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Resumo

As matrizes biol6gicas, como o sangue ou a urina, requerem métodos selectivos e
caros de preparagdo da amostra, para posterior identificacdo dos seus componentes. As-
sim, dada a grande variedade de compostos organicos volateis (VOCs) presentes no ar
exalado humano, tornou-se bastante relevante a sua anélise.

Muitos destes VOCs tém origem enddgena, resultado de processos metabdlicos do
organismo, podendo ser encontrados no sangue. A sua passagem através da membrana
alveolar pode fornecer informagdes relevantes do estado patoldgico do paciente. No en-
tanto, a matriz respiratéria é complexa pelo que a sua andlise exige uma técnica analitica
ndo s6 extremamente sensivel assim como rdpida. Com este intuito, surge a técnica de es-
pectrometria de mobilidade iénica associada a uma coluna multicapilar (MCC-IMS) que
combina alta sensibilidade (limites de detecgdo de ppb, — ppt,) e portabilidade.

O presente trabalho experimental teve como objectivo analisar o ar exalado de do-
entes renais, em tratamento de hemodiélise, utilizando o BreathSpec®, que recorre as
potencialidades inovadoras da MCC-IMS. Realizou-se um estudo do tipo prova de con-
ceito, adquirindo espectros dos participantes em hemodidlise, comparativamente com
um grupo de controlo. O estudo foi realizado em colaborac¢do com o servi¢o de Nefrolo-
gia do Hospital Garcia de Orta.

Durante a realiza¢do do trabalho ocorreu um periodo de aprendizagem desta técnica
tnica em Portugal, com a realizagdo de um workshop teérico-pratico: "Introdugdo a Es-
pectrometria de Mobilidade I6nica no contexto de anélise de ar exalado". Procedeu-se
também a requalificagdo da mobilidade do aparelho para facilitar o transporte até ao lo-
cal. O estudo realizado é pioneiro a nivel nacional e internacional, com uma comunica¢do
no ciclo de conferéncias iMed 4.0 e no “Breath Analysis Summit 2013”, na Alemanha, e
ainda com submissdo de um artigo no Journal of Breath Research.

Futuramente, pretende-se que esta técnica seja utilizada como forma de deteccao pre-
coce dos estagios de doenca renal dos pacientes.

Palavras-chave: BreathSpec, ar exalado, IMS, insuficiéncia renal, hemodialise.
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Abstract

Nowadays, the identification of the elements present in biological matrices, like blood
or urine, requires expensive and selective methods of sample preparation. Due to this
fact, and the fact that exhaled air contains a large number of organic volatile compounds
(VOCs), its analysis became very important.

Many of these VOCs have endogenous origin, as a result of metabolic processes in
the body, and can be found in blood. They can cross the alveolar membrane and appear
on human breath, giving possible information about the pathological state of the patient.
Exhaled air is quite complex, so it requires an analytical technique that is not only highly
sensitive as well as fast. With this purpose, many studies started using the innovative
technique of ion mobility spectrometry (IMS), combined with a multi-capillary column
(MCC-IMS). This way it is possible to combine high sensitivity (detection limits in ppb, —
ppt,) and portability.

In this study, the exhaled air of kidney patients, on hemodialysis, was analyzed, with
BreathSpec®. This was a proof-of-concept trial, where the hemodialysis patient’s char-
acteristic spectrum was acquired, in comparison with a control group. The study was
conducted in collaboration with de Nephrology Service of Hospital Garcia de Orta.

In the course of work, there was a learning period of this technique, unique in Portu-
gal, with the participation on a theoretical and practical workshop entitled "Introducao
a Espectrometria de Mobilidade I6nica no contexto de andlise de ar exalado". To fa-
cilitate the equipment transport, the mobility requalification of BreathSpec® was taken
into account. In addition, the conducted study is original both nationally and interna-
tionally speaking, with a communication on the cycle of conferences iMed 4.0 and on
“Breath Analysis Summit 2013”, and also with the submission of an article on the Journal
of Breath Research.

In the future, it is intended to utilize this technique as an early detection method for
the different stages of acute renal failure.

Keywords: BreathSpec, breath analysis, IMS, renal failure, hemodialysis.

xi



xii



1 Introdugio

Conteudo

2 Conceitos Teoéricos

2.1 Difusdao GasoSa . . . . ot e e e e

2.2 Andlise do ar exalado: técnica analitica promissora. . . . . . ... ... ..

2.3

221

Amonia . . ... e

Sistema Urindrio . . . . . . . o o v o e e e e e e e

2.3.1
2.3.2
233

Os rins e os seus constituintes . . . . . . . ... ... ... ... ...
Doencas Renais: Insuficiéncia Renal . . . . .. ... ... ... ...

Hemodialise em Portugal . . . . ... ... ... ...........

3 Espectrometria de Mobilidade Iénica
IMS - Espectrometria de Mobilidade Iénica . . . . . ... ... ... ... ..

3.1

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.14
3.1.5
3.1.6

Principio de anélise por IMS de compostos organicos volateis . . .
Formacdo deides reactivos . . . . . .. ... ... ... ...
Formagdodeidesproduto . . . . ... ... ... .. ... ... ..
Mobilidade Reduzida . . . ... ... .................
AplicagdesdaIMS . . .. ... .. ... oL
MCC-IMS .. ... .

4 Materiais e Métodos

41 Equipamento de analise: BreathSpec® . . . . .. ... ... ... ... ...

4.2

43
44
4.5
4.6

411

Interface comoutilizador . . . . . . . . ... ... .. ... ...

Requalificagdo da Mobilidade . . . . . . ................. ...

421

Montagem da Estrutura de Transporte . . . . . ... ... ... ...

Ligacoes e Configuragdes . . . .. .. ... .. ... ... ... ... ...
Material . . .. ... .. .
Protocolodelimpeza . . ... ... ... ... ... ... . ... ...

Testes de optimizagdo dos parametros experimentais . . . ... ... ...

xiii

10
11
11
12
15



xiv

4.6.1 Defini¢do do programa de andlise . . .. ... ...
4.7 Procedimento experimental . ... ... . ... ... ....
4.8 Analise dos resultados: Software LAV . . ... ... ... ..

Resultados e Discussio

5.1 Tratamentodedados ... ... ... ... ... .......

5.1.1 Andlise dos espectros e defini¢do do Areaset

5.2 Variacdo da Intensidade dos picos . . . . . ... ... ...
5.3 Cdlculo da Mobilidade Reduzida . . . ... ... ......
5.4 Verificagdo do pico caracteristicoda aménia . . . . . . . ..
5.5 Tratamento de dados dos espectros do Grupo A . . . . ..

Conclusao e Perspectivas Futuras

6.1 PerspectivasFuturas . ... ... ... ............

Anexo A

Anexo B

Anexo C

Anexo D

CONTEUDO

61

......... 62

71

73

75

77



2.1

2.2
2.3
24
2.5

3.1

3.2
3.3

4.1

4.2

43

44

4.5

4.6

4.7

4.8

49

Lista de Figuras

a) Alvéolo - unidade respiratéria. b) Estrutura da membrana respiratéria
alveolar, em corte seccional . . . . . .. . . ... .. ...
Imagem representativa da libertaggode VOCs . . . . . .. ... ... ...
Representacdo da anatomiadeumrim . . . .. ... ... ... L.
Evolugdo do nimero de doentes em hemodidlise . . . . ... ... ... ..

Custos de hemodidlise em 2010 . . . . . . . . . . . . . e

Representacdo dos diferentes elementos de um tubo de medigdo de um
espectrometro de mobilidade i6nica, com apresentacdo de um esquema
ilustrativo do principio de funcionamento . . . . . ... ... ... ..
Exemplo de um espectro de mobilidade . . . . .. ... .. ... .. ... ..

