se dividido em dois componentes principais: o corpusculo renal, onde o
plasma sanguineo é filtrado, e o tdbulo renal, no qual o filtrado passa. O corpusculo renal é
uma rede de capilares, o glomérulo, que se encontra rodeado pela Capsula de Bowman. O
tubulo renal encontra-se segmentado, fazendo parte deste o tubo contornado proximal, a ansa
de Henle e o tubo contornado distal [14] [15] [16]. Os nefrénios, relativamente a posicao
ocupada, sdo designados de justamedulares ou corticais. Os justamedulares apenas
representam 15% da totalidade dos nefrénios e tém os corpusculos renais localizados juntos a
medula, apresentando ansas de Henle bastante profundas que perfuram a mesma. Os corticais
ndo apresentam uma ansa de Henle que perfure a zona medular, sendo esta a principal

caracteristica diferenciadora entre ambos [15].

2.2 Patologias Renais

As alteracdes nos vasos sanguineos renais, com redu¢cdo do débito renal, levam a uma
constante diminuicdo do tamanho dos rins. Estas alteracdes tém inicio por volta dos 20 anos,
perdurando para o resto da vida. A quantidade de sangue que circula nos rins diminui, a partir
desta idade, cerca de 10% a cada 10 anos. Verifica-se uma diminuicdo das capacidades de
secrecdo e absorcdo e consequentemente nefronios inteiros deixam de funcionar. A fungéo
renal fica debilitada e a capacidade de eliminacao do sangue relativa ao &cido drico, a ureia, a
creatinina e as toxinas fica comprometida. As alteragbes renais relacionadas com o
envelhecimento provocam diminuicbes na capacidade de reserva do rim, levando a que
doencas como diabetes ou hipertenséo arterial produzam mais efeitos adversos nos rins dos
idosos [15].

Os sinais e sintomas relacionados com a doenga renal e urinaria sdo diversos e, por
vezes, pouco especificos [18]. Os danos renais podem resultar de infecdes, alergias, defeitos
congénitos, pedras nos rins, tumores [19] que, por sua vez, resultam em doencas, destacando-
se, para o presente estudo, a Insuficiéncia Renal [15].

A gravidade da insuficiéncia renal é avaliada por estadios. Em 2002, a National Kidney
Foundation dividiu a progressédo da doengca em 5 estadios, como se pode ver na tabela 2.1.

Esta separacdo dos estadios é determinado pelo valor da taxa de filtracdo glomerular (TFG ou
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GFR, do inglés Glomerular Filtration Rate) [5,20]. O célculo do valor da TFG tem em conta a
concentracdo da creatinina e algumas variaveis como idade, sexo, peso corporal e raca [20].
Uma caracteristica da doenca prende-se com a fraca sintomatologia mesmo num estadio
moderadamente grave, levando a que o doente procure ajuda médica ja num estado de
progresséo bastante elevado [18].

Tabela 2.1 — Estadios de progressdo da doenca crénica renal. Adaptada de [20].

1 Leséo renal com TFG normal >90
2 Leséo renal com leve reducdo da TFG 60-89
3 Reducdo moderada da TFG 30-59
4 Reducéo grave da TFG 15-29
5 Faléncia renal <15 ou dialise

A insuficiéncia renal aguda (IRA) caracteriza-se por uma rapida deterioragdo da fungéo
renal, durante um curto periodo de tempo (horas ou dias). Esta patologia €, normalmente,
acompanhada de oliguria/aniria (passagem de urina diaria inferior a 500 ml), no entanto, o
melhor indicador é o rapido decréscimo na taxa de filtracdo glomerular, levando a retencéo do
nitrogénio. A IRA pode ter reincidéncias, podendo assim ser indicativa de um estado pré-
existente de insuficiéncia renal cronica estavel. De notar que é vital distinguir entre estas duas
possibilidades de diagnéstico [18].

A insuficiéncia renal crénica (IRC) pode resultar de qualquer causa de doenca do
parénquima renal [18], fazendo acompanhar-se de uma diminuicdo progressiva e,
frequentemente irreversivel na taxa de filtracdo glomerular [15]. A TFG num adulto normal é de
cerca de 125 ml/min, sendo esta a quantidade de filtrado que se forma em ambos os rins a
cada minuto. E importante que este valor se mantenha constante de forma a manter a
homeostase da filtracdo glomerular. Um aumento no valor da TFG indica uma passagem rapida
de substancias através dos nefrénios, ndo ocorrendo reabsor¢éo, sendo expelidas como parte
da urina. Contrariamente, se a TFG apresenta um valor muito baixo, o filtrado é reabsorvido
guase na totalidade, ndo estando os rins a exercer o seu papel de eliminagdo de residuos
corretamente [14].

A maioria dos sinais e sintomas de insuficiéncia renal podem ser aliviados recorrendo-se
a didlise. Existem dois métodos de didlise amplamente utilizados para tratar pacientes com

faléncia renal irreversivel (estadio 5), sendo eles a dialise peritoneal e a hemodialise [16].
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2.3 Didlise

Na presenca de insuficiéncia renal terminal os rins encontram-se debilitados, estando
privados da sua capacidade de excrecdo de impurezas, e de regulacdo do pH, bem como da
regulacéo de eletrélitos e agua no plasma, devendo, o sangue, ser filtrado por meios artificiais
[14]. A dialise baseia-se na colocacao de um volume artificial elevado de fluido (dialisado) em
estreita proximidade com um elevado volume de sangue do paciente, verificando-se separagéo
entre os dois devido a colocacdo de uma membrana semipermeavel [18].

Como ja foi dito anteriormente, as funcdes de excrecdo desempenhadas pelos rins podem
se executadas artificialmente recorrendo-se a hemodialise ou a dialise peritoneal [14,15].

Na hemodialise, o principio de funcionamento baseia-se em fazer circular o sangue por
tubos constituidos por membranas seletivamente permeaveis [14,15]. Estes tubos encontram-
se rodeados por um liquido que apresenta uma concentracdo de solutos semelhante ao
plasma, excetuando-se os produtos da degradacao metabdlica. Desta forma, origina-se um
gradiente de difus@o para estes produtos entre o sangue e o liquido de didlise, denominado
dialisante. Os poros de reduzida dimens&o da membrana da dialise impossibilitam a passagem
de proteinas plasmaticas e, uma vez que, o dialisante contém os mesmos solutos uteis que o
plasma, o0 movimento destas substancias é nulo [15]. O dialisado é substituido continuamente a
fim de manter os gradientes de concentra¢gfes favoraveis entre a solucdo e o sangue [14]. O
dialisante ndo contém produtos da degradacdo metabdlica, levando a uma rapida difusao
destes do sangue para o dialisante. Normalmente o sangue é retirado do organismo através de
uma artéria, e reentra no mesmo por uma veia [15]. Ao remover as impurezas do sangue, a
membrana de dialise realiza umas das principais fun¢des dos rins, havendo necessidade de se
realizar este procedimento, em média, trés vezes por semana [14,18].

Na dialise peritoneal, o dialisado é introduzido através de um tubo flexivel dentro da
cavidade peritoneal, e o proprio peritoneu atua como uma membrana semipermeavel. Quando
ocorre o equilibrio quimico, verifica-se a substituicdo do dialisado por fluido novo. A principal
vantagem desta técnica reside na possibilidade do doente a poder realizar em casa, evitando a
deslocacao a um centro de hemodialise [18], trés vezes por semana, sem necessidade de ficar

ligado a uma maquina para purificar o sangue [7].

2.4 Dialise em Portugal

Portugal apresenta uma das taxas mais elevadas de doentes renais do mundo [8],
estimando-se que cerca de 14 mil pessoas sofram de insuficiéncia renal crénica, havendo
cerca de 10 mil doentes a realizar a pratica de didlise [21].

No ano de 2012, verificou-se um abrandamento da incidéncia global de insuficiéncia
cronica renal em doentes no estadio 5 e que iniciaram o tratamento de substituicdo renal,
quando comparando com anos precedentes. No entanto, confirma-se um aumento na

prevaléncia da doenca, de forma mais acentuada na didlise peritoneal [22].
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Figura 2.2 — Evolugdo do numero de doentes a realizar a pratica de dialise no intervalo de anos de 2007

a 2012. A: Doentes em Hemodialise. B: Doentes em Didlise Peritoneal [22].

Em Portugal, um doente em hemodialise custa entre 450 e 470 euros por semana ao
Estado, perfazendo, num més uma média de 1900 euros. Num ano, a fatura total gasta nesta

area ascende os 290 milhGes de euros [23,21].

2.5 Analise do ar exalado

O reconhecimento das potencialidades das andlises ao ar exalado como meio de
diagnéstico deu-se héd ja muitos séculos, mas a primeira publicacdo de uma analise quantitativa
s6 ocorreu em 1784 quando Lavoisier analisou diéxido de carbono na respiracéo [24,25]. As
analises modernas ao ar exalado iniciaram-se em 1970 com a descoberta de 200 compostos
diferentes presentes na respiracao, utilizando-se a técnica de cromatografia gasosa [26].

As analises ao ar exalado tém atraido um aumento de interesse como meio de
diagnéstico ndo invasivo [11,24,27,28]. Outras caracteristicas como a facil obtencdo da
amostra bem como a possibilidade de monitoramento frequente s@o atributos que conferem
vantagem a técnica [11,29,28].

O ar exalado encerra informagBes acerca do estado metabdlico, destacando-se
informacdes sobre doencas, medicacao, nutricdo, higiene oral [13]. Os compostos encontrados
na respiracao humana com ligagdo a estados fisioldgicos surgem cada vez em maior namero.
Destes compostos destacam-se a acetona, fortemente ligada a patologia de diabetes [24,29], e
a amonia que estd relacionada com disfuncfes a nivel do figado e/ou rins [24]. Para além
destes, a composi¢cao do ar exalado ja revelou conter informacdes importantes para pacientes
com asma, insuficiéncia renal e hepética, cancro pulmonar, doenca pulmonar obstrutiva crénica
ou distarbios metabdlicos. Também o estado de stress oxidativo pode ser alvo de andlise
através da monitorizacdo dos produtos volateis, provenientes da peroxidacdo lipidica,
presentes no ar exalado [28]. Na tabela 2.2 sdo apresentados alguns dos principais compostos
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organicos volateis (frequentemente designados como VOCs, do inglés volatile organic

compounds) com a respetiva patologia a qual se associam.

Tabela 2.2 — Tabela que contém os principais VOCs e a patologia a qual estdo associados.

VOCs Patologia Ref.
Etano e pentano Peroxidacao lipidica [30], [31], [32]
Isopreno Metabolismo do colesterol [31], [33], [32]
Acetona Diabetes [30], [31], [34], [33]
Hidrocarbonetos metilados Cancro do pulmao ou figado [31]
Oxido Nitrico Doencas pulmonares (asma, [30], [32]

doenca pulmonar obstrutiva

cronica, fibrose cistica)

Compostos com enxofre Insuficiéncia hepatica [31], [32]

Compostos com azoto (aménia, | Insuficiéncia renal ou Insuficiéncia [35], [24], [31], [32],

dimetilamina, trimetilamina) hepatica [36]

A matriz respiratéria é altamente complexa, contendo gases inorganicos (por exemplo,
NO e CO,), algumas substancias ndo volateis e compostos organicos volateis (por exemplo,
isopreno e acetona) [29]. No que se refere aos VOCs foi verificada a existéncia de mais de
1000 tracos destes compostos [24,26]. Apesar da complexidade da matriz respiratoria, se
comparada a outras matrizes biolégicas, como o sangue e urina, esta é de carater mais
simples [37,29]. Em média, na respiracéo exalada humana estao presentes 78,6% de azoto,
16% de oxigénio, 4,5% de dioxido de carbono e 0,9% sao gases inertes e VOCs [24]. No que
respeita 0s 0,9% de ar que representa 0s gases inertes e os VOCs, as concentra¢cdes de gases
individuais sdo na gama das partes por milhdo (ppm) a partes por trilido (ppt) [11,24]. Os VOCs
podem ter origem enddgena ou exdgena, pelo que uma andlise detalhada destes compostos
pode fornecer um perfil respiratério do estado fisiolégico [11,38,29]. Este perfil respiratorio pode
ser usado para obter informacdes sobre o estado de salde atual, tendo potencial de prever
resultados futuros [29,25].

As analises ao ar exalado sdo baseadas no equilibrio entre o ar alveolar e o sangue que
circula na rede de capilares pulmonares. Os compostos presentes no ar exalado sé&o
proporcionais as suas concentracdes no sangue devido a rapida troca gasosa ocorrida nos
pulmdes, e quais sdo por vezes dificeis de detetar diretamente em amostras sanguineas
[37,29]. A eliminacdo de substancias toxicas pelos pulmdes ocorre por difusdo simples e,
geralmente, é inversamente proporcional a sua absorcao [37].

O ar exalado ndo é homogéneo, sendo, para individuos saudaveis, constituido por ar do
“espago morto” (150 mL) e por ar alveolar (350 mL). O ar do espago morto é proveniente da

traqueia e brénquios, ndo efetuando trocas gasosas, contrariamente ao ar alveolar que provém
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dos pulmd@es e participa em trocas gasosas com o sangue [39,40,41]. Numa analise de ar
exalado apenas o ar alveolar tem informacéo de interesse, pelo que apenas é recolhida a parte
final da expiracéo [37,39].

Ainda que com inUmeras vantagens, as analises ao ar exalado apresentam como
inconveniente o facto de ndo existirem métodos analiticos padronizados o que conduz a uma
certa variabilidade na quantificacdo dos compostos [29].

Contudo, melhorias nesta area tém vindo a ser feitas e se, no passado, os métodos
analiticos usados para o estudo do ar exalado eram limitativos na medida em que era
necessaria pré-concentracdo da amostra, resultando num tempo de analise bastante demorado
e em despesas de preparacdo da amostra elevadas [13], 0os avancos recentes nesta area tém
resultado em melhorias no que respeita aos equipamentos e a recolha de amostra referentes a

este tipo de analise.