Exemplo de um espectro,em mapadecores . . . . .. ... .. ... ... .

a) Imagem do BreathSpec® b) Imagem do painel frontal do equipamento.
Imagem do espirémetro associado ao BreathSpec® . . .. ... ... ...
Esquema dos elementos internos do BreathSpec® . . . ... ... .. ...
Imagem da janela principal da interface do BreathSpec®. Obtida em labo-
ratOrio. . . . . ..
a) Imagem de inicializagdo do espirémetro, ap6s a selecgdo do botao Breath
b) Imagem do display grafico do fluxo da respiragdo. Inicia-se no momento
deiniciodeexalagdo. . . . . . . . .. ..
Estrutura em aco inoxiddvel . . . . . .. ... ... oL oL
a) Imagem da estrutura de transporte montada. b) Imagem da estrutra
final de transporte, com o BreathSpec® e o computador portatil utilizado
para visualizagdo dosespectros. . . . . ... ... L oL
Espectro obtido da limpeza periédica de uma superficie de ago inoxidavel.
Imagem obtida em laboratério. . . .. ... .. ... ... .. ... .. ...
Exemplo da visualiza¢do no software LAV de uma analise obtida em labo-
ratorio . . .. ...

XV

37



Xxvi

LISTA DE FIGURAS
4.10 Janela principal do programa LAV . . . . ... ... ... ... .. ... .. 44
5.1 Imagem do espectro de andlise do ar exalado de um paciente com insufi-
ciénciarenal . . ... ... L 47
5.2 a) Imagem do espectro de andlise do ar exalado de um paciente em trata-
mento por hemodiélise b) Imagem de um espectro de andlise do ar exalado
de um participante do grupode controlo. . . . . ... ... ... ..., 48
5.3 Imagem do espectro de andlise do ar exalado de um paciente com insufi-
ciéncia renal, com identificacdo do Areaset . . . . . . ... ... 49
54 a) Imagem do espectro de andlise do ar exalado de um paciente com in-
suficiéncia renal, com identificacdo do Areaset b) Imagem de um espectro
de andlise do ar exalado de um participante do grupo de controlo, , com
identificacdo do Areaset. . . . . . ... L 50
5.5 Imagem do espectro de andlise do ar exalado de um participante do grupo
de controlo, apresentando o Pico 3 em evidéncia . . . ... ... ... ... 50
5.6 Gréfico da variacdo de intensidade do Pico 1 nos diferentes espectros do
grupode pacientes . . . ... ... ... L 52
5.7 Gréfico da variacdo de intensidade do Pico 2 nos diferentes espectros do
grupode pacientes . . .. ... ... L L L L 52
5.8 Gréfico da variacdo de intensidade do Pico 3 nos diferentes espectros do
grupode pacientes . . .. ... ... L L oL 53
59 Imagem do espectro de andlise da amostra de aménia. . . ... ... ... 55
5.10 a) Imagem do espectro de andlise da amostra de amoénia. b) Imagem de
um espectro de andlise do ar exalado de um paciente em hemodialise . . . 56
5.11 Imagem do espectro pertencente a um dos pacientes do Grupo A . . . . . 57
5.12 Graéfico da variagdo de intensidade do Pico 1 no grupo A e nos grupos Be C 58
5.13 Graéfico da variagdo de intensidade do Pico 2 no grupo A e nos grupos Be C 58
5.14 Grafico da variagdo de intensidade do Pico 3 no grupo A e nos grupos Be C 59
5.15 Imagem do espectro de anélise do ar exalado de um paciente, em que se

evidenciam alguns picos diferentes . . . . . . ... ... o 0000 60



2.1

4.1
4.2

43

44

4.5

4.6

4.7
4.8

4.9

4.10

51

52

5.3
54

5.5

Lista de Tabelas

Tabela dos principais Biomarcadores (VOCs) e disttirbios metabélicos a

QUESEASSOCIAIMN. . . .« o v v v it

Tabela com as caracteristicas do espirémetro acoplado ao BreathSpec® . .
Algumas caracterfsticas técnicas do BreathSpec® utilizado neste trabalho
experimental . . . . . ... L L Lo
Hipéteses de optimizagdo dos pardmetros de andlise. . . . .. ... .. ..
Parametros experimentais do BreathSpec®. . . . . ... ... .. ... ...
Programa HEMODIALISE utilizado no BreathSpec®. Definido previa-
mente para os procedimentos de recolha do ar exalado dos pacientes em
hemodidlise. . . . ... ... ... ... ... L
Tabela com os dados referentes ao Grupo A, de pacientes em hemodidlise
do turno intermédio do primeiro diaderecolha. . . . ... ... ... ...
Programa de andlise BREATH_1,5M, definido no BreathSpec®. ......
Tabela com os dados referentes ao Grupo B, de pacientes em hemodidlise
do turno final do primeiro diaderecolha. . . . . ... ... ... .. ... ..
Tabela com os dados referentes ao Grupo C, de pacientes em hemodidlise
do turno intermédio do segundo diaderecolha. . . ... ... ... ....

Tabela com os dados referentes ao Grupo de Controlo.. . . . . . ... ...

Variagao das intensidades dos picos num exemplo do grupo de controlo, e
em 3 pacientes diferentes . . . . . ... ... L L L Lo
Mobilidade iénica reduzida (Ky) para cada um dos picos, assim como o
respectivo tempo de deriva (¢4) e tempo de retencdo (¢,). . ... .. .. ..
Programa HEMODIALISE . . . . ... ... ... . ... ... . .......
Mobilidade i6nica reduzida (k) para o pico da aménia, assim como o
respectivo tempo de deriva () e tempo de retengdo (¢,). . ... ... ...
Mobilidade iénica reduzida (K) para cada um dos picos do Grupo A, as-

sim como o respectivo tempo de deriva (t4) tempo de retengao (¢,). . . . .

xvii

28

31

38

39

39

41
41

42

42
43

51

54
55

56

59



LISTA DE TABELAS

xviii
D.1 Informagdes relativas aos pacientes em hemodidlise, do Grupo A . . . . . 77
D.2 Informacdes relativas aos pacientes em hemodidlise, do GrupoB . . . . . 78

D.3 Informagdes relativas aos pacientes em hemodiélise, do GrupoC . . . . . 78



AT

Va

Ky

ZL/clcor
tq
t,

BUN

Lista de Acronimos e Abreviaturas

Tempo de abertura da grelha
Velocidade de deriva
Mobilidade iénica

Mobilidade iénica reduzida
Comprimento do tubo de deriva
Tempo de deriva corrigido
Tempo de deriva

Tempo de retengao

Blood urea nitrogen

CAPD Didlise peritoneal continua ambu-

E1

E2

EPC1

EPC2

latéria

Campo eléctrico

Valores do fluxo do gés de deriva
Valores do fluxo do gés de arraste

Controlador de pressdo electrénico
do géas de deriva

Controlador de pressdo electrénico

do gds de arraste

Feminino

IMS

IRA

IRC

LAV

M

Espectrometria de Mobilidade 16-

nica

Insuficiéncia renal aguda
Insuficiéncia renal crénica
Software de andlise dos espectros

Masculino

MCC Coluna multicapilar

MCC-IMS Espectrometria de mobilidade

ppm
ppty

RIP

SPN

Ty

Xix

iénica com a coluna multicapilar
Bomba de sucgao

Pressdo ambiente

Pressao no tubo de deriva
picoampere

partes por bilido de volume
partes por milhdo

partes por trilido de volume
Gravagdo do espectro

Pico de iGes reactivos

Area de anélise de substancias
Sociedade Portuguesa de Nefrologia

Temperatura ambiente



XX

Ty
T1
T2

T3

Temperatura no tubo de deriva
Temperatura do IMS
Temperatura do MCC

Temperatura do loop

TFG Taxa de filtragdo glomerular

LISTA DE TABELAS
TMA Trimetilamina
TMNO N-6xido de trimetilamina
\" vélvula de seis vias

VOCs Compostos organicos volateis



Introducao

Actualmente, a principal questdo no que diz respeito ao tratamento de doengas esta
relacionado com a sua detecgdo precoce. De facto, tem-se verificado, cada vez mais, que
a probabilidade de sobrevivéncia aumenta quando é feito o diagndstico antecipado da
patologia em questdo. Isto é especialmente relevante no caso de tumores, por exemplo.
Com isto, a investigacdo cientifica e procura por métodos de diagndstico que permitam

efectuar o rastreio de algumas doengas tem sido cada vez maior.

De entre os intimeros tipos de testes e exames que se realizam, no tempo corrente, em
termos de auxiliar de diagnoéstico, destacam-se essencialmente as andlises sanguineas e
a andlise da matriz urindria. Através destas é possivel observar a ocorréncia de deter-
minados compostos, que se encontram devidamente associados a patologias conhecidas
[1]. De facto, sabe-se que os metabolitos provenientes do organismo, e que podem por-
tanto surgir neste tipo de fluidos, sdo transportadores de informacdes sobre o estado do
proprio organismo ou sobre influéncias do meio ambiente circundante. Sdo, também,
possiveis marcadores de deterioracdo do organismo, resultantes de doencas a que este

possa estar sujeito [1].

De igual modo, também se verifica a presenga de alguns biomarcadores no ar exalado
humano. A barreira entre os vasos sanguineos e os pulmdes é transparente a muitas mo-
léculas de menores dimensdes, fazendo com que a matriz respiratdria seja uma mistura

complexa de diversos gases em concentra¢des variadas [2].

Este conhecimento data da Grécia Antiga e, na década de 70, com os avangos tecnol6-
gicos foram identificados mais de duas centenas de compostos organicos volateis (VOCs)
na respiragdo [3, 4]. Assim, em comparagdo com as andlises convencionais, as técnicas de

andlise do ar exalado tém o potencial de constituir um método auxiliar de diagnéstico
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ndo-invasivo [2] e indolor [3] de algumas doengas. Este tipo de andlises pode ser efec-
tuado de forma rapida, ndo s6 ao mesmo paciente mas a um grupo de pacientes e com
baixos custos de obtencdo de resultados [4]. Sdo ja cerca de 35 biomarcadores estabeleci-
dos associados a patologias, como é o caso da acetona e da amoénia [5].

No conjunto de técnicas existentes que tém sido utilizadas para efectuar as anélises
ao ar exalado humano, uma das que apresenta grandes potencialidades ¢é a técnica de es-
pectrometria de mobilidade iénica (IMS). Permite aliar a elevada sensibilidade e o baixo
custo de andlise, a rapidez de aquisi¢do de espectros, entre 10 a 50 ms [6]. A sua com-
binagdo com uma coluna multicapilar (MCC-IMS) permite aumentar a selectividade [6],
em termos de propriedades fisico-quimicas dos analitos, e reduzir o efeito da humidade
inerente a exalacao.

Pretende-se, com a realizagao deste trabalho experimental, realizar um estudo do tipo
de prova de conceito, com recurso a técnica IMS, para identificar um padrao caracteristico
de compostos associados a doengas renais, nomeadamente, em pacientes que estejam
em fase de tratamento por hemodiélise. O trabalho foi realizado em colaboracdo com a
empresa NMT - Tecnologia, Inovacdo e Consultoria, SA, utilizando o BreathSpec®, com
a recolha das andlises a ser efectuada no servigo de Nefrologia do Hospital Garcia de
Orta.

No que diz respeito ao diagndstico precoce, a insuficiéncia renal é uma 4rea com pos-
sibilidade de desenvolvimento. No caso dos pacientes em hemodidlise este ndo é possivel
mas, através da identificacdo da "impressdo digital"destes pacientes, pode constituir-se
um ponto de partida para a detecgdo da patologia referida em fases iniciais.

Em Portugal, no ano de 2011, estimou-se que cerca de 800 mil portugueses sofriam de
doenga renal crénica, nos diferentes estdgios [7]. Destes surgem, a cada ano, 2000 novos
casos de doentes que necessitam de tratamento por hemodidlise, sendo j4 cerca de 16000
doentes que o realizam [7]. Em termos de custos, o tratamento de hemodidlise representa
um custo convencionado de cerca de 78,28 €por cada paciente por dia [8], verificando-se
que estes custos sdo bastantes superiores nas regides Norte e Lisboa e Vale do Tejo [8, 9].
Conseguindo identificar marcadores caracteristicos da insuficiéncia renal e associando-os
com o tratamento de hemodidlise pode também ser possivel um melhor ajustamento do
tratamento a efectuar, ou facilitar a monitorizagdo de parametros relevantes nestes casos,
como a ureia ou a creatinina.

No decorrer deste trabalho, ocorreu um periodo de aprendizagem desta técnica tinica
em Portugal, com a realizagdo de um workshop tedrico-prético intitulado: "Introducéo a
Espectrometria de Mobilidade I6nica no contexto de andlise de ar exalado". Para além
disso, o estudo realizado é pioneiro a nivel nacional e internacional, com uma comunica-
¢do no ciclo de conferéncias iMed 4.0 e no “Breath Analysis Summit 2013”, em Saarbruc-
ken, na Alemanha, e ainda com a submissdo de um artigo no Journal of Breath Research.

A escrita desta dissertacdo de mestrado foi definida em 6 capitulos. No capitulo 2
abordam-se os conceitos tedricos relevantes. Inicia-se pelo estado de arte associado a

andlise do ar exalado, e sua forte ligagdo com os processos metabdlicos do organismo.
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1. INTRODUCAO

Faz-se em seguida uma breve descri¢do do sistema urindrio, assim como da insuficién-
cia renal, o seu possivel tratamento por meio de didlise, e a situagdo do pais no que diz
respeito a esta patologia e respectivo tratamento. Todo o capitulo 3 foi reservado para
a descri¢do da técnica IMS utilizada, desde o principio fisico a possiveis aplicagdes. No
capitulo 4 é feita a descricdo dos materiais e do método experimental. Aqui faz-se re-
feréncia a requalificagdo da mobilidade efectuada para o BreathSpec®, e sdo definidos
os grupos de andlise, cujos resultados sdo apresentados no capitulo 5. Desta forma, o
capitulo 5 apresenta o tratamento de dados e os resultados obtidos, assim como a respec-
tiva discussdo. Por fim, surge o capitulo 6 onde sdo tecidas as conclusdes e referem-se
algumas perspectivas futuras para a continuagao do estudo.
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Conceitos Teoricos

A respiragdo é uma das fungdes mais bésicas do organismo. E um mecanismo ca-
racteristico do sistema respiratdrio, através do qual este efectua trocas gasosas entre o
ar e o sangue. Para além disso, a respiragdo é um mecanismo essencial na medida em
que todas as células vivas do corpo necessitam de oxigénio para funcionar [10]. Para tal
recorre ao sistema ventilatorio e ao sistema circulatério, ambos sistemas de convecgdo ex-
tremamente eficientes [11]. Verifica-se que o oxigénio presente no ar passa para o sangue
para que possa ser transportado até as células onde é necessario. D4-se também, em sen-
tido contrario, o movimento do diéxido carbono para que seja removido das células [10].
Com isto, pode dizer-se que hd uma complementaridade entre o sistema respiratério e o
sistema cardiovascular [10, 11].

2.1 Difusiao Gasosa

Ao processo que consiste na passagem aleatéria de moléculas em todas as direcgdes
através da membrana respiratéria e liquidos adjacentes da-se o nome de difusdo. Estes
movimentos ocorrem ndo s6 para o oxigénio e para o diéxido de carbono mas também
para os restantes gases importantes para a fisiologia respiratéria [12].

As trocas gasosas ocorrem, essencialmente, através da membrana respiratéria em to-
das as porg¢des terminais dos pulmdes [12]. No entanto, hd um maior destaque na regido
alveolar, pois as paredes sdo extremamente finas, havendo uma maior proximidade com
a rede de capilares sanguineos. O facto de a parede alveolar ser, em algumas regides, tdo
pequena como 0,2 um, facilita a passagem dos gases tornando a difusdo extremamente

rapida [12]. Além disso, frequentemente, as membranas das células sanguineas na zona
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capilar estdo em contacto com a parede capilar, evitando que os gases tenham que atra-
vessar uma grande quantidade de plasma, contribuindo também para a répida difusdo
referida [12].