2.6 Monitoramento da eficacia da hemodialise através do ar exalado

A hemodialise, embora sendo um tratamento absolutamente necessario para quem sofreu
faléncia renal, ndo consegue substituir totalmente a funcdo renal nativa. Verifica-se um
aumento de mortalidade de quem faz este tratamento, por comparacéo a individuos que néo
sofram da doenca e que estejam na mesma faixa etaria. Os valores de mortalidade verificados
poderiam ser menores com um melhor ajuste individual do tempo de tratamento. A
quantidade/tempo de dialise é estabelecida consoante os valores de ureia presentes no
sangue, ainda que este ndo seja o melhor marcador da eficacia do tratamento. Ainda assim, o
seu uso prende-se com o facto da determinag&do de outras substancias potencialmente mais
relevantes serem de dificil dete¢do [27]. Desta forma, a eficicia da dialise é, atualmente,
avaliada recorrendo ao indice Kt/V, onde Kt € o produto da taxa de eliminacdo de ureia por
hemodialise pelo periodo de tempo em que esta eliminacéo ocorre e V representa o volume de
agua corporal do paciente [42]. Uma vez que as medi¢cbes da ureia no sangue ndo se podem
realizar com a repeti¢cdo necessaria para definir uma resposta individual ao tratamento, ou seja,
ndo sdo realizadas em todas as sessdes de hemodidlise [42,35], o indice Kt/V representa o
resultado acumulativo em vez de refletir a eficacia em cada sessdo de hemodialise [42].

Neste sentido, uma possivel medicdo em tempo real da fung¢édo renal traria avangos
significativos no campo das doencas renais, podendo ser usado para avaliar a eficacia de cada
tratamento de didlise [35]. Para a monitorizagdo da hemodidlise é essencial uma técnica de
detecdo rapida, barata e ndo-invasiva, que poderia ser conseguida através de analises ao ar
exalado, uma vez que os composto eliminados durante a hemodidlise refletem a sua presenca
no ar exalado [27,43]. Estudos anteriores sugerem que a aménia presente na respiracdo possuli
uma boa correlagdo com 0s niveis de ureia no sangue (BUN, do inglés Blood Urea Nitrogen) e
com a creatinina, sendo esta uma substancia a ser apontada para controlar a eficacia da dialise
[27,35].J4 foram realizados estudos recorrendo a técnica SIFT — MS (do inglés, selected ion

flow tube-mass spectrometry) para avaliar a eficacia da hemodidlise. Os resultados deste
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estudo, realizado por Endre et. al. (2011), revelaram que finalizado o tratamento ha um
decréscimo da concentracdo de trimetilamina (TMA), acetona e amoénia, sendo que a TMA
diminuiu mais rapidamente [35]. Outros estudos realizados com recurso a outras técnicas
analiticas concluiram, igualmente, que apds o tratamento de hemodialise se verifica uma
diminuicao dos niveis de amédnia [43,42,44].

2.7 Amonia

O grupo de trabalho da area de biomarcadores do National Institutes of Health (NIH)
definiu um marcador bioldgico, ou biomarcador, como sendo “uma caracteristica objetivamente
medida e avaliada como um indicador de processos biol6gicos normais, processos
patogénicos, ou uma resposta farmacoldgica a uma terapia de intervengéo” [45]. Neste sentido,
para o presente trabalho, a amoénia (NH3) assume um papel de destaque na medida em que é o
biomarcador mais fortemente relacionado com as patologias renais.

A amoénia é um dos compostos mais importantes presentes na urina, sangue e no ar
exalado [26]. A sua producdo ocorre durante o catabolismo das proteinas e a digestdo dos
alimentos [11,24]. No processo de digestdo o alimento é dividido em aminoacidos, bases de
nucleétidos e noutros compostos azotados que se difundem para o sangue [24]. Estes
compostos azotados sdo absorvidos pelo figado e convertidos em ureia, que é uma forma
menos toxica e possivel de ser eliminada em pequenos volumes de agua. Depois a ureia entra
novamente na corrente sanguinea e é absorvida pelos rins, para posterior remo¢éo sobre a
forma de urina [24,46]. Nos individuos saudaveis, a conversdo de amoénia em ureia ocorre
devido ao ciclo da ureia hepatica [11,24]. Nas pessoas que sofrem de patologias renais a
remocao de ureia ndo acontece, acumulando-se amdénia em excesso no sangue [11,47]. Esta
acumulacdo excessiva resulta num odor percetivel na respiracdo [11]. No sangue, a
concentracao normal da amonia situa-se entre 1,2 e 6,6 partes por bilido (ppb), podendo atingir
niveis téxicos, caso a fungdo do figado e/ou rins ndo esteja a ser corretamente efetuada [24].
Neste sentido, a medi¢do dos niveis de amodnia fornecem um bom indicativo do estado da
funcdo renal. E ainda importante ter em conta que, se os niveis de aménia apresentarem uma
concentracdo superior a verificada no ar, esta difunde-se do sangue para os pulmdes. Este
processo permite a medi¢cao da amodnia através da analise ao ar expirado [24].

A amonia tem sido alvo de um crescente interesse clinico, auxiliando na monitorizacdo em
hemodialise, no diagnodstico da encefalopatia hepética, na avaliagdo da asma [24]. Estudos
anteriores revelaram que no ar exalado de doentes com insuficiéncia renal existia aménia em
guantidades mensuraveis, facto que se pode verificar de grande utilidade para comprovar a
eficacia da hemodidlise [11,47]. A amolnia apresenta-se, no ar exalado de um individuo
saudavel, na gama 50-2000 ppb [24]. Deste modo, valores que se encontrem fora deste
intervalo podem ser indicativos de patologia, verificando-se uma ajuda no diagnéstico da
doencga.
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m Consideracdes Fisicas e Técnicas

A ciéncia subjacente a formacdo de ides no ar ambiente é conhecida desde finais do
século XIX. No inicio do século XX, Paul Langevin, estudou 0 movimento de ides num campo
elétrico, obtendo resultados que se assumiram como 0s principios que regem a Espetrometria
de Mobilidade l6nica (IMS, do inglés ion mobility spectrometry [12,48]. A IMS surgiu em finais
da década de 70, tendo como caracteristicas importantes o seu baixo custo, a rapidez de
separacdes e a possibilidade de monitoramento em tempo real em condigbes normais de
pressdo e temperatura [48,49]. Esta técnica rapidamente encontrou aplicacdo militar na
detecdo de classes de compostos especificos, nomeadamente, na detecdo de agentes de
guerra quimica, drogas e explosivos [12,48,50].

A IMS faz a separacéo de ibes tendo em conta a razdo tamanho/carga e, se acoplada a
uma Coluna Multicapilar (MCC, do inglés multi-capilary column), torna-se numa ferramenta
analitica poderosa para a investigacdo da estrutura molecular e separacdo de amostras

complexas. Este acoplamento é normalmente referido como MCC — IMS.

3.1. Principios da Espetrometria de Mobilidade I6nica (IMS)

O termo Espetrometria de Mobilidade Iénica (IMS) refere-se aos métodos e
instrumentagéo usados para a caracterizagdo quimica de compostos com base na velocidade
de ides em fase gasosa na presenca de um campo elétrico [51]. Num equipamento tradicional
de IMS utlizado para medi¢Bes analiticas, um feixe de iBes, conhecido como swarm, é
submetido a um campo elétrico (E, em unidades V.cm"l) [48,51]. A velocidade média atingida
pelo feixe de ides acelerados é designada por velocidade de deriva (vp, em unidades cm.s'l)
[48,51] ao longo do comprimento de deriva (Ip) e para intensidades baixas de campos

homogéneos é diretamente proporcional & intensidade de campo elétrico [48].

Na equagédo 3.1, K é a constante de proporcionalidade definida como mobilidade i6nica,
representada em cm”.V*.s™ [48]. De notar que a equacéo 3.1 é valida apenas para o conjunto
de ibes swarm, e nunca como célculo da velocidade individual de cada um [51]. O valor da
mobilidade i6nica depende da densidade do gas, geralmente normalizada, em condi¢cdes

padrdo, ou seja, uma temperatura T, de 273 K e uma pressédo P, de 101325 Pascal, sendo
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denominada, nestas condigdes, como mobilidade idnica reduzida (Ko, em unidades cm?.V'.s™)
[48].

K, =K. (5) . (%) (3.2)

Po

Na equacéo 3.2, T representa a temperatura em Kelvin e P a pressdo em Pascal, medidas
ambas no tubo de deriva durante a analise [48,12].

3.2. Componentes e funcédo de um Espectrometro de Mobilidade Ionica

Um IMS apresenta na sua constituicdo um sistema de recolha da amostra, uma camara de
ionizagdo, uma regido de reagdo, um canal de iBes, uma regido de deriva e um coletor de ides.
E necessario, igualmente, uma fonte de tensdo para gerar o campo elétrico. Além disso, para o
seu completo funcionamento, é também necessario recorrer a fontes de limpeza dos gases de
arraste e de deriva, eletrdmetros rapidos, um controlador para a grelha e um sistema de analise
de dados. O IMS pode, ainda, ser acoplado a uma coluna multicapilar (MCC) com o objetivo de
separar misturas complexas e humidas antes de entrarem no tubo de deriva [48].

Figura 3.1 — llustragdo de um espectometro de mobilidade iénica. A - fonte de ionizagdo, B - regido de
ionizacdo, C — grelha de separacdo de ides; D — regido de deriva; E — aneis de deriva; F- grelha de
abertura; G — prato de Faraday. Retirada de [48].

Tal como referido, e visivel na figura 3.1, o0 componente basico de um equipamento IMS é
o tubo de medicdo, que se encontra dividido em duas partes, uma camara de ionizacdo (B) na

gual sdo formados i6es, e uma regiao de deriva (D), no fim da qual esta posicionado o detetor.
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Estas duas regifes encontram-se separadas por uma grelha, identificada na figura 3.1 como C,
denominada como grelha de Bradbury-Nielsen [12]. A abertura periddica desta grelha,
normalmente a cada 100 ms e permanecendo aberta durante 300 ps, possibilita a passagem
de parte destes ibes até a regido de deriva [13].

Na camara de ionizagcdo encontra-se 0 gas inerte que integra a atmosfera do IMS. Este é
designado por gas de deriva e nos casos mais simples pode usar-se ar ambiente, sendo, no
entanto, o gas mais utilizado o azoto [12]. Ao entrar nesta regido, o gas de deriva sofre um
conjunto de reacdes de ionizacdo desencadeadas pela atividade da fonte de radiacé@o, havendo
libertacdo de eletrdes. Estas reacdes originam ibes, denominados ides reativos, que podem
apresentar polaridade positiva ou negativa [51]. S8o os ifes reativos 0s responsaveis pela
ionizacao da amostra. Estes aparecem num espetro IMS como uma banda continua de maior
intensidade chamada RIP (do inglés, reactant ion peak). A medicdo, propriamente dita, inicia-se
com a introducéo de uma amostra em estado gasoso nesta por¢do do tubo de deriva. Aqui, as
moléculas do analito sdo ionizadas por meio de rea¢8es ides-molécula, dando origem a ides-
produto [43]. Deste modo, é formada a nuvem idnica que migrara para a regido de deriva
através da abertura da grelha de Bradbury-Nielsen, sobre um campo elétrico constante e
contrariamente a um fluxo de gés neutro, até ao detetor de iBes [52]. A alta taxa de colisBes
verificada entre os ies-produto e as moléculas do gas de deriva que se movem em sentido
oposto impossibilita a obtencdo de moléculas neutras na regido de deriva e a formagdo de
clusters [48]. Os ibes sao desta forma desacelerados dependendo da sua forma e tamanho,
sendo, no caso ideal, totalmente separados, e sdo detetados em funcdo do seu tempo de
deriva (tg) [48,51]. Como foi visto anteriormente, calculando-se o valor da velocidade de deriva

alcancado pelos ifes, pode determinar-se a mobilidade dos ies do analito.

3.3. Fonte de ionizacao e formacéao de ides reativos

Ha diversas fontes de ionizagdo que podem ser utilizadas num equipamento de IMS,
sendo a sua escolha determinada pelo estado fisico da matriz da amostra. Nestas incluem-se
fontes radioativas (emissoras de particulas a ou B), descargas elétricas ou fontes de foto
ionizacdo como lasers ou ldmpadas UV [48]. Contudo, a fonte de ionizagdo mais comummente
utilizada neste tipo de equipamento é o **Ni [12,13,48]. O ®*Ni emite particulas B com energia
média de 0,067 MeV, e possui um tempo de meia vida de 85 anos [12,48].

A ionizacao da-se através da emisséo de eletres da fonte de ionizagdo que, ao colidirem
com atomos ou moléculas do gas de deriva, normalmente azoto, originam um ido positivo e um

eletréo secundéario (equacgéo 3.3.) [12].
N, + e~ (priméario) - NI + e~ (primério) + e~ (secundario) (3.3)

A ionizacao de mais moléculas de azoto continua a ser realizada pelos eletres primarios

e secundarios formados até que a energia destes seja inferior a necessaria para formar um par
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de i6es de azoto [51]. Em cada coliséo ha perda de energia pelas particulas 8 de ®Ni, sendo a
energia média libertada de 35 eV. O azoto é ionizado enquanto a energia da radiacao for
superior ao seu potencial de ionizacdo de 15,58 eV [12,48].

3.3.1. Formacdao de ibes reativos de polaridade positiva

A formagéo de iBes de azoto inicia um conjunto de reages em cadeia levando a formagéo

de ibes reativos de polaridade positiva, como apresentado pelas equaces 3.4 a 3.8 [12,48,51].

N3 + 2N, > Nf + N, (3.4)

N} + H,0 - 2N, + H,0* (3.5)

H,0* + H,0 - H;0*" + OH (3.6)

H,0* + H,0 + N, = H*(H,0), + N, (3.7)
H*(H,0), + H,0 + N, = H*(H,0); + N, (3.8)

Observando as equacgbes 3.7 e 3.8 verifica-se que os protdes hidratados s&o os ides
dominantes presentes na fonte idnica, sendo denominados de ides reativos [51]. Existem
outros iBes produto possiveis tais como NO+(H20)y e NH}(H,0), [48,51], no entanto, para
valores de fluxos inferiores a 1400 mL/min ha predominancia de H*(H,0), [48]. O nimero de
clusters de agua, x, no iao reativo depende da temperatura e da quantidade de agua que se
encontra no gas de deriva [48,51].