Epithelial
Alveclar  basement
epithelium  membrane

Fluid and
; surfactant
~——Terminal bronchiole layer

Alveolus Capillary
Respiratory bronchiole ——
Alveolar
duct Alveoli Diffusion Oxygen |

Carbon dioxide

Atrium
Diffusion

~—Red blood
cell

} Alveolar sacs

Capillary endothelium
Interstitial space Capillary basement membrane

(a) (b)

Figura 2.1: a) Alvéolo - unidade respiratéria. b) Estrutura da membrana respiratdria alveolar, em
corte seccional. Imagem adaptada de [12]

Tal como o nome indica, a regido alveolar é constituida pelos alvéolos pulmonares,
que é a unidade fundamental das trocas gasosas (figura 2.1 a)) [10, 12].

Os alvéolos pulmonares sdo pequenas estruturas hemisféricas (cerca de 300 milhdes
nos dois pulmdes), que quando consideradas em conjunto, tém uma 4rea entre 50 e 100
m? e suportando um volume méximo de 5 a 6 litros, nos dois pulmdes [11, 12]. Estes
pequenos constituintes dos pulmdes sdo revestidos por dois tipos diferentes de células
epiteliais, tipo-I e tipo-1l e, apesar de ambos estarem presentes, as células do tipo-I cobrem
mais de 90% da superficie alveolar, representando o caminho mais curto para a difusdo
gasosa [11].

Ainda em relagdo a regido alveolar, a difusdo é determinada pela diferenca entre as
pressoes parciais do gds, quer no sangue quer no ar alveolar. Assim, dd-se o movimento
do gas do sangue para o ar alveolar quando a pressao é superior no primeiro, e 0 mo-
vimento contrdrio quando a pressdo é superior no segundo. Em suma, para um gés, o
movimento através da membrana alveolar ocorre das regides de alta pressdo para regides
de baixa pressao [11, 12].

Dada a forte relacdo do ar alveolar com a corrente sanguinea, facilmente se compre-
ende a sua importancia, podendo conter substancias provenientes de diferentes partes

do organismo.

2.2 Analise do ar exalado: técnica analitica promissora

O ar exalado (ou ar expirado) ndo é homogéneo, mas sim uma combinacdo do ar

alveolar com o ar do espago morto [12]. Este tiltimo corresponde ao ar que permanece nas
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vias aéreas superiores e que ndo efectua trocas gasosas com o sangue através dos vasos
pulmonares [13]. Num individuo saudavel, o "espago morto" corresponde a cerca de
150 ml e o ar alveolar cerca de 350 ml [14].

Tal como foi referido, existe uma proximidade entre os capilares e a membrana dos
alvéolos o que facilita a troca de substancias entre o sangue e o ar alveolar. Desta forma,
a andlise do ar exalado pode permitir observar o resultado de processos bioquimicos no
organismo [15]. Este conhecimento data j& da Grécia antiga, em que os médicos da época
compreenderam que algumas doencas poderiam ser diagnosticadas através do odor ca-
racteristico da respira¢do dos pacientes [15]. Eo que se verifica no caso dos individuos
com diabetes, que apresentam uma respira¢do com odor doce, por exemplo [16].

No entanto, a realizagdo, em maior niimero, de testes de andlise destes componentes
s6 comegou a surgir por volta de 1970 [3, 5]. Nesta altura, e utilizando a técnica de
cromatografia gasosa, Linus Pauling detectou mais de duzentos componentes presentes
no ar exalado [3, 15, 17]. Com esta descoberta, por mais de uma década o principal
problema prendia-se com a separagdo e identificacdo efectiva das substancias exaladas,
mas com diversos avangos na tecnologia esta dificuldade foi ultrapassada [14].

Desde cedo se reconheceu a grande complexidade da matriz gasosa, cuja constitui-
¢do consiste numa mistura de azoto, oxigénio, diéxido de carbono, d4gua e gases inertes,
que surgem no ar exalado em concentragdes percentuais elevadas [5, 15]. Mas a referida
mistura constitui apenas uma pequena parte dos compostos ja identificados, pelo que
a restante frac¢do consiste de um conjunto de compostos organicos volateis (frequente-
mente designados por VOCs, do inglés volatile organic compounds) em menores concentra-
¢Oes desde partes por milhdo (ppm), partes por bilido (ppb) e até partes-por-trilido (ppt)
[6, 15].

Quanto a sua origem, o aparecimento destes VOCs na respiracdo pode ser por in-
fluéncias externas, com absorgdo de contaminantes do meio ambiente, ou por influéncia
interna, resultando de processos metabdlicos do organismo [15]. Desta forma, ¢é feita a
distincdo entre compostos de origem exdgena e enddgena, sendo que, para fins de diag-
nostico, é mais relevante o conhecimentos aprofundado dos VOCs provenientes de pro-
cessos metabdlicos (biomarcadores) [15, 18]. Estes compostos endégenos incluem nado
s6 0s VOCs ja mencionados, como também gases inorganicos, como o 6xido nitrico e o
monodxido de carbono, e outras substancias ndo volateis [15].

Com o reconhecimento da possivel utilizagdo da anélise do ar exalado como método
de diagnéstico auxiliar, rapidamente se estabeleceu um conjunto de VOCs cuja ligacdo
a determinadas doencas é inevitdvel. De entre estes biomarcadores destacam-se os que
se apresentam na tabela 2.1, onde se identificam também as patologias ou disttrbios

metabdlicos a que se encontram associados mais frequentemente.
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Tabela 2.1: Tabela dos principais Biomarcadores (VOCs) e disttrbios metabdlicos a que se asso-
ciam.

Biomarcador Distiirbios Metabdlicos Referéncia

[5], [6], [16], [19], [20]
[21], [22], [23], [24], [25]
[15], [16], [22], [26]

Amonia Insuficiéncia Renal ou Hepética

Dimetilamina e Trimetilamina Insuficiéncia Renal

Acetona Diabetes [1], [6], [15], [16], [24],
[25], [27], [28], [29]
Isopreno Biossintese de Colesterol [5], [15], [30]
Oxido Nitrico InflamacGes das vias aéreas, [15], [25], [29]
Asma
Etano e Pentano Asma, Peroxidagdo Lipidica [4], [15], [27], [29],
Pentano Alguns tipos de cancro, [25], [31]

Fibrose Quistica

O crescente interesse que se tem verificado por esta area deve-se principalmente por
esta ligacdo entre os diversos VOCs com algumas patologias. Todavia, quando em com-
paragdo com os exames de diagnéstico convencionais, ou seja, as andlises sanguineas e da
urina, o ar exalado tem algumas vantagens importantes, que poderdo aumentar este in-
teresse cientifico pela drea e contribuir para o estabelecimento destes métodos analiticos
como auxiliares de diagnéstico [3].

A andlise dos compostos presentes na

respiragdo humana tem a potencial van-

('// ij‘ GIERAESES H.0 tagem de ser um método analitico nao-
\\} & i_E]% B VOCs ’ invasivo [29, 33]. Os métodos de ané-
/ //\ ‘(\ Nitrogen Cco, lise considerados obtém resultados, na sua
[ 1 R\\* maioria através por exemplo de um es-
(‘ '\I‘ \ " - \Y pirémetro ou de sacos Tedlar, sem neces-
i\\ “u/'\)\ l‘ + sidade de agulhas [2, 34]. Isto facilita a
,‘ t | é,g obtencdo de resultados e é um atractivo
/ ,‘ 2 1 na medida em que ndo provoca incomodo

/
/

para o paciente, podendo ser utilizado em

criangas e pessoas idosas, que sdo os gru-
Figura 2.2: Imagem representativa da libertacao

de VOCs. Adaptada de [32] pos etarios mais sensiveis [6].
Para além disso, as amostras recolhi-

das por estes métodos reflectem, aproximadamente, as concentrag¢des arteriais das subs-
tancias bioldgicas, fornecendo informagdes que as andlises sanguineas ndo podem for-
necer, na medida em que a recolha de sangue arterial é muito mais complicada [29]. A
analise do ar exalado pode ser extremamente vantajosa quando ha necessidade de re-
colher diversas amostras arteriais, como em casos de monitorizagdo de pacientes [29].
Nestes casos, a analise do ar exalado torna-se especialmente relevante, facilitando o con-

trolo diario de determinados parametros, que é aquilo que se verifica, por exemplo, no

8



2. CONCEITOS TEORICOS 2.2. Andlise do ar exalado: técnica analitica promissora

caso da glicémia ou da ureia [29, 33].

Destaca-se também o baixo custo de realizagdo das andlises, com possibilidade de
obtencao resultados de forma imediata, sem necessidade de recorrer a laboratérios espe-
cializados, que apenas encarecem o processo [2]. O facto de se poder avaliar os resultados

pouco tempo apds a andlise permite que o médico possa actuar de forma quase imediata

2.

Ha4 que ter ainda em conta o facto de se efectuarem andlises sem que seja necessario
recorrer a instrumentos demasiado sofisticados, ou a pessoal médico especializado [33,
34].

Por outro lado, apesar dos inimeros componentes que se podem encontrar na ma-
triz respiratdria esta continua a ser mais simples que as matrizes sanguinea e de outros
fluidos corporais [3, 29]. Desta forma, ndo é preciso realizar pré-tratamento da amostra
recolhida, usando reagentes [29].

Contudo, e apesar da simplicidade de andlise bem como todas as vantagens referi-
das, ndo é ainda um método auxiliar clinico muito divulgado [3]. Para tal facto contribui
a falta de um método de separagdo e de identificacdo de substancias simples e adequado,
mas principalmente a auséncia de uniformiza¢do e normalizacdo das técnicas utilizadas
[3, 29]. Como consequéncia, observa-se uma grande variagdo nos resultados dos diferen-
tes estudos realizados [29].

De igual modo, muitas vezes a origem dos compostos organicos volateis que surgem
na matriz respiratéria tém origem biolégica desconhecida, ou o seu significado fisiol6gico
ndo é totalmente compreendido, ndo sendo possivel garantir a associagdo destes VOCs
a determinada doenga [3, 6, 29]. Verifica-se ainda que apenas os compostos de origem
endégena com baixos pesos moleculares sdo suficientemente volateis para que possam
surgir em concentragdes mensuraveis no ar exalado [6], e sendo de baixas concentra¢des
apenas sdo detectdveis, de forma consideravel pela maioria das técnicas, apés um pro-
cesso de pré-concentragdo [29].

Outro factor importante a ter em consideragdo é a elevada humidade das amostras,

que dificulta a detec¢do de compostos isolados [29].

Apesar disto, considerando as vantagens das técnicas de analise do ar exalado, exis-
tem ja algumas aplicagdes de testes respiratérios dos quais se destacam a avaliagdo das
concentra¢des de etanol e acetaldeido ap6s o consumo de &lcool, o reconhecimento da
asma por presenca de 6xido nitrico, o teste de andlise de hidrogéneo para diagnosticar
0 excesso de bactérias no intestino delgado, os testes de identificagdo de aménia ou 3C-
ureia para diagnosticacdo de infec¢des por Helicobacter pylori [3, 14, 34]. O tltimo teste
referido, estd associado ao cancro do estdmago, e é considerado um dos testes de maior

sensibilidade e especificidade [3].
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2.2.1 Amonia

De entre os biomarcadores que sdo indicados na tabela 2.1, a aménia (NH3) é aquele
que apresenta uma maior ligagdo a patologias renais. Nesse sentido, ¢ dado uma maior
destaque a este VOC.

O organismo ndo possui mecanismos de armazenamento de compostos contendo
azoto e portanto, em caso de consumo excessivo de alimentos com este composto, é es-
sencial a existéncia de um mecanismo de excrecdo [35]. Este processo envolve a conver-
sdo do azoto em aménia e, no caso do ser humano, a sua posterior eliminacdo através do
ciclo de ureia [35]. Este foi o primeiro ciclo metabélico a ser descoberto, por Hans Krebs
e Kurt Henseleit em 1932, e, de uma forma simplista, consiste na conversdao da amoénia
em ureia [36].

A amoénia é um produto do metabolismo proteico, e cujos niveis de concentragdo
sdo muito dindmicos [30]. Num individuo saudavel, os ides de amoénia e derivados, ge-
rados nos intestinos durante o processo de digestdo, sdo transportados para a corrente
sanguinea [2]. Percorrendo o organismo, sdo convertidos em ureia no figado, que é no-
vamente inserida na corrente sanguinea para ser transportada e excretada através dos
rins [2, 3, 36]. Desta forma, evita-se a acumulagdo de amoénia no corpo que, quando em
quantidades exageradas, pode ter um feito nocivo para o organismo, na medida em que
consegue passar, de forma relativamente fécil, através das membranas dos 6rgaos [2].
Das consequéncias do excesso deste metabolito destacam-se principalmente os proble-
mas ao nivel neurolégico [2].

A excre¢do da amoénia pode ocorrer ndo s6 através da urina, mas também através
do ar exalado. Sendo moléculas de reduzidas dimensdes, os ides de aménia conseguem
passar a membrana respiratdria [2, 19]. Este metabolito é encontrado no ar exalado de
qualquer ser humano, pelo que quando surge em quantidades elevadas pode ser um
bom indicativo de patologia [37]. A concentracdo da amoénia no ar exalado normal esta
no intervalo de 0.25-2.9 ppm [5], mais concretamente, cerca de 833 ppb [38], e a sua con-

centra¢do normal no sangue situa-se no intervalo de 12-48 mmol /L [39].

Para além da amonia, também a trimetilamina (TMA) se encontra fortemente relaci-
onada com as doencas renais. Esta é uma amina alifdtica volatil, que pode surgir pelo
consumo de determinados alimentos, como o peixe, ou por metabolismo de algumas
bactérias. A sua absor¢do ocorre no tracto gastrointestinal, sendo depois metabolizada
no figado para que se forme N-6xido de trimetilamina (TMNO) [26]. Tal como a amonia,
também estas aminas sdo normalmente removidas por excre¢do renal, com possibilidade
de surgirem no ar exalado [26]. Em pacientes com func¢do renal normal a TMA ¢ rapi-
damente absorvida no intestino e excretada pelos rins, sem aparecer na respiragdo [22].
Assim, quando se verifica a presenca deste composto na respiracdo é um indiciativo de

que os rins ndo estdo a efectuar a sua correcta excregéo.

Desta forma, a andlise do ar exalado centrando-se na deteccdo da amonia e da trime-

tilamina pode ter um grande interesse na area da nefrologia.
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2.3 Sistema Urindrio

Uma vez que o presente estudo experimental tem o seu foco na andlise do ar exalado
de doentes renais, mais concretamente com participantes em tratamento por hemodialise,
¢ importante fazer uma breve descricdo dos pontos mais relevantes do sistema urindrio.
Existem ja estudos que fazem esta andlise do ar exalado de pacientes em tratamento por
hemodidlise, utilizando diferentes técnicas. Da-se especial destaque, a um estudo recente,
realizado na Alemanha que, utilizando a mesma técnica descrita neste trabalho, com
algumas diferencas, procederam a identificacdo de picos caracteristicos destes pacientes
[40].

O sistema urindrio tem a responsabilidade de proceder a limpeza do sangue de pro-
dutos metabdlicos em excesso, ides e dgua, sob a forma de urina, através dos seus com-
ponentes [41]. De uma forma geral, o aparelho urindrio é constituido pelos rins, a bexiga,
dois tubos (ureteres) responsédveis pelo transporte da urina dos rins para a bexiga, e a

uretra que permite transportar a urina para o exterior [10].

2.3.1 Osrins e os seus constituintes

Os rins sdo 6rgdos s6lidos considerados os principais elementos constituintes do sis-
tema urindrio, e portanto como os elementos excretores e purificadores de exceléncia do
organismo [10]. Funcionam como filtros através dos quais sdo removidos os produtos
metabdlicos e toxinas do sangue através da urina [10, 11]. Outros 6rgaos, como a pele e
os pulmodes, tém igualmente uma fungao excretora, mas quando ocorrem falhas no fun-
cionamento dos rins estes 6rgdos ndo tém capacidade de a compensar [10].