3.3.2. Formacdo de ides reativos de polaridade negativa

Em azoto puro, ou noutro gas inerte, os eletrdes sdo tdo eficazmente termalizados que
podem ser observados como eletrdes livres no espetro de mobilidade. Estes eletrdes
termalizados podem ser espécies reativas quando se utiliza um destes gases como atmosfera
da regido de deriva. No ar, eletres termalizados ou de baixa energia podem ligar-se ao
oxigénio formando um ido negativo e hidratos, como descrito pelas equagdes 3.9 a 3.11, onde

M pode ser O,, H,O ou outra molécula neutra [48,51].

M+ 0,+e” - 0; +M (3.9

M+ H,0 +0; —» 0;H,0 + M (3.10)

Joana Dias FCT-UNL 16



Consideragdes Fisicas e Técnicas

M+ H,0+— 0;H,0 - 03(H,0), + M (3.11)

O numero de moléculas de agua que define um ido reativo estavel esta dependente da
pressao ambiente e de condi¢cdes de temperatura. Dependendo do gas utilizado durante as

medicdes e da sua pureza podem verificar-se vestigios de OH~(H,0),Cl~,N0O;,CO; e CN~ [48].
3.4. Formacéo de ides produto

A ocorréncia de formacdo de ides reativos de polaridade positiva e negativa, referida
anteriormente, pode também ocorrer na formacdo de ides produto. Os ides reativos séo
produzidos de forma continua, sendo introduzidos na regido de reacéo por meio de um campo
elétrico. Quando se introduz a amostra a analisar na regido de reacéo, as moléculas do analito
colidem com os ides reativos la existentes. E através destas colisbes que se formam, entdo, o0s
ides produto. Durante a colisdo ha formacédo de um produto intermediario ((MH*(H,0),] *) que
pode dissociar de volta a ides reativos ou formar ides produtos. A equacéo 3.12, apresentada
abaixo, exemplifica a reacdo ocorrida, onde M representa a molécula de analito e Z é um
elemento de estabilizac&o do produto [51].

H*(H,0), + M = MH*(H,0), +Z = MH*(H,0),_, + H,0 + Z (3.12)

A reacdo apresentada € a via dominante para formar ies produto na polaridade positiva,

sendo feita através de transferéncia de protdes.

A formacéo de ibes produto na polaridade negativa ocorre através da formacao de um ido

aduto, como é exemplificado pela equagéo 3.13 [48,51].

05 (H,0)p + M 2 MO; (Hy0)5 +Z = MO3 (Hy0)p_q + H,0 +Z (3.13)

O ido aduto é estabilizado por colisdo com um terceiro corpo, Z, e o ido produto é um ido
hidratado estavel entre M e 0;. Por vezes também podem ocorrer reagdes de transferéncia de

carga ou abstracdo do protdo [48,51].

3.5. MCC - IMS

As aplicacdes mais recentes da técnica de espetrometria de mobilidade i6nica envolvem,
na maioria dos casos, andlises de misturas complexas e hiumidas, nas quais se insere o ar
exalado humano. Estas misturas carecem de pré-separa¢do, sendo usada para este fim uma

coluna multicapilar acoplada ao espectrometro de mobilidade iénica [13]. Nas misturas
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complexas pode ocorrer que varios analitos possuam tempos de deriva semelhantes, sendo
necessario um outro parametro que permita a identificacdo inequivoca da substancia. Com o
uso de uma coluna multicapilar obtém-se uma maior informacado, havendo um novo parametro
de identificacdo de analitos — o tempo de reten¢éo [53]. Adicionalmente, com a utilizagdo da
coluna elimina-se os possiveis efeitos da aglomeragdo de substancias na cAmara de ionizagao
guando se analisam substancias himidas uma vez que as moléculas de agua e de analito
entram na camara de ionizacdo sucessivamente [53]. A combinacdo da espetrometria de
mobilidade i6nica com uma coluna multicapilar traduz-se em muitas vantagens, das quais sao
exemplo a enorme sensibilidade da técnica e a rapidez de andlise que, nos casos mais
demorados é de 5 minutos [50].

Esta ferramenta é de extrema importancia uma vez que permite a detecdo de substancias
relevantes mesmo em amostras cujo teor de humidade esteja proximo a 100%, nédo afetando
os limites de detecdo. Com o uso da técnica de pré-separacéo o analito é introduzido de forma
descontinua para a coluna, através de uma valvula de 6 vias [53].

Relativamente a coluna em si, esta apresenta cerca de 1000 capilares, tendo cada um o
didmetro interno de 43 um e a espessura de parede de 0,2 um. Na sua totalidade a coluna
apresenta um diametro de 3 mm e um comprimento de 20 cm, que é o comprimento de cada
um dos capilares [54].

3.6. Outras técnicas

As duas Uultimas décadas foram marcadas por inUmeros avangos das recolhas de
amostras e dos métodos de pré-concentracdo, havendo um desenvolvimento das técnicas
analiticas de identificagdo de VOCs em varias matrizes bioldgicas, com destaque para a matriz
respiratéria [41]. Nestas técnicas encontra-se, naturalmente, o MCC-IMS, de elevada
sensibilidade e rapidez de andlise, aliado a uma enorme capacidade de separacdo da coluna
multicapilar. Contudo existem também outras técnicas de analise de compostos volateis, sendo
aqui apresentadas o GC-MS, PTR-MS e SIFT-MS por se tratarem das técnicas analiticas de
maior uso quando se trata de estudos de compostos volateis no ar exalado [55]. Os aspetos
relacionados com o principio de funcionamento de cada uma das técnicas serdo, apenas,

levemente abordados, sendo dado maior relevo as caracteristicas propriamente ditas.

A cromatografia gasosa (GC, do inglés gas chromatography) é dos métodos mais
utilizados para andlises de compostos presentes no ar exalado [29,39], e o primeiro método a
ser utilizado para analise de compostos volateis em amostras clinicas [41]. Para a analise a
amostra é colocada na coluna cromatogréfica, sendo depois transportada e separada através
da coluna por um fluxo de gas inerte. A coluna GC €, desta forma a principal responsavel por
uma eficiente separacéo [39]. Esta pode ser combinada com varios métodos de detecdo de
compostos, como por exemplo a detecdo de ionizacdo de chama (FID, do inglés flame

ionization detection), a espetrometria de massa (MS, do inglés mass spectrometry) ou
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espetrometria de mobilidade i6nica [29,39,41]. O detetor usado influencia a classe dos
compostos volateis detetados pelo GC, pelo que deve ser adequada ao tipo de analise que se
pretende [41]. Quando se pretendem identificar substancias desconhecidas tem de ser
realizada a detecao por espetrometria de massa (GC-MS), o que torna esta técnica analitica a
ferramenta mais poderosa para a identificacdo e quantificacdo de compostos volateis [31,56]. A
combinacgéo destas duas técnicas permite alcancar uma sensibilidade na ordem dos 0,1 pptv e
fazer a separacgédo e identificagdo de varios compostos organicos e alguns gases inorganicos
[56]. A identificacdo dos compostos é feita com recurso a uma ampla biblioteca ja existente por
comparacao com espetros de compostos conhecidos, que s6 é possivel dada a antiguidade
desta técnica. Contudo, a utilizacdo desta biblioteca para interpretacdo dos resultados requer
que o utilizador possua elevados conhecimentos de quimica. Apesar das inimeras vantagens,
a aplicabilidade desta técnica analitica em usos clinicos ndo é a mais adequada devido ao seu
elevado tempo de andlise que pode ir desde 60 minutos a 20 horas, ao que acresce o facto de

necessitar de vacuo para funcionar, utilizando pressdes na ordem dos 10° a 10® torr [56].

A espectrometria de massa associada a um tubo de deriva de selecdo de ibes (SIFT-
MS, do inglés selected ion flow tube-mass spectrometry) € uma técnica analitica recente para
quantificacdo de compostos volateis presentes no ar em tempo real [39]. O SIFT-MS funciona
através da ionizagdo quimica dos elementos trago existentes numa amostra gasosa que €
introduzida num fluxo de géas inerte, 0 gas de arraste através de i6es percursores positivos, do
qual sdo exemplos o H;O", 0 NO" ou O,", formando-se ides produto. Estes ides produto s&o
depois detetados pelo espectrémetro de massa [29,39]. Nesta técnica, a recolha dos VOCs nas
amostras é feita no tubo de deriva com a taxa de reagdo com os ides percursores controlada.
Os ibes resultantes destas reacdes, os ibes produto, sdo analisados quantitativamente por MS
[29]. Esta técnica apresenta, ainda, a vantagem de permitir a quantificacdo dos VOCs em

tempo real [41].

A espetrometria de massa por reacao de transferéncia de protées (PTR-MS, do inglés
proton-transfer reaction - mass spectrometry) foi desenvolvida por Hansel, Jordan et al. com o
propdsito de analisar compostos presentes em amostras de ar em concentragées na gama ppb
[39]. Nesta técnica analitica, tal como acontece com o0 MCC — IMS, ndo é necessario fazer-se
pré-concentracdo da amostra [29,41]. No PTR-MS a ionizacdo quimica é induzida por meio de
reacBes de transferéncia de protdes, sendo o H;O" o ido reagente primario. Como a afinidade
proténica da maioria dos VOCs é superior a afinidade proténica da agua, ocorre transferéncia
de protbes em cada colisdo [29,39]. Nesta técnica analitica a identificacdo das substancias é
feita exclusivamente pela sua relagdo massa-carga (m/z), sendo possivel identificar e
quantificar compostos organicos individuais com tempos de analise bastante inferiores ao GC-

MS ja que aqui a coluna cromatografica ndo esta presente [29,39,41].
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Na tabela 3.1 encontram-se sintetizadas algumas das caracteristicas das técnicas acima

referidas, enaltecendo as vantagens e desvantagens de cada uma. Sao também relembradas

as caracteristicas do MCC-IMS para mais facil comparacédo. A maior desvantagem do MCC-

IMS face as outras técnicas apresentadas prende-se com o facto de ainda ndo ser possivel

identificar os compostos em analise uma vez que ainda ndo existem bibliotecas para

comparagao.

Tabela 3.1 — Vantagens e desvantagens de algumas das técnicas analiticas mais comuns para andlise de

VOCs.

;—r?;ri]tliiz Vantagens Desvantagens Ref.
N&o é necesséria pré-concentragao; [12]
Sensibilidade na gama dos pptv; [41],
Baixo custo do equipamento e [51]
andlises; [57],

o ) A identificacdo quimica dos
MCC - IMS M-edlt;oes em tempo real e online; compostos ainda & diffcil. [58]
Sistema movel;
Pode ser utilizado ar como gas de
arraste;
Adequado para uso clinico.
Sistema fixo (ndo maével); [39],
Tempo de analises muito [41],
demoradas; [31],
Reprodutibilidade; Necessidade de pré-concentracdo; [57],
Sensibilidade na gama dos ppbv; Custo elevado; [56],
GC-MS Identificacdo de VOCs N&o sdo possiveis medicbes em [58]
desconhecidos. tempo real;
N&o é adequado para uso clinico;
Necessidade de véacuo.
Os espetros resultantes sdo de
dificil interpretacéo.
Medicbes em tempo real e online; Alguma fragmentacgéo das [39],
SIFT-MS Rapidez nas analises; moléculas a analisar; [41],
Sensibilidade na gama dos ppbv; Custo elevado; [31]
Sistema movel. Necessidade de véacuo.
N&o é necessaria pré-concentragcdo; Alguma fragmentacgéo das [39],
PTRMS Sensibilidade na gama dos ppbv; moléculas a analisar; [41],
MedigBes em tempo real e online. Custo elevado; [31],
Necessidade de véacuo.
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4.1. BreathSpec®

Na realizacdo deste estudo foi utilizado como ferramenta de trabalho o BreathSpec®, cujo
fabrico esta a cabo da empresa G.A.S. Gesellschaft flr analytische Sensorsysteme mbH, com
sede em Dortmund, Alemanha. O BreathSpec®, dotado da tecnologia analitica de
espetrometria de mobilidade iénica, apresentado na figura 4.1, ostenta reduzidas dimensdes,
conferindo-lhe portabilidade, uma caracteristica importante para este trabalho uma vez que a

recolha sera feita em meio hospitalar.

Figura 4.1- Imagem do BreathSpec. Imagem obtida em laboratério.

O equipamento apresenta uma janela de visualizacdo frontal e um botdo rotativo de
selecdo. O botdo rotativo permite a escolha e selecdo dos parametros de aquisicdo, por
exemplo, a escolha dos fluxos de arraste e de deriva, do tempo de aquisi¢cdo, ou mesmo a
selecdo de programas previamente elaborados com parametros ja definidos. A janela de
visualizacéo frontal permite ver, para além dos pardmetros técnicos, a andlise da amostra em
tempo real. Verifica-se ainda a existéncia de um LED Power, indicativo do estado de
funcionamento do aparelho. Este possui, ainda, uma entrada USB que permite retirar os

espetros obtidos, ficando estes disponiveis para posterior tratamento de analise.
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A entrada da amostra, o ar exalado, da-se através da entrada Sample. Esta entrada
encontra-se ligada a um espirdmetro por meio de um tubo, como se pode ver nas figuras 4.1 e
4.2. O espirobmetro é um componente fulcral no processo de recolha pois é através deste que o
colaborador em estudo ira soprar, dando inicio a entrada da amostra no equipamento. O
espirébmetro é dotado de um sensor de CO,/O, como garantia de que apenas o ar alveolar entra
no BreathSpec®, sendo a analise efetuada apenas sobre este. Na figura 4.2 é evidenciado o

papel do espirémetro no processo de recolha de amostras de ar exalado.

Figura 4.2 - Recolha de uma amostra de ar exalado. Imagem obtida em laboratoério.

Tabela 4.1 — EspecificagBes técnicas do espirometro usado para ligacdo ao equipamento BreathSpec®.