Para além da reconhecida fungdo excretora, os rins tém outras fungdes essenciais que
permitem manter as condi¢des de homeostasia favordveis ao funcionamento do orga-
nismo. Deste modo destacam-se as seguintes: sdo 6rgaos responsaveis por produzir hor-
monas que estdo envolvidas em diversos processos importantes para o organismo, como
aregulacdo da pressdo sanguinea, colaborando nas variagdes de composicdo e volume do
sangue [10, 11, 12]; possuem também um papel de regulador homeostético importante
no controlo do estado dos fluidos corporais, da concentragdo de eletrélitos e do balango
acido-base do organismo [11, 12]; e ainda contribuem para a perda obrigatéria do excesso
de 4gua pelo organismo através da urina [42].

No ser humano, estes 6rgdos surgem em pares e com uma forma de feijio, medindo
cerca de 11 cm de comprimento cada um deles [10, 11]. Quanto a sua constituicdo,
encontram-se divididos em duas regides: uma regido externa, designada por cortex, e
uma regido interna, a medula. Na regido interna é possivel identificar umas estruturas
conhecidas por piramides renais, cuja base permite determinar a separagdo entre cada
uma das regides referidas anteriormente [10]. A organizagdo das diferentes estruturas
presentes nas regides do rim permitem a passagem da urina para a bexiga [10].

Mais pormenorizadamente, sabe-se que as unidades funcionais e histolégicas dos rins
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Figura 2.3: Representacdo da anatomia de um rim. Retirada de [20]

sd0 os nefrénios, que existem em grande niimero em cada um dos rins [10, 11]. Estes con-
sistem de uma estrutura tubular com uma por¢do denominada de Cépsula de Bowman,
onde se da a reunido do aglomerado de vasos sanguineos responsavel pela formacao do
filtrado, e um tibulo que, por sua vez, é uma estrutura epitelial que tem como funcdo
a de converter o filtrado em urina [10, 11]. Destas pequenas estruturas (a maioria mede
entre 50 e 55 mm) fazem ainda parte o tubo contornado proximal, a ansa de Henle e o
tubo contornado distal [10].

No processamento, os nefrénios recebem o sangue através das artérias renais, processam-
no e enviam-no de volta a corrente sanguinea através das veias renais [42]. Neste per-
curso, recolhem os produtos de metabolismo desnecessarios, através de uma estrutura
a que se chama célice, sendo finalmente enviados até a bexiga pelo uréter, um tubo de
pequeno diametro [10, 42].

Importa ainda referir que, de acordo com a localizacdo dos nefrénios, estes podem
designar-se por nefrénios justamedulares ou nefrénios corticais. A diferenga reside espe-
cialmente no facto de a ansa de Henle dos tiltimos ndo penetrar profundamente na regidao
medular [10].

2.3.2 Doengas Renais: Insuficiéncia Renal

Para que o organismo consiga manter as condigdes de homeostasia favoraveis é cru-
cial que todos os seus sistemas se encontrem em correcto funcionamento. Deste modo,
é de extrema importancia a preservagdo de todos os 6rgdos para que possam realizar as
funcgdes a que estao destinados.

No caso dos rins, mesmo quando ocorrem lesdes extensas, estes tém capacidade de
manter as suas fung¢des até determinado ponto [10]. No entanto, isto nem sempre acon-
tece e, quando estas fun¢des ndo se verificam ndo ha a manuten¢do da homeostasia e

refere-se que se estd perante um caso de doenga renal [43]. A origem destas patologias
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pode ser infecciosa, genética, traumadtica, vascular, imunolégica, metabolica ou degene-
rativa [42].

Em particular, destaca-se a Insuficiéncia Renal que é um tipo de patologia que resulta
de qualquer situagdo que interfira com as fungdes bésicas dos rins [10]. Pode ter inimeras
causas e muitas delas tém inicio noutros sistemas do organismo, atingindo o sistema
urindrio posteriormente. De entre estas causas destacam-se o fornecimento de sangue
insuficiente na zona renal, agentes t6xicos e organismos infecciosos [43].

Independentemente do motivo que origina a insuficiéncia renal esta pode manifestar-
se como insuficiéncia renal aguda (IRA) ou insuficiéncia renal crénica (IRC), sendo que o
altimo caso é um tipo de patologia que ndo pode ser revertido [10, 43].

Na situagdo de insuficiéncia renal crénica da-se a perda das fungdes renais de forma
lenta e progressiva com destruicdo do tecido renal [43]. Em diversos casos, pode tornar-
se fatal na medida em que grande parte do tecido renal pode ser destruido sem que se
note a auséncia imediata do funcionamento dos rins. Este reconhecimento ocorre quando
a percentagem de tecido renal funcional é inferior a 25%, e passa a estar-se perante um
caso de insuficiéncia renal em estado terminal quando esta percentagem desce abaixo de
10% [43]. Com esta percentagem o ntimero de nefrénios funcionais é demasiado baixo,
ndo tendo capacidade para compensar as fungdes daqueles cujas fung¢oes foram perdidas
[10].

Um dos métodos de monitorizacdo mais utilizados em situag¢des de insuficiéncia re-
nal é a determinagdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG ou GFR, do inglés Glomerular
Filtration Rate), cujo valor normal é de cerca de 120 ml/min [42]. Esta taxa corresponde
ao volume de plasma filtrado através dos capilares glomerulares por unidade de tempo
[20].

Outro pardmetro a que se recorre frequentemente é o nivel de ureia no sangue (BUN,
do inglés Blood Urea Nitrogen). O aparecimento deste composto em excesso no sangue
ndo é particularmente t6xico, no entanto, é indicativo de mau funcionamento dos rins e
do possivel aparecimento de outros compostos [42].

Tendo isto em conta, nos casos em que o diagnoéstico do paciente é de insuficién-
cia renal, e ha a perda das fungdes renais, o tratamento tem como principal objectivo a
manutencdo destas por métodos alternativos como o transplante de rins ou, com maior

destaque neste caso, o processo de dialise [43].

2.3.2.1 Processo de Diéalise

A substituigdo do funcionamento do rim por uma maquina ou por um dispositivo
sintéctico foi um dos primeiros processos a ser conseguidos no que diz respeito aos 6r-
gdos solidos. De facto, esta substituigdo através da hemodialise ou da diélise peritoneal
tem sido um dos poucos procedimentos com sucesso até a data [42]. Apesar disso, ndo
€ uma terapia com substituicdo total na medida em que apenas providencia a fun¢do de

filtracdo do rim [42].
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O processo de didlise é um método que permite realizar a fungdo de filtragdo associ-
ada aos rins de forma artificial, aquando da ocorréncia de IRC. Possibilita, desta forma, a
manutencdo do balanco de fluidos eletrélitos em niveis normais e a remoc¢ao de toxinas
desnecessarias ao organismo [43]. Realiza-se através da maquina de didlise, também co-
nhecida como rim artificial, podendo substituir a fun¢do dos rins por grandes periodos
de tempo [10].

Num caso particular, e 0 mais comum, do processo de didlise encontra-se a hemodia-
lise. Nesta da-se a circulagdo do sangue através de tubos com membranas permedveis se-
lectivamente, ou seja, o sangue do paciente é bombeado através de um tubo de celofane,
rodeado por um fluido semelhante ao plasma normal [10, 43]. Este liquido circundante
contém a mesma concentragao de solutos do plasma, exceptuando os produtos de degra-
dagdo metabdlica [10, 41]. Verifica-se ainda que a ureia e outras toxinas ndo se encontram,

de igual modo, presentes no liquido de didlise (ou dialisante) [41, 43].

Uma vez que que estes componentes presentes no sangue nao se encontram no diali-
sante origina-se um gradiente de difusdo favoravel a saida destas substancias do sangue
para o liquido [10, 41, 43]. O movimento ocorre até que se atinja o equilibrio entre os dois
fluidos [43]. Por outro lado, os poros da membrana do tubo sdo demasiado pequenos
para permitir a passagem de proteinas plasmaéticas e algumas substancias apresentam
concentragdes idénticas em ambos os fuidos, pelo que ndo se da qualquer movimento ao
longo do tubo [10]. E também o caso da glucose, do sédio e do potéssio, que ndo sdo
regulados pelo rim mantendo a sua concentra¢do normal no percurso do sangue [10, 43].
Para além disso, a glucose tem ainda outro papel importante, pois a sua presenga no
dialisante permite criar um gradiente osmético que facilita a saida de 4gua da corrente

sanguinea [41].

Ap0s esta fase de processamento, o sangue é injectado novamente no sistema cir-
culatério do paciente [43]. Usualmente, obtém-se o sangue a partir de uma artéria do

paciente, reentrando no organismo através de uma veia [10].

Todo o processo é repetido o nimero de vezes necessdrio para que a constitui¢do do
plasma seja mantida o mais normal possivel. Normalmente, realiza-se o tratamento de
hemodiélise trés a quatro vezes por semana em sessdes com durac¢do de cerca de quatro
horas [43].

Noutro tipo de didlise considera-se a didlise peritoneal. Esta baseia-se na utiliza-
¢do de uma membrana semelhante ao tecido, colocada na regido abdominal, de forma a
efectuar as trocas de dgua e solutos necessdrias [42]. Pode também considerar-se a did-
lise peritoneal ambulatéria continua (CAPD, Continuous Ambulatory Peritoneal Dialysis),
um procedimento em que a lavagem da cavidade peritoneal é conduzida continuamente

através da introdugdo, equilibrio e drenagem do dialisante [42].
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2.3.3 Hemodiilise em Portugal

No ano de 2011, em Portugal, estimou-se que cerca de 800 mil pessoas sofriam de
doenga renal crénica, em qualquer um dos seus diferentes estdgios. De acordo com o
presidente da Sociedade Portuguesa de Nefrologia (SPN), Portugal tem uma das maiores
taxas de doentes renais do mundo desenvolvido [7]. Verifica-se que este ntimero ascende

a mais de 16 mil doentes em tratamento por didlise, nas suas diversas vertentes [7].
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Figura 2.4: Evolucdo do nimero de doentes em tratamento por hemodialise em Portugal, entre
2007 e 2011. Retirado de [44]

De acordo com os dados do relatério anual da SPN tem-se verificado um aumento
progressivo do niimero de doentes em tratamento por hemodidlise. Isto pode ser obser-
vado no grafico da figura 2.4, que apresenta os dados referentes aos doentes em hemo-
didlise desde 2007 [44].

Quando se refere este tipo de patologias é também importante ter em conta os custos
associados ao tratamento. A figura 2.5 apresenta os dados de 2010 referentes ao custo por
doente e por regido do tratamento por hemodialise [9].
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30.000,00€ -
25.000,00€ -

H RSN
20.000,00¢ RSC
15.000,00€ A LSl
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10.000,00€ - HRSALG
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RSN RSC RSLVT RSA RSALG

Figura 2.5: Custos de hemodiélise por doente e por regido em 2010 [9]. RSN- Regido de Satide do
Norte; RSC- Regido de Satide Central; RSLVT- Regido de Satide de Lisboa e Vale do Tejo; RSA-
Regido de Satide do Alentejo; RSALG- Regido de Satide do Algarve; [9]
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Observa-se que trés das principais regides do pais apresentam um custo por doente
com o tratamento por hemodidlise préximo dos 30.000 €, superior ao custo médio nacio-
nal representado pela linha vermelha.

Ainda, em termos de custos com estes tratamentos, varios relatérios tém comprovado
que ha uma redugdo significativa dos gastos do Servi¢o Nacional de Satide, quando este
é realizado por meio de Didlise Peritoneal. No entanto, a utilizagdo deste método ainda
estd pouco difundida. Tal como noticia o jornal Destak, segundo o director do Hospital
de S. Jodo no Porto, apenas cerca de 5% dos doentes realizam tratamento por dialise
peritoneal [45]. O uso generalizado deste tipo de didlise permitiria uma reducdo de 87
milh&es de euros ao estado [45].
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Espectrometria de Mobilidade Ionica

No capitulo 2, foram descritas as caracteristicas e as principais vantagens da andlise
do ar exalado. Essencialmente, ¢ um método de anélise ndo-invasivo que pode ser utili-

zado como forma de monitorizagdo dos processos metabdlicos do ser humano [27].

No entanto, apesar de ser uma técnica extremamente vantajosa em comparagdo com
algumas das andlises mais convencionais, a sua utilizagdo como método auxiliar de diag-
nostico apenas comegara a adquirir um maior peso se houver a possibilidade de recolha
de informagdes de forma online, rdpida e em tempo real [6].

Existem ja diversas técnicas de andlise do ar exalado, mas a grande maioria destas
técnicas ndo englobam todas estas caracteristicas relevantes. Muitas das que entdo sur-
giram, obrigam a que seja efectuado um processo de pré-concentracdo das amostras em
andlise, o que faz aumentar ndo s6 os custos associados, que sdo ja elevados devido aos
proprios equipamentos utilizados, bem como o tempo de anélise que se torna demasiado
extenso [18]. Para além disso, muitos dos estudos de andlise do ar exalado tém o seu
principal foco num s6 analito, ndo sendo suficiente para a sua possivel utilizagdo como
auxiliar de diagndstico [18]. De facto, um dos maiores desafios das técnicas consideradas
prende-se com a identificagdo precisa de todos os componentes da matriz respiratoria

complexa, assim como o reconhecimento da sua origem.

Além da complexidade da mistura, outro obstaculo que dificulta a identificagdo dos
compostos com este tipo de método analitico é a baixa concentracdo dos gases da respira-
¢do, que é diversas vezes semelhante a concentragdo em que 0os mesmos se encontram no
ar ambiente [34]. H4 que ter ainda em conta o elevado nivel de humidade da respiracdo

humana que pode mascarar alguns compostos de maior relevancia [34].

Desta forma, idealmente, a técnica a utilizar para andlises do ar exalado deveria ser
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uma técnica que permita identificar e quantificar de forma precisa quais os VOCs pre-
sentes, através de uma andlise directa, e em tempo real, permitindo ainda reconhecer
facilmente qual a origem fisiol6gica dos mesmos [34]. Para além destas caracteristicas, a
aplicagdo do referido método analitico como auxiliar de diagnéstico médico requer ainda
a rapidez de andlise, facilidade de utilizagdo, portabilidade, ser ndo-invasivo e indolor,
entre outras caracteristicas, essenciais para diminuir o desconforto para o paciente [46].

Com o intuito de ultrapassar estas dificuldades, comegaram a surgir diferentes estu-
dos utilizando a Espectrometria de Mobilidade Iénica (IMS, do inglés ion mobility spectro-
metry) como novo método analitico, que permite aliar a elevada sensibilidade a rapidez
de analise [47].

3.1 IMS - Espectrometria de Mobilidade I6nica

A IMS é uma técnica de andlise que permite detectar os analitos em fase gasosa, ou
VOCs, referidos no capitulo anterior [18]. Neste método de andlise da-se a rdpida se-
paragdo das moléculas do analito, previamente ionizado, com base na velocidade dos
seus ides em fase gasosa, quando na presenga de um campo eléctrico [48, 49]. Todo este
processo decorre a pressdo ambiente [49].

No final do século XIX, investigadores pioneiros concluiram que alteragdes na con-
ductividade do ar eram devidas a formagao de ides e electrdes [49]. Desta forma, pas-
saram a questionar-se quanto a origem dos ides e a estrutura da prépria matéria. Estes
estudos foram progredindo, até por volta de 1938, reconhecendo-se o significado de mo-
bilidade iénica [49]. Rutherford realizou a medi¢do da mobilidade de alguns ides forma-
dos por ionizac¢do de raios-x, ainda antes desta radiagéo ter sido descoberta por Roentgen
[49].

Por esta altura existia j4 uma consideravel quantidade de informacao respeitante a
formacdo de ides nos gases e a sua respectiva mobilidade, assim como a sua relagdo com
a temperatura, pressdo e grau de pureza [49]. A continuagdo da investigacdo nesta drea
permitiu a evolu¢do nos equipamentos utilizados e uma maior compreensdo do fené-
meno de mobilidade até que, em 1970, surgiu o primeiro espectrometro comercial utili-
zando a técnica de IMS [49].