Amplitude 0-10 Vol% CO, 10-21 Vol% O, 0-16 I/s
Resolucéo 0,01 Vol% CO, 0,01 Vol% O,
Preciséo +0,1 Vol% CO, +0,1 Vol% O, <0,3%
T10.90 <100 ms <100 ms <100 ms

O painel posterior do BreathSpec® possui diversas funcionalidades e entradas, estando
estas relacionadas com requisitos iniciais de funcionamento do préprio aparelho. E neste que
se encontra a entrada para o transformador que possibilita a alimentacdo do aparelho, por meio

de corrente elétrica. Existe, também, um botdo Power, que permite ligar ou desligar o aparelho,
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bem como outras entradas que possibilitam a ligacdo a outros equipamentos externos (por
exemplo, modem ou computador).

Ainda no painel posterior do BreathSpec® destacam-se a existéncia de entradas para os
gases de deriva e de arraste, denotadas no aparelho como Driftgas e Carriergas,
respetivamente. Para além destas, existem duas saidas, uma para a amostra que é
denominada como Sample e outra para o gas. E através destas entradas e saidas que ocorre a
entrada do azoto, importante para a formacdo do RIP e transporte da amostra, bem como a
posterior saida deste mesmo gas e quantidades de amostra em excesso. Uma vez que todos
0s compostos envolvidos nas analises séo de natureza néo toxica, a sua evacuacao pode ser
realizada para a atmosfera envolvente, ndo acarretando qualquer risco.

No que respeita a aspetos internos, é apresentado na figura 4.3 um esquema do interior

do aparelho onde sdo apresentados 0s seus componentes principais.

Figura 4.3 — Esquema interno de funcionamento do BreathSpec® [59].

Desta forma, no que respeita ao interior, 0 MCC-IMS é constituido por:

- um sistema de introducdo de amostra — 0 espirébmetro (Breath);

- uma vélvula de 6 vias (V);

- um loop (Sample loop);

- uma coluna multicapilar (MCC);

- 0 IMS, o qual inclui uma camara de ionizacdo, grelha de separacado de ides, o tubo de
deriva e um coletor de ifes;

- uma bomba de succéo (P);
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- dois fluxébmetros (EPC1 e EPC2);

- sensores de temperatura (T1, T2 e T3).

As amostras de ar exalado a serem analisadas sao introduzidas no aparelho através do
espirbmetro. Quanto a entrada dos outros gases necessarios a propria realizagdo da analise, o
gés de deriva e de arraste, estes sdo introduzidos através dos fluxémetros, respetivamente,
através do EPC1 e EPC2. Neste estudo, o gas usado foi o0 azoto 5.0.

A valvula de 6 vias possui duas posicoes de funcionamento e é a responsavel pela
introducdo da amostra e do gas de arraste no loop. Desta forma, quando a valvula se encontra
na posi¢cao padrao (Posicdo A) ocorre o “Enchimento do Loop”, ou seja, a bomba P é ligada,
conduzindo ao arraste da amostra para o interior do loop. O loop possui uma capacidade de
5 ml, por isso caso a quantidade de amostra ultrapasse este valor é retirado o excesso através
da bomba. A bomba trabalha, normalmente, com uma poténcia que 25%, valor este sugerido
no manual do BreathSpec®. No final deste processo a bomba é desligada, e a vélvula altera
para a segunda posicéo de funcionamento — posi¢éo B. Nesta posicdo, d4-se a entrada do gas
de arraste no loop que, como o home indica, vai arrastar toda a amostra ao longo do loop até a

coluna multicapilar.

Position A Position B

WNAPLE AMPLE

“RE N

CARRIER CARRIER.
MOBILE PHASE MOESLE PHASE

Figura 4.4 — Esquematico do funcionamento da valvula na posi¢éo A e B do BreathSpec® [59].

Uma vez na coluna multicapilar, os compostos sofrem a primeira separacdo e dao entrada
na regido de ionizagdo, onde serdo analisados de acordo com o principio descrito
anteriormente no capitulo 3.

Na tabela 4.2 sdo apresentadas algumas das caracteristicas do BreathSpec®.
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Tabela 4.2 — Alguns aspetos técnicos do equipamento BreathSpec® [59].

Peso 15,5 Kg
Dimensées 449 x 375 x 177 mm (LxXPxA)
Consumo Energético <160 W
Método e fonte de ionizagao Fonte de radiagdo B (Tritio — °H )
Atividade da fonte 300 MBq
Polaridade Positiva ou negativa
Comprimento do tubo de deriva (Ig) 5cm
Comprimento da coluna multicapilar 20 cm

4.2. Mobilidade em meio hospitalar

Apesar da mobilidade que o aparelho IMS apresenta, esta por si s6, ndo era adequada
para uso em meio hospitalar.

Desta forma, utilizou-se uma estrutura de transporte que j& tinha sido anteriormente
concebida para esta finalidade, aquando da realizacdo de um estudo anterior. Esta estrutura é
feita em aco inoxidavel e com dimensdes de 98 x 57 x 86 cm (C x L x A) o que a torna viavel
para uso em ambiente hospitalar, e em particular neste estudo.

Esta estrutura foi projetada tendo em conta a totalidade de componentes necessarios ao
correto funcionamento do IMS e consequente aquisicdo de dados. A prateleira superior
possibilita que se coloque um computador portétil, Gtil para a visualizacdo do espetro poucos

minutos apos a recolha de uma amostra.

Figura 4.5 — Estrutura de transporte com a montagem do equipamento. Imagem tirada em meio
hospitalar.
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Durante o planeamento da estrutura foi também tida em conta a necessidade de incluir a
garrafa de azoto, indispensavel ao funcionamento do IMS, na estrutura de transporte. Desta
forma, o melhor dimensionamento encontrado foi colocar a garrafa na parte traseira, pois para
além de ser esteticamente mais apelativo também facilitava as ligacées ao aparelho.

Na figura 4.5 é visivel a estrutura ja com a garrafa de azoto integrada, onde é visivel que

houve necessidade de se fazer uma abertura na estrutura de forma a incluir la a garrafa.

4.3. Material

Para a realizagcéo deste trabalho experimental ndo foi necessaria uma grande quantidade
de materiais uma vez que a técnica de espetrometria de mobilidade iénica acoplada a uma
coluna multicapilar, ao contrario de outras técnicas, ndo necessita de vacuo ou de uma pré-
concentracdo da amostra.

Na tabela abaixo é apresentada uma sintese do material utilizado.

Tabela 4.3 — Sintese do material utilizado na recolha das analises.

Material

BreathSpec®
Computador e acessorios de ligagdo
Botija de gas de azoto 5.0

Medidor de tenséo
Higrémetro
Tubo de Teflon de 3 mm

Filtros e boquilhas descartaveis

4.4. Procedimento experimental

A recolha dos dados do grupo de estudo foi toda realizada em meio hospitalar, no caso, no
servico de Nefrologia do Hospital Garcia de Orta. A selecdo dos candidatos foi realizada por
parte dos colaboradores deste servico hospitalar, tendo em conta a melhor representacéo
possivel dos doentes para o estudo em questdo. Tratando-se de participantes na sua
generalidade de idades mais avancadas, a sua participacdo no estudo teve em conta a
capacidade dos mesmos em conseguir soprar pelo bocal descartavel colocado no espirémetro,

durante o tempo necessario a recolha.
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Antes de cada recolha, cada colaborador foi informado do &mbito do estudo e teve de
preencher uma folha de registo e o consentimento informado, ambos 0os modelos apresentados
em anexo, respetivamente o anexo | e Il. Os colaboradores participaram voluntariamente no
estudo e, os dados recolhidos sdo an6nimos e apenas para uso no ambito deste estudo,
previamente aprovado pela Comisséo de Etica do Hospital Garcia de Orta. Apesar dos dados
retirados aquando da analise (anexo I),outros dados complementares foram fornecidos pelos
médicos responsaveis e, podem ser consultados no anexo lll.

A recolha das amostras de ar exalado ocorreu ao longo de trés semanas. Neste periodo,
as segundas e tercas-feiras foram recolhidas amostras de doentes em estadios intermédios da
doenca. As quartas, sextas e sabados foram recolhidas as anélises de doentes em estadio final
da insuficiéncia renal cronica, ou seja, em doentes submetidos a pratica de hemodidlise. Este
planeamento foi elaborado de forma a néo interferir com a logistica do servico de Nefrologia e,
portanto, ndo se efetuaram recolhas a quinta-feira por necessidade do gabinete médico
destinado a este fim.

Os participantes neste estudo que constituiram o grupo de pacientes em estadio
intermédio encontravam-se no estadio 3 e 4 (DRC3 e DRC4). Uma vez que a insuficiéncia
renal apresenta sintomas iniciais quase inexistentes quando um paciente procura ajuda médica
ja se encontra num estado mais avancado de progressao e, portanto, s6 foram feitas andlises
do ar exalado nos estadios de maior evolucao da doenca.

Todos os pacientes em estadio final que participaram no estudo realizavam hemodialise
trés vezes por semana, com a duracdo de 4 horas cada tratamento. Diariamente existem, no
servico de Nefrologia do HGO, trés turnos de hemodilise, o turno das 08-12h, das 13-17h e
das 18-22h e, geralmente, um mesmo doente costuma frequentar sempre 0 mesmo turno. No
que respeita aos dias do tratamento, existem os “doentes impares” e os “doentes pares”. Os
“‘doentes pares” realizam o tratamento as segundas, quartas e sextas-feiras, e os “doentes
impares” as tercas, quintas e sabados. Como ja foi referido anteriormente, sé foram recolhidas
analises aos doentes em hemodidlise as quartas, sextas e sabados para retratar o mais
fielmente e em iguais condicfes a totalidade das medicGes feitas. Com este proposito ndo se
realizaram recolhas do ar exalado de doentes em hemodialise as segundas e tercas-feiras uma
vez que nestes dias estes doentes ficavam sujeitos a um maior periodo sem realizar o
tratamento.

Dos que estavam neste estadio, 7 apresentavam diabetes e 7 tinham problemas de
hipertensdo arterial. Outros possuiam diferentes patologias, em reduzido nimero, como
cancro, doengas vasculares e doengas respiratérias. A recolha das amostras de ar exalado
nestes doentes foi efetuada antes e apés o tratamento de hemodialise. Durante estas recolhas
eram efetuadas andlises ao ar da sala sempre que possivel.

A tabela 4.4, apresentada abaixo, sintetiza as informag8es mais relevantes relativas aos
pacientes pertencentes ao grupo que realiza hemodialise. Na tabela 4.5, apresentam-se as
informacdes respeitantes aos pacientes em estadios intermédios, ou seja, relativas aos

estadios 3 e 4 da doenca renal cronica.
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Tabela 4.4 — Tabela com os dados dos pacientes em tratamento de hemodialise.

Peso no inicio da Tenséao arterial no Peso no final
Id Idade Sexo

sesséo (kg) inicio da sesséo da sesséo (kg)

HO1 62 F 74,3 112/86 72,5
HO2 55 F 69,2 146/72 67,3
HO3 69 M 58 116/62 57,9
HO4 34 M 66,9 2271124 62,5
HO5 38 M 63 134/87 62,3
HO6 82 M 76,2 114/54 74,3
HO7 81 M 58,2 102/57 56,3
HO8 57 M 95,4 160/76 93,1
HO09 42 M 68 157/82 66,3
H10 89 F 47,8 141/51 46,1
H11 79 M 52 131/81 50,4
H12 69 M 76,7 91/63 74

H13 63 M 85 161/63 83,5

Tabela 4.5 — Tabela com os dados dos paciente em estadio intermédio da doenga (DRC3 e DRC4).

Id Idade Sexo Peso (kg) Tensdao arterial
101 86 M 73 164/80
102 78 M 68 -
103 80 M 92 183/68
104 77 M 80 127/59
105 67 M 72 123/72
106 77 M 63 119/62
107 85 F 50 126/76
108 82 F - 162/75
109 87 M 80 177177
110 54 M 92 146/66
111 65 F 80 188/91
112 77 F 78 137/73
113 82 F 52 149/78
114 66 M 81 114/65

Para além das recolhas ao ar exalado referidas, foram ainda efetuadas analises a um

grupo de controlo constituido por 17 voluntarios saudaveis. Estas andlises recorreram na
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Faculdade de Ciéncias e Tecnologia onde, estes voluntarios efetuaram um teste igual ao
realizado pelos dois grupos anteriores. Antes de se iniciar a recolha da amostra de ar exalado,
o procedimento foi semelhante, sendo retirados alguns dados e informando o voluntario da
necessidade de assinar o consentimento informado.

Os espetros de ar exalado obtidos do grupo de controlo sdo importantes para a
comparacdo com as analises obtidas anteriormente, visando estabelecer picos caracteristicos
no ar exalado de doentes renais. Também foram realizadas analises ao ar da sala antes e apés
a recolha das amostras, uteis para comparacao de espetros.

Para a aquisicdo das analises foi elaborado no BreathSpec® um programa, denominado
Breath_5M, cujas caracteristicas sdo apresentadas na tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Programa de andlise BREATH_5M implementado no BreathSpec® definido para os
procedimentos de recolha do ar exalado.

Spectra Time \% P R El | E2 | T1 | T2 | S

0 0 ms I I rec I I I I I

16 2,016 s open I | I I I I I

40 5,040 s close I I I I I I I

1425 03mO00s I I stop I I I I I

1426 03mO00s - - - - - - - -
Legenda:

V — Valvula: definir a posicdo da valvula

P — Bomba: escolha do fluxo de funcionamento (%)
R — Gravacéo do espectro (rec ou stop)

E1 - Fluxos do gas de deriva

E2 — Fluxos do gas de arraste

T1 — Temperatura do IMS

T2 — Temperatura da MCC

S — Area de andlise de substancias

Os volumes do géas de deriva e de arraste utilizados foram, respetivamente, 500 ml/min e
25 ml/min. Estes valores foram assim definidos tendo em conta experiéncias anteriores que
demostram que esta € a combinacdo de fluxos que permite uma melhor separagdo dos
compostos.

No programa definido o tempo total de cada andlise é de 3 minutos. Este tempo foi
definido tendo em conta que se tratam de andlises em meio hospitalar, e como tal a rapidez é
um requisito importante a ser tido em conta. Este intervalo de tempo diz respeito ao tempo que
0 BreathSpec® demora a fazer o processamento dos analitos ap6s a introducdo do ar exalado,

ndo se podendo efetuar novas analises. Apesar da rapidez da andlise ser um requisito
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fundamental, o tempo escolhido garante uma correta separacdo dos compostos uma vez que

testes anteriores o comprovam.
4.5. Aquisicéo e tratamento de dados
4.5.1. Software LAV

Para o tratamento dos dados foi utilizado um software denominado LAV, igualmente
desenvolvido pela empresa G.A.S. Este possibilita a visualizacdo dos espetros e posterior
tratamento, obtidos com o aparelho BreathSpec®. No presente estudo, foi utilizada a versao
2.1.0 do referido programa.

Finda a analise da amostra pelo BreathSpec®, o software LAV grava o espetro de cada
analise efetuada num ficheiro do tipo .mea, permitindo o0 seu visionamento por parte do
utilizador como um mapa de cores. O LAV possibilita, ainda, a visualizacdo simultanea de
espetros individuais de cada um dos picos obtidos. Este tipo de espetro corresponde ao
espetro de mobilidade, obtido através da andlise realizada no tubo de medi¢do IMS, ao passo
gue o mapa de cores acrescenta a informacao relativa ao tempo de reten¢do associado a
coluna multicapilar. A escolha por uma ou outra forma de visualizacdo apresenta vantagens
consoante o fim que se pretenda. O espetro de mobilidade possibilita a visualizagcdo linha a
linha, assumindo especial relevancia na determinacdo da altura ou forma de um pico para um
determinado tempo de retengdo fixo ao longo do tempo de deriva. O mapa de cores é
construido tendo por base o valor da intensidade, em volts. O valor da intensidade esta
associado a uma escala de cores, com inicio na cor preta para valores negativos de

intensidades até ao branco, que corresponde a um valor maximo de intensidade e a saturacéo.

0,000 ms 18,993 ms

Figura 4.6 - Imagem obtida de uma andlise de ar exalado efetuada em laboratério, usando-se o software
LAV. Na figura superior é visivel a representacdo em mapa de cores, onde é apresentado o tempo de
deriva no eixo dos xx e o0 tempo de retencdo no eixo dos yy. Na figura de baixo, encontra-se
representado o correspondente espetro de mobilidade.
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Seguidamente a cor preta, com aumentos progressivos da intensidade aparecem
gradualmente o azul-escuro, que da lugar a tons de azuis mais claros e, posteriormente, ao
verde, rosa e vermelho e, por fim, ao branco. Na figura 4.6 pode ver-se uma imagem
representativa dos espetros referidos.

Na figura 4.7 é apresentada a janela de visualizagdo do software onde podem ser vistos
ambos os espetros referenciados anteriormente. Nesta figura destacam-se, essencialmente, as

trés regides de maior importancia.
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Figura 4.7 - Janela de visualizacéo do LAV. (1) Listagem dos ficheiros obtidos e guardados numa mesma
localizacdo (pasta). (2) Area de observacdo do(s) espetro(s) seleccionado(s), com possibilidade de
diferentes visualizagdes. (3) Listagem de ficheiros previamente selecionadaos, com possibilidade de os
guardar sob a forma de novo projeto. Imagem obtida em laboratério.

Na regido 1, o utilizador tem ao seu dispor o conjunto de ficheiros que tinha guardado
numa mesma localizacdo (pasta). Este pode alternar entre cada um dos ficheiros sendo que, o
selecionado aparece representado na regido 2.

Na regido 2 é, entdo, possivel visualizar-se o espetro em mapa de cores como foi
apresentado na figura 4.6. Estd area compreende, ainda, outras funcionalidades e modos de
apresentacdo de espetros, como ja foi referido anteriormente. E possivel, por exemplo, fazer
zoom, alterar alguns pardmetros relevantes, ou modificar a escala de cores de forma a
evidenciar aspetos do espetro ao critério do utilizador. Esta é a ferramenta fulcral do LAV uma
vez que permite ao utilizador ver o resultado das medicdes.

A regido 3 é talvez a menos importante, sendo esta Util para uma melhor organizacao dos
dados ao apresentar um conjunto de espetros escolhidos pelo utilizador tendo em conta o seu
interesse. Permite, ainda, guardar o conjunto de espetros sob a forma de um projeto.

O LAV dispbe de muiltiplas funcionalidades, destacando-se a definicdo do Areaset como
umas das mais importantes e usadas. As caracteristicas desta funcionalidade prendem-se com

a possibilidade de delimitagdo dos picos relevantes, bem como da sua possivel identificagao
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pelo utilizador. A vantagem desta ferramenta reside na possibilidade de poder fazer-se
comparacao dos picos selecionados nos restantes ficheiros.

ApOs a definicdo do Areaset, pode recorrer-se a uma funcdo existente no LAV
denominada Analyze Areaset, que a semelhanca do que o nome indica permite fazer a analise
da area demarcada pelo utilizador. Realizando esta andlise podem verificar-se os valores de
certos parametros, a saber, o tempo de deriva, o tempo de retencéo e a intensidade dos picos.
Esta fungéo fornece igualmente informac6es acerca do RIP. Sempre que se faz a analise com
esta ferramenta sao gerados 13 ficheiros do tipo .csv, um ficheiro pdf e um do tipo .Imc (ficheiro

de configuracdo) onde se encontram as informacgdes acerca dos picos estudados.

45.2. Software VOCInspect

O software VOCInspect, criado pela empresa NMT, S.A., permite detetar automaticamente
picos presentes nos espetros provenientes do MCC-IMS. A detec¢do dos picos é feita com
recurso a uma biblioteca, ou seja, este software permite a detecdo de um composto se o0s
valores de um determinado pico coincidirem com algum existente na base de dados. Para além
desta funcionalidade, o VOCInspect possibilita a remocdo do espetro do ar ambiente a um
espetro de ar exalado e, visualizacdo do espetro resultante desta subtragdo. Esta
funcionalidade é particularmente util pois permite remover do espetro do ar exalado a influéncia
de VOCs existentes no ar ambiente, possibilitando uma maior clareza da informagé&o contida no
espetro. O VOClnspect trabalha com ficheiros com a extenséo .csv que podem ser convertidos
diretamente do LAV ou guardados a partir deste software.

Na figura 4.8 é apresentada a janela inicial do software.

o Form1 - TESE o Form1 - 0
[ ]
Q)mt Press "Start Analysis" to begin = V@{fGpect "ﬂmt Choose Files to Analysis V@Gpec
*e

( )

~ Voc Open Personal Files Save Results

e

analysis CpenDataFie | 4 I e File |4

I Open Background FiIeI 2

Open Reference File

Open Reference File 3

DG

N

V(I}I(.\:p('('l

>
.

\. v,

i Settings )
Sl Copyright® NMT, SA Copyright® NMT, S A

Figura 4.8 — Ecra inicial do software VOClInspect. O inicio da analise ocorre pressionando o botéo “Start
Analysis” que da origem a janela “Choose Files to Analysis”.
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Quando o utilizador seleciona o comando “Start Analysis” séo exibidos trés botdes para
carregar diferentes ficheiros necessarios a andlise. Os botdes citados sdo o “Open Data File”, o
“Open Background File” e o “Open Reference File” e podem ser vistos na figura 4.8.

O botdo data file (1) serve para submeter o espetro em analise e o botdo background
file (2) tem como finalidade a submissdo do espetro do ar ambiente recolhido aquando da
andlise, para posterior subtracdo. No caso de apenas se querer fazer a visualizagdo de um
espetro usa-se o botao reference file (3).

E possivel ja nesta fase guardar o resultado da subtracdo dos espetros, através do
comando save file (4), apesar de ser mais indicado fazé-lo ap0s a visualizacdo da subtragéo.
Esta visualizag&o pode ser feita premindo o bot&o next (5), que entretanto fica com cor verde
como sinal de um correto carregamento dos espetros.

O software permite também a visualizacédo de ficheiros previamente guardados, fazendo-
se o carregamento do mesmo através do botdo Open data file (1), possibilitando, ainda, fazer-
se comparacgfes através da visualizacdo em simultdneo do espetro de referéncia se este for
submetido através do botdo Open Reference File (3) pelo utilizador.

Apos premir o botdo Next, o utilizador tem ao seu dispor duas funcionalidades:

e Search for Biomarkers — Pesquisa a presenca de determinado VOC previamente
selecionado da base de dados existente.

e  General Screening — Permite a visualizag&o do espetro.

Ao escolher a opcao General Screening e, se previamente fosse submetido um espetro do
ar exalado e um do ar da sala como referéncia, seria feita uma subtracdo como a que se pode

ver na figura 4.9.

& Form1 - g n
(3]
nmt General Screening V@&pect
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PR Data File
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o Backaround File:
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Reference File:
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~ Copyright® NMT, SA.
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Figura 4.9 — Janela de visualizagdo do VOCiInspect onde se apresenta um espetro resultante da
subtracéo do ar da sala ao ar exalado de um colaborador. Imagem obtida em laboratério.
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No que respeita a visualizagdo de espetros este permite fazer zoom e desenhar no proprio
espetro para evidenciar determinados picos. As escalas sdo dindmicas, estando representado
o tempo de retencdo em segundos no eixo vertical, e o tempo de deriva em milissegundos e
1/K, em cm™Vs no eixo horizontal.

o

iyl - 123

N O

20—

s 0 mv
10 - ;
R i — - 'i‘ - Filter Now
§ 1l :
0 6,00 7,00 8,00 td (ms)
0,554 0,648 RIP 0741 /KO (V's"em-2)

Figura 4.10 — Imagem obtida através do software VOCInspect com representagdo no eixo vertical do
tempo de retencdo e no eixo horizontal do tempo de deriva e do valor del/Ko.

O espetro final é resultado de uma subtracao por isso, geralmente, o RIP desaparece. Por
vezes este ndo desaparece totalmente devido a ligeiras alteragBes no valor da sua intensidade
em diferentes analises, contudo, este é calculado e apresentado no eixo horizontal. O software
VOClInspect apresenta ainda outra funcionalidade — uma escala de valores de intensidade em
milivolts que podem ser aplicados ao espetro em anélise e que tem a vantagem de eliminar o
ruido. O utilizador pode escolher um valor de intensidade, aplicando-o ao espetro premindo o
botdo Filter Now. Finalizada a andlise, o espetro resultante pode ser guardado premindo o
botdo Save Results.
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m Resultados e Discussao

5.1. Tratamento de dados

Como ja foi referido, este estudo vem no seguimento de uma prova de conceito ja
realizada anteriormente, cujos resultados promissores elevaram o interesse por esta area. No
estudo precedente apenas tinham sido recolhidas amostras de ar exalado de doentes que
realizavam hemodidlise, sendo estas amostras colhidas uma Unica vez, apenas antes do inicio
do tratamento. Os espetros provenientes dos doentes em hemodialise quando comparados
com um grupo de controlo revelaram a existéncia de trés picos caracteristicos que ndo se
encontravam no grupo de controlo, constituido por individuos saudaveis [52].

No presente estudo foram recolhidas amostras de ar exalado a doentes em hemodidlise
antes do inicio do tratamento com o objetivo de se avaliarem se 0s picos anteriormente
detetados s&o recorrentes neste estudo. Adicionalmente, efetuaram-se também recolhas nos
mesmo doentes apds o tratamento de hemodialise a fim de se estudarem eventuais diferencas
nos espetros apés o tratamento. Dadas as caracteristicas evolutivas da doenca e a sua
separacao por estadios, foram também recolhidas amostras de ar exalado a doentes com
insuficiéncia renal em estédios intermédios para analisar a existéncia destes ou de outros picos
e, caso existam, fazer uma comparacao de valores de intensidade.

Uma vez terminada a recolha das amostras iniciou-se o tratamento e andlise dos
resultados. Tal como mencionado anteriormente, para se realizarem as analises espetrais

recorreu-se aos softwares LAV e VOCInspect.

5.1.1. Analise dos espetros do grupo de controlo e do grupo de hemodialise

Visualizando-se os Vvarios espetros obtidos antes do tratamento de hemodialise verifica-se
a presenca de varios picos. Embora alguns destes picos possam estar ligados a patologia renal
em estudo, outros certamente poderdo ser provenientes de fontes exdégenas e de
contaminagdo pelo ar circundante. Uma vez que o ar da sala pode entrar pelo tubo do
espirdbmetro, os espetros obtidos podem conter informacgdes provenientes do ar ambiente e,
deste modo, foram realizadas analises ao ar da sala para comparacdo entre 0s espetros
obtidos.

Com base na andlise dos espetros provenientes do grupo de controlo e do grupo em
hemodialise foram selecionados seis picos. Estes picos encontram-se representados na figura
5.1 e, a sua escolha deveu-se ao facto de serem o0s picos que mais variam entre estes dois
grupos. Nestes seis picos estdo incluidos a acetona e o isopreno, que embora sejam picos

caracteristicos dos espetros de ar exalado humano apresentaram diferencas significativas no
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valor de intensidade pelo que se decidiu inclui-los. Os seis picos ndo se verificaram
consistentes em todos os espetros, ou seja, apesar de ser 0os que mais diferiam entre os
espetros do grupo saudavel e do grupo em hemodialise ndo se verificou existir uma clara
tendéncia de picos que aparecessem em todos 0s espetros de um grupo e no outro grupo se
encontrassem ausentes. Esta variabilidade existente, levou a que se recorresse ao Init
Dynamic PCA, um plug-in existente no software LAV que faz uma analise dos componentes

principais para investigar os perfis de ar exalado do grupo de doentes em hemodialise e do

grupo saudavel de controlo.

Figura 5.1 — Espetros com Identificacdo do Areaset, onde sdo visiveis a acetona e o isopreno que sao
substancias ja conhecidas e quatro picos desconhecidos, numerados de 1 a 4. A) Imagem do espetro
do ar exalado de um participante pertencente ao grupo de controlo. B) Imagem do espetro do ar exalado
do paciente H12 pertencente ao grupo de hemodidlise.

A analise PCA permite determinar uma correlacao entre os diferentes picos selecionados,
0 que pareceu ser a melhor abordagem nesta situacéo. Os resultados obtidos demonstraram
que existe uma clara separacdo entre a informacg&o contida nos espetros de ar exalado dos
pacientes em hemodidlise e dos colaboradores que constituiram o grupo de controlo.

Pelos resultados obtidos através da analise PCA verifica-se que nos pacientes que sofrem
de insuficiéncia renal crénica ocorrem alteracdes metabdlicas que inevitavelmente conduzem a
producdo de certos metabolitos anormais ou, em quantidades diferentes das existentes em
pessoas saudaveis. E importante referir que o primeiro componente representa,
aproximadamente, 81% da varidncia total e o segundo componente 9%. Juntos sé&o
responsaveis por 90% da variancia. Analisando a figura 5.2 verifica-se que o grupo de controlo
apresenta uma variagdo global superior quando comparado ao grupo de pacientes em
hemodialise, 0 que era expectavel visto que os pacientes com IRC apresentam caracteristicas

muito semelhantes entre si.
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Figura 5.2 — Imagem do gréfico resultante da analise PCA. A vermelho encontram-se os dados referentes
aos pacientes em hemodialise. A verde, os dados sao respeitantes aos valores provenientes dos espetros
do grupo de controlo.

5.1.2. Andlise dos espetros do grupo de doentes em Hemodidlise - recolha

antes e apc')s o tratamento

Como referido no capitulo 4, foram recolhidas amostras de ar exalado de 13 pacientes em
hemodialise, antes e apos o tratamento. Durante as analises ao ar exalado foram recolhidas,
sempre que possivel, amostras ao ar ambiente utilizando o mesmo método para comparagéo
entre os espetros obtidos. A realizacdo de andlises ao ar ambiente presente no local onde é
efetuada a recolha das amostras de interesse propriamente ditas, neste caso amostras de ar
exalado provenientes de pacientes com IRC, permite eliminar o background do ar da sala.

Analisando os espetros obtidos, séo notdrias diferencas entre os espetros obtidos antes e
apos o tratamento. Por exemplo, para um mesmo paciente verifica-se o aparecimento de novos
picos ap0s a hemodidlise e, alteracBes na intensidade de picos que ja existiam anteriormente.
O aparecimento de novos picos pode estar relacionado com a libertacdo de compostos
organicos volateis por parte do equipamento de hemodidlise ou ser consequéncia da

medicacéo administrada aos doentes no decorrer do tratamento.
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Figura 5.3 — A) Imagem da subtracao do espetro do ar da sala ao espetro do ar exalado do paciente HO7,
no periodo antes de iniciar o tratamento de hemodialise, com delimitagdo da area de interesse.
B) Imagem da subtracdo do espetro do ar da sala ao espetro do ar exalado do paciente HO7, no periodo
apos terminar o tratamento de hemodidlise, com delimitacdo da area de interesse.
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Figura 5.4 — Imagem resultante da figura 5.3 pela aplicacdo de zoom a zona de interesse. A) Imagem da
subtracéo do espetro do ar da sala ao espetro do ar exalado do paciente HO7, no periodo antes de iniciar
o tratamento de hemodialise, com marcacgédo dos picos de interesse. B) Imagem da subtragéo do espetro

do ar da sala ao espetro do ar exalado do paciente HO7, no periodo apés terminar o tratamento de
hemaodidlise, com marcacao dos picos de interesse.

Feita uma analise mais cuidadosa, foram identificados dois picos que sédo mais evidentes

nos espetros recolhidos apés o tratamento de hemodidlise. Para além destes dois picos
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desconhecidos foi também considerado o pico de acetona devido as diferencas de intensidade
apresentadas antes e apos o tratamento de hemodidlise. A acetona ja tinha sido apontada em
estudos anteriores, realizados com a técnica SIFT-MS, como sendo um dos compostos que
sofria alteracdes dos valores de intensidade com o tratamento de hemodialise pelo que, se
verificou se tal acontecia também usando a técnica analitica MCC-IMS. Estes trés picos
compdem o Areaset e podem estar relacionados com a pratica de hemodialise pelo que foram
alvo de andlise. Para a identificagcao destes picos foi realizada uma analise profunda a todos os
espetros e depois de definido o Areaset no LAV foi reavaliada a presenca dos mesmos em
todos os espetros, uma vez que, para baixos tempos de retencdo ha maior contaminacao por
parte de outros compostos. Concluida a analise verificou-se que o pico 1 e 2 apresenta maior
intensidade apds a hemodialise e a acetona apresenta uma diminuicdo da intensidade apdés o
tratamento para quase todos os pacientes estudantes.

Nas figuras 5.3 e 5.4 sdo apresentados dois espetros de um mesmo colaborador, antes e
apos realizar o tratamento de hemodidlise, onde s&o evidentes as diferencas de intensidade
destes trés picos ap0s o tratamento de hemodialise. Os espetros apresentados nas figuras 5.3
e 5.4 séo o resultado da subtragdo do espetro do ar ambiente recolhido no momento da andlise
ao espetro resultante da recolha do ar exalado, antes e ap0s o tratamento. Esta subtracéo,
feita com recurso ao software VOCInspect, permitiu evidenciar os picos provenientes do ar
exalado de cada paciente ao subtrair as contaminac¢des provenientes do ar da sala.

Para se estudar as diferengas de intensidade dos picos identificados na figura 5.4 antes e
apos a hemodidlise construiram-se graficos recorrendo a ferramenta Kaleidagraph®, para mais
facil comparacéo. O valor de intensidade de cada pico foi obtido usando-se a funcionalidade
Analyze Areaset disponivel no LAV que permite obter diversos dados para os picos
selecionados no Areaset. Nas figuras 5.5 e 5.6 encontram-se representadas as intensidades,
em volts, para o pico 1 e 2, respetivamente. Analisando o grafico presente na figura 5.5
verifica-se que a intensidade do pico 1 aumenta em todos os pacientes apds o tratamento de
hemodialise. Nos pacientes HO1, HO2 e HO3 a alteragao do valor de intensidade é praticamente
nula mas, tal pode dever-se as condi¢cdes a nivel do equipamento em que estes voluntarios
realizaram a analise do ar exalado. Estes trés pacientes fizeram analises ao ar exalado no
mesmo dia e, neste dia, o BreathSpec® possuia um RIP com um valor de intensidade a rondar
1.2 V, qual se trata de um valor bastante baixo, o que pode ter condicionado o aparecimento de
compostos no espetro resultante.

Relativamente ao pico 2, a semelhanca do que se verificou com o pico 1 também este
registou um aumento da intensidade apés o tratamento de hemodidlise. Contudo, neste caso
verificam-se duas excecfes que s&o o colaborador HO7 e H13, cujos valores de intensidade
decresceram apés a realizacdo da hemodialise. As diferencas registadas nas intensidades do
pico 2 para os pacientes HO7 e H13 ndo se conseguem explicar, pelo que seria util de futuro

repetir as andlises nestes doentes a fim de se verificar se ocorrem diferencas.
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Intensidade do pico 1 antes e apds tratamento de hemodiilise
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Figura 5.5 - Gréfico da variagdo de intensidade do Pico 1, em cada um dos espectros do grupo de
pacientes em hemodidlise, antes e apdés o tratamento.
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Figura 5.6 - Grafico da variacdo de intensidade do Pico 2, em cada um dos espectros do grupo de
pacientes em hemodialise, antes e apds o tratamento.
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Por fim, uma vez que existem estudos realizados com outras técnicas analiticas que
sugerem que apoés o tratamento de hemodialise a intensidade de acetona diminui, foi estudada
esta possibilidade. Os resultados encontram-se na figura 5.7.

A semelhanca do que se verificou em estudos anteriores, também estes dados sugerem
gue apo6s o tratamento de hemodialise o valor de intensidade da acetona diminui. De novo se
verifica que os pacientes HO1, HO2 e HO3 s&o os que se apresentam uma menor variagdo que
pode ser devida as condicbes de aquisicdo das amostras do ar exalado, como foi referido
anteriormente. Quanto ao paciente H11, este ndo foi considerado para a analise do pico de
acetona pois ocorreu saturacdo do RIP e ndo houve formacdo do pico da acetona. Quando
ocorre saturacdo do RIP deixam de estar disponiveis mais ides reativos para interagir com a
amostra e, portanto vdo aparecer no espetro, primeiramente, 0s picos pertencentes a
compostos cujo valor de afinidade protdnica seja superior, ate que se esgotem os ides reativos
disponiveis. O paciente H12 registou um aumento de acetona apds o tratamento cujas causas

n&do se conseguiram apurar.

Intensidade do pico de acetona antes e apés tratamento de hemodialise
-1|E 1 1 1 1 1 I

& Antes hemodialise
14 B Depois hemodidlise

1.2

048

Intensidade ()

06 &

0,4 ) )

0,2 .

HO1 HOZ2 HO3 HO4 HOS HOG HOT HO8 HO9 H10 H12 H13

Paciente Id

Figura 5.7 - Gréfico da variagdo de intensidade do pico de acetona, em cada um dos espectros do grupo
de pacientes em hemodialise, antes e apds o tratamento.

5.1.3. Andlise dos espetros do grupo de controlo e do grupo em estadio

intermédio

Finalizada a recolha do ar exalado dos 14 colaboradores em estadio intermédio que

compds a amostra realizou-se a andlise dos espetros. A semelhanca do que aconteceu
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aquando das recolhas de ar exalado das amostras ja anteriormente abordadas, também nos
dias em que foram recolhidas amostras aos pacientes em estadios intermédios foram
efetuadas analises sistematicas ao ar ambiente.

Os espetros provenientes de pacientes em estadios intermédios foram analisados e
comparados com os espetros da populacdo saudavel de controlo. Verificou-se a presenca de
determinados picos em alguns dos espetros provenientes de colaboradores em estadio
intermédio que nao se verificaram nos espetros provenientes do grupo de controlo, como esta
apresentado na figura 5.8. Apesar de existirem alguns picos diferentes nos espetros dos
colaboradores em estadios intermédios ndo é possivel dizer se estes estdo, ou nao,
relacionados com a insuficiéncia renal uma vez que nao existe total concordéncia entre os
espetros obtidos. Uma possivel justificacdo para a ocorréncia destes picos unicamente em
alguns espetros da populacdo com insuficiéncia renal tem a ver com a elevada dose de
medicacéo que estes pacientes tomam e que podem originar picos nos espetros de ar exalado
relacionados com a libertacdo de compostos provenientes da medicacdo. N&o foi possivel
obter mais informacdes sobre a posologia aplicada em cada paciente uma vez que esta é
bastante varidvel de doente para doente, em dose e aplicabilidade. Estes doentes para além da
insuficiéncia renal possuem muitas outras patologias como diabetes, colesterol e hipertensédo

gue requerem medicacbes especificas para cada paciente e podem influenciar os picos que

aparecem nos espetros.

Figura 5.8 —A) Imagem do espetro do ar exalado de um participante do grupo de controlo, com marcagéo
dos picos de interesse. B) Imagem do espetro do ar exalado do paciente 113 com insuficiéncia renal em
estadio intermédio, com marcacao dos picos de interesse.

Ainda relativamente aos espetros provenientes dos colaboradores em estadios
intermédios, os pacientes 107, 111, 113 e 114 revelaram a presenga do pico 1 referido acima,
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quando foram estudadas as diferencas entre os espetros do ar exalado de pacientes em
hemodialise, antes e apds o tratamento. Como foi referido anteriormente, estes espetros sdo o
resultado de analises ao ar exalado de pacientes com DRC3 e DRC4. O aparecimento do pico
1 pode estar relacionado com o nivel de progressao da insuficiéncia renal, contudo, quando se
tentou estabelecer uma relacdo com os valores da taxa de filtragdo glomerular fornecidos pelos

colaboradores do hospital ndo se verificou existir qualquer tendéncia.

5.2. Calculo da Mobilidade Reduzida

Por fim, terminada a analise espectral calculou-se para os picos encontrados, pico 1 e pico
2, o valor de mobilidade i6nica reduzida.

Para o célculo da mobilidade i6nica (K) e mobilidade iénica reduzida (Kg) recorreu-se as
equacgles apresentadas abaixo e retratadas no capitulo 3. A equacdo 5.1 foi usada para

calcular a mobilidade idnica, e a equacgéo 5.2 para o calculo da mobilidade i6nica reduzida.

K= 14 (5.1)

Onde:
ly: comprimento do tubo de deriva = 5cm
E: intensidade do campo elétrico = 400 V cm™
tycor: COrrecdo do tempo de deriva - ty..r =ty — 0,5 X At, sendo ty 0 tempo de deriva e At o

tempo de abertura da grelha = 100 ps.

&
|

=K (‘;—g) (7?—‘;) (5.2)

Onde:
Po: Pressdo ambiente = 101325 Pa
To: Temperatura ambiente = 273 K
P4: Preséo no tubo de deriva = 101000 Pa

T4 Temperatura no tubo de deriva = 313 K

Na tabela 5.1 sdo apresentados os valores calculados para a mobilidade idnica e
mobilidade iénica reduzida relativas ao pico 1 e 2, bem como os correspondentes valores de

tempo de deriva (ty) e de tempo de retencao (t,).
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Tabela 5.1 - Mobilidade iénica reduzida (Ko) para os picos 1 e 2 detetados, bem como o tempo de deriva
(ta) e de retencao (t;).

tq (MS) t, (s) K (cm®V7's™) Ko (cm?Vv's™) 1/Ko (cm™Vs)
Pico 1 8,110 10,836 1,551 1,353 0,740
Pico 2 7,959 7,434 1,580 1,379 0,725

Como ja foi referido anteriormente a maior limitagdo desta técnica €, atualmente, a
identificacdo dos compostos. Apés consulta da literatura ndo se conseguiu encontrar
substancias com parametros semelhantes aos encontrados pelo que nado foi possivel a

identificacdo dos compostos.

5.3. Verificacdo do pico da Amoénia

A bibliografia sugere uma forte correlagdo entre a insuficiéncia renal e a presenca de
amonia nos espetros de pacientes cuja incidéncia da doencga se faga notar. Ainda, com recurso
a literatura, é espectavel que o pico da amodnia surja antes do RIP, com o valor de mobilidade
reduzida ja identificado igual a 2,06 cm?V™'s™. [60]

Tendo por base a relevancia da amoénia neste estudo, optou-se por analisar a amaonia
tentando estabelecer uma curva de calibracdo e identificagcdo do seu pico caracteristico. A
amonia utilizada foi uma solucéo aquosa a 25 %, de peso molecular 35,04 gmol'l e densidade
0,91 gcm™.

Com este objetivo, fizeram-se diluigcbes consecutivas de hidroxido de amoénia em agua
pura, apresentando-se na tabela 5.2 as concentragdes finais encontradas e que foram alvo de
andlise. Para a analise das diferentes concentracdes de amadnia colocou-se a amostra de duas
formas distintas. No primeiro caso pipetou-se, para cada concentracdo, uma quantidade de
0,05 mL de aménia diluida num frasco, encerrando-se, posteriormente, 0s mesmos. Em
seguida, repetiu-se este procedimento mas colocando uma compressa esterilizada por cima de

cada amostra de amoénia, fechando, de seguida, cada frasco.

Tabela 5.2 — Concentra¢8es de amonia analisadas.

Amostra Concentracéao (ppm)
1 138
2 253
3 433
4 549
5 674
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A aquisicdo dos espetros foi feita pelo aparelho MCC - IMS, que tem por base o mesmo
principio de espetrometria de mobilidade iénica. Definiu-se um programa no MCC - IMS
semelhante ao utilizado para a recolha das amostras de ar exalado no BreathSpec® cujas

caracteristicas sao apresentadas na tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Programa BREATH_5M implementado no MCC - IMS definido para os procedimentos de
andlise das amostras de amonia.

Spectra Time \% P R El E2 T1 T2 S
0 0 ms I I Rec | | | | |

1 126 ms I 25% I [ [ I [ [

16 2.016s | open | off I | | | | |
40 5.040 s close I | | | | | |
1425 03m 00s I I Stop [ [ | [ |
1426 03m 00s - - - - - - - -

Este aparelho, a semelhanca do BreathSpec®, apresenta uma entrada para a amostra
denominada Sample. Para a analise colocou-se o frasco com a amostra de amonia e fez-se a
ligagdo ao MCC - IMS através de uma agulha, havendo um periodo de espera, de 5 minutos,
antes de se iniciar a andlise para estabilizagdo do headspace. A montagem deste

procedimento de andlise pode ser visualizada abaixo, na figura 5.9.

MCC-IMS

Figura 5.9 — Imagem do equipamento MCC - IMS no processo de recolha da aménia (Imagem obtida em
laboratorio).

Iniciou-se a andlise das amostras pelas de concentra¢cfes inferiores progredindo para
valores superiores, a fim de evitar-se o fendmeno de saturacdo. Como background fizeram-se
medi¢cbes, em iguais condi¢cbes, de um frasco vazio e de um frasco com compressa
esterilizada, ndo contendo qualquer amostra. Estas foram as duas primeiras medicfes

realizadas e podem ser vistas na figura 5.10.
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B

Figura 5.10 — A) Imagem do espetro de andlise do frasco vazio. B) Imagem do espetro de analise ao
frasco contendo uma compressa esterilizada.

2 3 4 5

Figura 5.11 — Imagens dos espetros de andlise da amostra de amonia para as 5 solugdes com as
diferentes concentragbes apresentadas na tabela 5.2. Os espetros apresentados encontram-se
numerados de 1 a 5, tendo em conta, a solugdo de amdnia que deu origem ao espetro.

Seguidamente, iniciou-se a recolha para as diferentes concentracbes de amonia,
seguindo-se o protocolo previamente descrito. Os espetros obtidos das amostras simples e

com compressa sédo apresentados na figura 5.11 e 5.12, respetivamente.
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|

1 2 3 4 5

Figura 5.12 - Imagens dos espetros de andlise da amostra de amdnia embebida numa compressa para
as 5 solugdes com as diferentes concentragcdes apresentadas na tabela 5.2. Os espetros apresentados
encontram-se numerados de 1 a 5 consoante a solu¢cdo de aménia que deu origem ao espetro.

Numa primeira observacdo aos espetros obtidos é possivel identificar-se diversos picos.
No entanto, atentando a figura 5.10, verifica-se que certos picos sdo provenientes dos
materiais do qual é constituido o frasco que contem a amostra uma vez que estes também se
encontram nestes espetros, onde a amoénia ndo esta presente. De qualquer forma, fazendo
uma analise visual simples as figuras 5.11 e 5.12, verifica-se que para todos o0s espetros
analisados, com e sem compressa, ocorre um aumento de intensidade de um pico situado a
esquerda do RIP com o aumento da concentracdo de amoénia. Desta forma, suspeita-se que
este pico podera ser o de amédnia. Para confirmar que este podera ser o pico de amonia e fazer
uma avaliacdo dos restantes picos, recorreu-se posteriormente ao software VOClnspect e fez-
se a subtracé@o dos espetros da figura 5.11 com o espetro do frasco vazio, e 0s espetros da
figura 5.12 com o do frasco com a compressa.
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Figura 5.13 — A) Imagem da subtracdo do espetro do frasco vazio com compressa ao espetro resultante
da analise da amostra 3 de aménia embebida numa compressa. B) Imagem da subtracdo do espetro do
frasco vazio com compressa ao espetro resultante da analise da amostra 4 de amonia embebida numa

compressa.
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Figura 5.14 — A) Imagem da subtracdo do espetro do frasco vazio ao espetro resultante da analise da

amostra 3 de amonia. B) Imagem da subtracdo do espetro do frasco vazio ao espetro resultante da

andlise da amostra 4 de aménia.

Analisando as figuras 5.13 e 5.14 embora sejam notoérias diferengas aquando da utilizagédo
ou nao da compressa, havendo um maior nimero de picos quando esta se encontra presente,
€ visivel a presenca de alguns picos em ambas as amostras. Em particular destaca-se o pico

apontado como sendo o de amoénia e que pode ser visto com mais detalhe na figura 5.15.
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Figura 5.15 — A) Imagem do espetro da andlise da amostra 3 de amaénia, recorrendo ao software LAV. A
vermelho é delimitado o pico correspondente a esta substancia. B) Imagem resultante da subtracdo do
espetro do frasco vazio ao espetro resultante da andlise da amostra 4 de amonia, recorrendo ao software
VOCinspect. A vermelho é delimitado o pico correspondente a esta substancia.

Identificado o pico da amonia procedeu-se ao calculo da mobilidade reduzida, que se
encontra na tabela 5.4. O valor de mobilidade i6énica experimentalmente obtido € um pouco
inferior ao encontrado na literatura. O pico de amonia surge nos espetros como cluster com o
pico relativo a 4gua, o que torna dificil a sua separacdo levando a medi¢des incorretas do
tempo de deriva e retencéo. Esta diferenca de 0,35V, no valor de mobilidade i6nica reduzida da
amonia, calculado experimentalmente, em relacdo ao valor de referéncia pode dever-se a uma
ma determinacdo do tempo de deriva que, consequentemente, influenciou o valor de K,

calculado.

Tabela 5.4 — Mobilidade i6nica reduzida (Ko) para o pico de amdnia, bem como o tempo de deriva (tq) e
de retencao (t;).

ty (Ms) t, (s) K (cm?V's™) Ko (cm®V''s™) 1/Ko (cm™Vs)

6,422 8,694 1,96171 1,71101 0,58445

Comparando os espetros resultantes da analise da aménia com os do grupo de pacientes
em hemodidlise e em estadios intermédios ndo se verificam semelhangcas. Em nenhum dos
espetros analisados se verifica a existéncia de forma clara do pico de amoénia, como era

expectavel.
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5.4. Comparagéo entre os filtros

Neste trabalho a recolha das amostras foi feita com recurso a um filtro usado no
equipamento Biopac, ao contrario do que aconteceu com o estudo anterior cujos filtros usados
foram da marca Intersurgical. Neste sentido e, como os resultados obtidos se revelaram
diferentes dos esperados, ou seja, diferentes dos obtidos na prova de conceito que precedeu
este estudo foram realizadas analises a fim de se compararem ambos os filtros. Fizeram-se
varios tipos de ensaios com um mesmo colaborador em condig8es iguais e, com repeticdo em

dias diferentes.

" “ l
1 2 3

Figura 5.16 — 1) Imagem do espetro do ar exalado de um colaborador onde ndo foi usado filtro. A
vermelho encontra-se delimitado o pico do isopreno (1) e o da acetona (2). 2) Imagem do espetro do ar
exalado de um colaborador em que na recolha foi usado um filtro Biopac. 3) Imagem do espetro do ar
exalado de um colaborador em que na recolha foi usado um filtro da marca Intersurgical.

Na figura 5.16 encontram-se trés espetros de um mesmo sujeito, obtidos simultaneamente
e em iguais circunstancias, diferindo apenas no tipo de filtro usado. Atentando aos espetros,
facilmente se verifica a presenca de picos adicionais quando foi usado o filtro da Intersurgical
que ndo aparecem presentes nos outros casos. Quanto aos espetros obtidos sem a utilizacéo
de qualquer filtro e com o filtro Biopac os resultados revelaram-se sempre muito similares.
Verificou-se que para filtros diferentes a informacao relativa ao nimero de picos que dai advém
pode sofrer alteragBes. Seguidamente verificou-se qual a sua influéncia na intensidade dos

picos. Para tal, comparou-se para 0s trés casos os valores de intensidade do isopreno e
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acetona, que sdo dois compostos facilmente identificados com a técnica de espetrometria de

mobilidade i6nica. Os resultados encontram-se expressos na figura 5.17.

Comparagio das Intensidades da Acetona e Isopreno

para os diferentes filtros

0,9

0.85

0.8

0,75

0.7

Intensidade &)

0,65

0.6 H & Semfiltro

#+  Filtro Biopac

0,55
|soprena Acetona

Figura 5.17 - Gréfico com os valores de intensidade da acetona e isopeno, para cada um dos diferentes
tipos de filtros (sem filtro, filtro Biopac e filtro Intersurgical).

Pela observacéo do gréfico apresentado na figura 5.17 verifica-se que apesar dos filtros
diferirem no niumero de compostos presentes no espetro, a intensidade dos compostos que
surgem apresentam valores semelhantes, havendo uma maior variagcdo para o pico de
acetona.

Os resultados apresentados ndo foram Unicos, e verificaram-se semelhantes quando
foram realizadas outro tipo de andlises. Um dos testes realizados foi 0 de mascar uma pastilha
de mentol e seguidamente recolher uma amostra do ar exalado. Repetiu-se 0 mesmo
procedimento mas com uma pastilha de morango. Em ambos os testes se verificou a existéncia
de um maior nimero de picos no filtro da Intersurgical quando comparado aos outros dois (sem
filtro e com filtro Biopac). Os espetros obtidos sem a introducdo de um filtro e com o filtro do
Biopac foram sempre bastante semelhantes, pelo que se considerou que o melhor seria ou
utilizar o filtro do Biopac ou recolher as amostras sem qualquer filtro. Por uma questdo de
disponibilidade de material foi utilizado o filtro do Biopac, pois quando ndo se coloca filtro é
necesséria a utilizacdo de um adaptador para fazer a ligacao entre a boquilha e o espirémetro

que nao estavam disponiveis em ndmero suficiente.
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m Conclusdes e Perspetivas Futuras

As analises ao ar exalado tém despertado cada vez mais interesse pois trata-se de um
método de recolha simples e nao invasivo com informacdes acerca do estado metabdlico de
cada pessoa. Existe ja um vasto conjunto de compostos presentes na respiragdo humana com
ligagdo a estados fisiologicos. O interesse por esta area € cada vez maior e a procura de novos
compostos que possam servir de marcadores para determinada patologia levaram a realizagéo
de inUmeros estudos.

Neste sentido, com este estudo pretendia-se fazer uma andlise ao ar exalado em
ambiente hospitalar de doentes com problemas renais. Utilizando o BreathSpec®, cujo
principio de funcionamento se baseia na espetrometria de mobilidade i6nica, foram retiradas
varias amostras ao ar exalado de doentes renais em diferentes estadios da doenca cronica
renal. A comparacdo entre 0s espetros provenientes da populacédo de controlo e dos doentes
em hemodialise no inicio do tratamento sugere diferencas ao nivel das duas populacbes em
geral. N@8o se conseguiu isolar nenhum pico como sendo indicativo da doenga devido a
variabilidade existente entre os espetros mas verificou-se, recorrendo a técnica PCA, que
existem compostos presentes no ar exalado dos doentes renais diferentes dos encontrados no
grupo de controlo, que decerto se encontram relacionados com a doenca.

Os dados obtidos que se revelaram mais significativos estdo relacionados com os
espetros provenientes de doentes em hemodidlise. Verificaram-se diferencas ao nivel da
intensidade de trés picos, quando comparados 0s espetros obtidos antes e apés tratamento.
Relativamente a dois destes picos a sua identificacdo ndo foi possivel pois os valores de
mobilidade idnica reduzida calculados ndo coincidiram com valores descritos na literatura. O
outro pico é proveniente da acetona que ja possui parametros bem definidos na literatura e,
portanto, foi de facil identificagdo. Como forma de melhorar e validar estes resultados, seria
importante fazer-se um estudo dos compostos libertados pelo equipamento de hemodidlise
para verificar se alguns dos picos encontrados pode ter origem no proprio equipamento de
hemodiélise.

Outro dos objetivos iniciais deste estudo prendia-se com a validacdo dos picos
anteriormente identificados, mas tal néo foi possivel uma vez que estes nédo surgiram de forma
tdo explicita nos espetros dos doentes renais quanto tinha acontecido no estudo anterior
realizado pelo aluno Ricardo Alves. Uma possivel justificacdo para tal ndo se ter verificado
prende-se com a utilizacdo do material de recolha utilizado. Tal como ja foi referido, neste
estudo, procedeu-se & recolha do ar exalado usando filtros utilizados no equipamento Biopac.
A utilizacdo de filtros diferentes deveria produzir os mesmos resultados, uma vez que ambos

sédo adequados ao uso no BreahSpec®, contudo ao serem comparados 0s espetros resultantes
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usando os dois tipos de filtros verificou-se um maior nimero de picos quando é utilizado o filtro
da Intersurgical. De futuro, devem ser efetuadas novas medig8es utilizando-se novas cénulas
bocais recentemente desenvolvidas e que nao utilizam filtros a fim de se padronizarem
resultados e se eliminarem picos provenientes de influéncias externas a analise em questao.

No decorrer do trabalho recorreu-se a técnica analitica MCC-IMS para analisar uma
amostra de amonia dada a forte ligacdo deste composto a insuficiéncia renal. Como resultado
obteve-se um pico de amania bem definido, numa posi¢éo anterior ao RIP. Contudo, quando se
verificaram os espetros dos doentes renais ndo se encontrou este pico. O facto da amoénia ndo
se encontrar nos espetros de doentes renais pode estar relacionada com a sua concentracéo
no ar exalado. A concentracdo da aménia no ar exalado pode estar numa gama de valores
inferiores aos limites de detecédo do BreathSpec®.

No decurso deste trabalho foi submetida uma publicagcédo para o “Breath Analysis Summit
2013” e efetuada uma participagcdo, como oradora, num workshop intitulado “Medical
application of IMS technology for Health”, enquadrado na Jortec Biomédica 2014 e esta em
preparacdo um artigo para publicacdo numa revista cientifica.

Como perspetivas futuras ambiciona-se que esta técnica seja um método corrente
utilizado como ferramenta de diagndstico. Em particular, espera-se que venha a ser um método
de diagnéstico precoce da insuficiéncia renal. Neste sentido, a continuacdo deste estudo pode
revelar-se importante, aumentando-se o nimero de participantes e, alargando o estudo a
outros centros hospitalares, a fim de se conseguir uma melhor estatistica. Inicialmente,
pretendia-se recolher um ndmero superior de analises mas tal revelou-se dificil por causa de
ndo interferir com a logistica hospitalar.

As caracteristicas desta técnica, como sejam o tempo curto de andlise, 0 baixo custo e o
facto de ser néo-invasiva, torna-a atrativa ao uso ‘rotineiro” durante uma sessdo de
hemodialise. Neste estudo apenas se procedeu a recolha do ar exalado apds o tratamento de
hemodialise, mas em estudos futuros seria interessante fazer a recolha durante o tratamento
em periodos de tempo bem definidos para ver a progresséo dos picos detetados como estando
relacionados com este tratamento. De igual forma, € importante fazer-se um estudo aos
materiais utilizados na préatica da hemodidlise a fim de perceber se estes emitem VOCs e
portanto, se algum dos picos detetados pode ser proveniente do material usado.

A principal limitacdo desta técnica, tal como j4 foi referido, esté relacionada com a falta de
bibliotecas de compostos. Assim, de futuro, o avango mais importante ao nivel da técnica
prende-se com a criacdo de uma base de dados onde estejam presentes os tempos de deriva
e retencao, bem como o valor de mobilidade i6nica reduzida para cada composto. A existéncia
desta informacdo iria ser benéfica na identificacdo dos diferentes picos, podendo estes, mais

facilmente, ser correlacionados com determinada patologia.
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Anexo |

ANEXO | = Folha de Registos

ct FACULDADE DE nMt
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA ..
Folha de Registos
Numero de registo: Data:
Idade: Sexo: F[] M []
Peso: kg Altura: cm
Tensao arterial: / Frequéncia cardiaca:
Tem diabetes? Sim[] N&o[ ]
Tem colesterol elevado? Sim[] Nad_]
Sofre de hipertensdo arterial? Sim [ ] Nao[]
Sofre de doengas coronarias/cardiovasculares? Sim[] NAaqd ]
Tem antecedentes relacionados com:  diabetes[ ] ; colesterol elevado[ ]
hipertenséo arterial [J; doencas coronarias/cardiovasculares[ ]
E fumador? Sim[] Né&o[]
Em caso afirmativo, ha quantos anos? N° de cigarros/dia:
Toma medicamentos? Sim[ ] N&o[] Quais ou para que fim?
ObservacOes adicionais:
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ANEXO Il = consentimento informado

FACULDADE DE nl I lt
t CIENCIAS E TECNOLOGIA

UNIVERSIDADE NOWVA DE LISBOM

Caparica, __de de 2014

Consentimento Informado

Solicitamos a sua colaboracdo no desenvolvimento do projeto
de Dissertacio de Mestrado denominado “Estudo dos
Biomarcadores associados a doencas renais”, conduzido na
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de
Lisboa (FCT/UNL), e na empresa NMT - Tecnologia, Inovagao
e Consultoria, S.A., sob orientacdo da Prof2. Dra. Valentina
Vassilenko.

Com este projeto pretende-se verificar a ocorréncia de
possiveis alteracdes dos compostos organicos volateis (VOCs)
existentes no ar exalado de pacientes que sofram de
patologias renais. Com esta finalidade, sera utilizado o
aparelho BreathSpec® como equipamento de recolha da
amostra.

Os procedimentos de recolha utilizados sdao rapidos, nao-
invasivos e indolores, nao sendo necessaria a realizacao de
qualquer esforco por parte do colaborador. Para a recolha da
amostra, este apenas tem de soprar através de um filtro. O
estudo ndo inclui mas visitas ao hospital do que aquelas
planeadas para um doente com patologia renal, havendo
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recolha de amostra uma unica vez. Em nenhum momento o
colaborador é colocado em risco fisico ou emocional.

A sua colaboracao no projeto é importante, ndo existindo
riscos especificos nem gastos associados a sua participacao
neste estudo.

Nao se verificam beneficios clinicos imediatos para si, no
entanto, as informacdes resultantes deste estudo poderao
ajudar a aumentar o conhecimento sobre esta doenca,
compreendendo melhor a sua evolu¢ao. Estas informacgoes
facilitarao o diagndstico da doenga em estidgios menos
avancados da mesma.

Os dados recolhidos sao confidenciais e apenas serao
utilizados para a realizacdo do presente estudo.

Agradecemos desde ja a sua colaboracao.

A aluna,

A orientadora,

(Valentina Vassilenko)

Eu, abaixo assinado, depois de ler e ter esclarecido todas as
minhas duvidas consinto que me sejam efectuados os
procedimentos mencionados acima.

Assinado,
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ANEXO IIl - Informacgdes adicionais dos colaboradores deste estudo

Tabela 0.1 — Informacgdes clinicas referentes aos doentes em hemodialise.

Inicio da . . Hemoglobina  Creatinina Ureia . Fosforo  Potéssio Sadio Célcio
Hemodialise Diabetes  Hipertensdo  Colesterol (g/dL) (mg/dL) (mg/dL) Albimina (mg/dL)  (mmol/L) (mmol/L) (mg/dL)
18/11/2009 N S S 11,4 8,3 91 14 31 31 4,6 137 8,6
24/02/2011 S S S 11,2 4,8 119 1,6 3,5 4.4 4,3 136 8,9
15/01/2014 S N N 12 6 109 1,7 3,3 3,2 5,4 139 8,9
08/10/2012 S S N 10,9 10,3 170 1,57 3,9 5,3 7,5 135 9
31/01/2013 N N N 10,4 8,4 123 1,5 4 3,8 5,8 144 7,9
23/02/2010 N N N 10,3 9,4 131 1,59 4 31 5,2 140 9,4
08/10/2002 N N N 10,6 6,6 105 1,77 3,7 3,8 5,7 141 8,6
11/05/2011 N N N 11 12,7 176 1,29 4,3 4,6 5,6 140 8,2
04/01/2010 S S N 9,7 7,5 132 1,5 39 39 5,8 139 8,8
02/08/2013 S S N 11,5 5,8 140 1,37 3,6 4,1 6,8 131 9,6
27/02/2014 N S N 11,6 4.8 139 1,54 3,6 2 5,5 134 10
18/10/2011 S N S 12,5 6,2 46 1,79 3,7 1,7 5,2 130 10,3
10/07/2012 S S N 11,6 6,8 123 1,78 3,6 5 5,9 134 9
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Tabela 0.2 - Informacdes clinicas referentes aos doentes em estadios intermédios da doencga renal cronica.

Hemoglobina Creatinina  Ureia eGFR-MDRD Proteindria Fésforo  Potassio Saédio Calcio
(g/dL) (mg/dL)  (mg/dL) (ml/min/1,73 m?) (9/9) (mg/dL) (mmol/L) (mmol/L) (mg/dL)

Id Diabetes Hipertensdo Colesterol

N S N 9,9 3,1 106 20 2,7 3,9 5 145 9,3
N S S 11,7 2,7 104 24 0,1 2,8 4,8 142 9

N N N 11,2 2,6 80 25 0,6 3,1 4,7 140 9,2
S N N 10 5,8 171 10 0,2 5 4,8 143 7,8
N N N 10,2 4,5 169 14 2,1 4,2 5,6 137 8,8
N S S 12,4 2,2 86 31 0,2 3,5 5,2 142 9,5
N N N 10,8 3,1 135 27 0,3 3,5 2,9 141 9,9
N S S 11,4 1,9 113 42 0,1 3,5 4,3 142 9,7
N S N 10,7 1,3 168 15 0,1 4,2 5,4 139 9,5
S N N 12,3 4,1 153 48 0,3 3,2 5,2 139 9,7
S S S 13,2 1,6 56 53 0,1 2,9 4,3 146 9,9
S S S 9,8 1,1 108 24 2,3 3,6 5,4 143 10
S N S 10,3 2,1 110 11 0,2 4,4 6,5 141 8,6
S S N 12,7 4,1 116 25 0,1 4,7 5 143 8,8
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ANEXO |V = poster “Breath Analysis in Nephrology”

Breath Analysis . Y
Summit 203 @) FOE B am Dcerrec s2nmt
. b )CEFITE

IDADE NOVA DF LISA0A

BREATH ANALYSIS IN NEPHROLOGY

International Conference
neresthfesearch - valentina Vassilenko®< , Ricardo Alves?, Joana Dias?, Pedro Bravo®, Cristina Outerelo® , Aura Ramos®
@ Centre of Physics and Technological Research (CeFITec), Faculty of Sciences and Technology, NOVA University of Lisbon, Campus FCT UNL, 2829-516 Caparica, Portugal

* Servigo de Nefrologia, Hospital Garcia de Orta, Almada, Portugal
<NMT, 5.4, Edificio Madan Parque, Rua dos Inventores, 2825-182 Caparica, Portugal

w@fct.unl.pt

Motivation

End-stage renal disease (ESRD) prevalence has increased in the last few years, affecting over one million individuals worldwide. As for chronic
renal failure (CRF), the number is 30-fold higher and, in many cases, can evolve to ESRD. Consequently, this leads to an increasing number of
patients that have to resort to a kidney i i like renal ion or dialysis. In Portugal, over 800 thousand individuals suffer

from CRF in any of the five different stages, and this number ascends every year, with 2000 new cases identified. This represents a huge
expenditure to the country (the nati ge cost of h dialysis per patient d above 25.000 €.
In the present work, ion mobility spectrometry (IMS) is used to detect and analyze the exhaled breath from 31 patients on hemodialysis

treatment. The main purpose of the recent study is to identify the characteristic spectrum i with this ition, in comparison to a

group of healthy subjects. The proceedings were performed in the Nephrology Service of Hospital Garcia de Orta, Portugal

Experimental

Since the ‘70s, investigators have studied the
possible correlation between volatile organic
compounds (VOCs) in the exhaled breath and the
subject metabolism. Many of these VOCs have
endogenous origin, and can be considered as
biomarkers of certain diseases, like kidney disease,
diabetes and airway infections [1].

In this work an ion ility sp (IMS) pled to a Iti-capillary column (MCC-
Advantages:
IMS) - BreathSpec® apparatus from G.A.S. (Dortmund, Germany) - was used to collect the
breath samples. The MCC- IMS lytical high sensitivity (detection *  Portabliity;
limits in the low ppb, range) and fast data acquisition. The nitrogen was used as a carrier |~ EAsiertomovein the hospital;
5 A < = + Can be driven to the patient for the analysis

gas and samples were collected directly to the without any p 2]

The volunteers were asked to exhale gha pi quipped with a spi with C02/02 tog that only air
of the lower lung is collected. The exhaled air of 30 healthy volunteers (Control group) and 31 (Hi dialysis group) was

acquired and analyzed in order to verify the differences in the spectra.

Results

From the analysis of collected data the great influence of
impurities present in the ambient air at the Hemodialysis unit were
observed. To avoid this a novel software developed by NMT, S.A
was used in this study. This tool allow to eliminate the background
influence of room air, visualize the obtained spectra in cleaner and
simpler way as well as automatically point-out only the specific

peaks related with the disease. Room air spectra at hemodialysis unit  Exhaled air of hemodialysis volunteers
From the comparison of the spectra from Control and L \ A l . B '

Hemodialysis volunteers a three different peaks were identified and

classified with numbers (1-3). This results were consistent for all L

hemodialysis patients’ spectra. - I i

Peak ty(ms) t.(s) 1(V) Ko (cm?V1s) | 1/ K, (cm2Vs) i o

1 & 2o w8 R A S
ical romatogram obtained after the data treatment with new

2 Typical IMS-Ch ol btained after the data tr ith

3 software: exhaled air of i i without i of room air

background (A) and with isolation of specific disease related peaks (B).

Conclusions and Future Work
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Anexo V

ANEXOQO V — certificado de participagao no Workshop “Medical application of IMS technology for Health”

F c h Biomedical Engineering \
Technology for Life
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IENCIAS E TECNOLOGIA .
E...vggs.mg,.os,.gf?.gm Lectures and Workshops | 10 to 14 Feb

CERTIFICATE

JOANA FILIPA CARREIRAS DIAS
attended the Workshop “Medical application of IMS technology for Health”

held in the Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa, Caparica, Portugal
on 12t of February during the JORTEC 2014 - Jornadas Tecnoldgicas da FCT
and presented an oral communication

“Breath analysis in Nephrology”

On behalf of the Organizing Committee
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Prof. Dr. Valentina Vassilenko Prof. Dr. André Mora Prof. Dr. Mério Diniz
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