3.1.1 Principio de andlise por IMS de compostos organicos volateis

O espectrémetro de mobilidade iénica (também frequentemente designado como IMS)
tem como elemento basico um tubo de medigdo, onde se encontram os restantes consti-
tuintes [47]. De uma forma geral, pode considerar-se o interior deste tubo de medicdo
como sendo dividido em duas regides distintas: uma camara de reac¢do ou ionizagao,
onde os ides sdo gerados por uma fonte de radiagdo /3, e uma regido de deriva, onde se
dé a circulagcdo da nuvem iénica [18, 47].

As referidas regides do tubo sdo separadas por uma grelha, designada por grelha de
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Figura 3.1: Representacdo dos diferentes elementos de um tubo de medigdo de um espectrémetro
de mobilidade iénica, com apresentacdo de um esquema ilustrativo do principio de funciona-
mento. Adaptado de [50].

Bradbury-Nielsen. Esta designagdo é devida ao arranjo dos elementos da grelha que é feita
a um s6 nivel. Com a abertura da grelha, normalmente por um periodo de cerca de 300
ps a cada 100 ms, da-se entdo a passagem de uma parte dos ides formados na camara de
ionizagdo para a regido de deriva [18, 51].

Na camara de reacgdo é onde se déd a entrada do gas inerte que compde a atmosfera
do IMS [49]. Este gds, designado por gés de deriva, pode ser o ar ambiente mas na mai-
oria dos casos é utilizado o azoto [47]. Ao entrar na referida regido, o gés de deriva sofre
um conjunto de reac¢des de ionizagdo, por meio da actividade da fonte de radiacgdo 3,
com a libertacdo de electrdes [49]. Nos equipamentos IMS originais, e em alguns ainda
utilizados, o processo de ionizacdo deve-se a actividade de uma fonte de ®3Ni, respon-
savel pela emissdo de electrdes com uma energia de 17 kel [49]. Com estas reaccdes
da-se a formagdo de ides designados por ides reactivos, que tanto podem ter polaridade
positiva, do tipo H*(H20),, como polaridade negativa, do tipo O, (H20),,, que sdo de
grande importancia para o processo de ionizacdo das moléculas da amostra [49].

Ainda nesta regido do espectrometro verifica-se a formacdo dos ides-produto, que
resultam das colisdes das moléculas de analito a entrar no tubo com os ides reactivos
anteriormente formados, e que permanecem na cimara de ionizacdo [47, 49]. Com isto
forma-se o que se pode designar por nuvem iénica que ird passar para a regido de deriva,
pela abertura da grelha [47].

O movimento da nuvem iénica na regido de deriva dé-se por influéncia de um campo
eléctrico presente nesta zona, normalmente com gradientes de campo entre 150 e 300
V/em [18]. O tubo de medigdo do espectrémetro é composto por diversos anéis de metal
separados por anéis isoladores de vidro ou cerdmica [47], e é a existéncia desta configura-
¢do em anéis de metal que permite que se forme o campo eléctrico ao longo da regido de
deriva. Desta forma, a homogeneidade do campo ird entdo estar dependente do raio dos
anéis de metal considerados, bem como da distancia a que estes se encontram colocados
uns dos outros [47].
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Simultaneamente, enquanto se d4 a movimentacdo da nuvem iénica num sentido
verifica-se o movimento de um fluxo de gés de deriva com sentido oposto [18, 47]. De-
vido a existéncia deste gds, os ides-produto sdo sujeitos a colisdes com as moléculas do
mesmo no seu percurso até ao detector, o Detector de Faraday, que se encontra no final
do tubo [18, 47]. Assim, os ides do analito sofrem altera¢des na sua velocidade de acordo
com a sua massa e/ou forma, permitindo entdo a sua separagdo ao atingirem o detector
em momentos distintos [47]. Na colisdo com o detector os ides sdo neutralizados provo-
cando uma corrente que pode ir de 10 a 1000 pA, e que é depois convertida em voltagem
permitindo elaborar o espectro de mobilidade [49], como o que se apresenta na figura 3.2.

Figura 3.2: Exemplo de um espectro de mobilidade. No eixo das abcissas apresenta-se o tempo
de deriva, em milissegundos, e no eixo das ordenadas a intensidade, em volts. Imagem obtida
em laboratoério.

Neste espectro observa-se a intensidade, em volts, dos picos de cada analito em fun-
¢do do tempo de deriva, em milissegundos. A posi¢do relativa de cada pico no espectro
estd desta forma relacionada com o tempo que as moléculas do analito demoram a atra-
vessar o tubo até atingir o detector.

Num caso ideal os ides da nuvem idénica sdo totalmente separados, permitindo ob-
servar picos bem distintos no espectro correspondendo a cada uma das substancias em
analise [18].

3.1.2 Formacao de ides reactivos

A formacdo de ides nos aparelhos de espectrometria de mobilidade iénica é, por
norma, devido a fontes de ionizacdo emissora de electrdes, como a fonte de ®3Ni [47].
Para algumas aplicagdes pode ser utilizado o tritio [47]. Os electrdes emitidos colidem
com as moléculas do gés de deriva e ocorre a produgado de electrdes secundarios [49].
Este processo de ioniza¢do apenas se verifica enquanto a energia da radiacdo for superior
ao potencial de ionizagdo do gas [49].

Ns + e~ (primério) — N, + e~ (primdrio) + e~ (secundario) (3.1)

Na reacgdo apresentada considera-se o azoto como o géds de deriva. Nesta reac¢do
forma-se o ido positivo do respectivo gas, e verifica-se a libertagdo de um electrdo secun-

dario. A quantidade de energia libertada por cada colisdo, neste caso, é de 35 eV, e a
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ionizacdo das moléculas de azoto continua enquanto a energia da radiagdo for superior
ao seu potencial de ionizagdo de 15.58 eV. Apds esta reacgdo os electrdes formados tém

ainda energia suficiente para prosseguir e interagir com novas moléculas de azoto [49].
e Formacao de ides reactivos na polaridade positiva

A formacao dos ides de azoto desencadeia a sequéncia de reac¢des de formacgao dos
ides reactivos de polaridade positiva, sequéncia esta que se apresenta de seguida, obtidas
de [47].

N + 2Ny — N + Ny (3.2

N + HyO — H0™" + 2N, (3.3

HyO' + HyO — H30T + OH (3.4

H30" + HyO + Ny — (H30)oH' + Ny (3.5
(Hy0)oH' 4+ HyO + Ny —s (Hy0)3H' 4+ Ny (3.6

Os clusters de dgua carregados positivamente, como se observam nas equagdes 3.5 e
3.6, sdo formados dependendo da temperatura e da quantidade de dgua presente no gés
de deriva [47].

e Formacao de ides reactivos na polaridade negativa

A pressdo ambiente, os electroes emitidos pela fonte radioactiva sao rapidamente ter-
malizados pelas reac¢des descritas anteriormente de formacao positiva [49]. No caso em
que se considera o azoto puro a termaliza¢do é de facto muito eficiente pelo que estes
electrdes podem ser vistos como livres no espectro de mobilidade. No ar os electrdes

termalizados podem ligar-se ao oxigénio de acordo com as reacgdes seguintes [49].

M+Oste — 05 +M 3.7)
M + HyO + Oy HoO —s (Hy0)205 + M (3.9)

Nas equagdes anteriores M pode representar Oy, H2O ou outra molécula neutra. No
caso em que esta representa o CO ha a formagdo de mais clusters do que nas outras
moléculas [49].

A fonte radioactiva leva a uma producado constante de ides reactivos, e a quantidade
de ides reactivos positivos e negativos formados é idéntica [49]. A presenca destes ides
é notada nos espectros obtidos devido ao aparecimento de um pico chamado RIP (do

inglés reactant ion peak), que surge normalmente com maior intensidade.
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3.1.3 Formacao de ides produto

Tal como os ides reactivos formados podem ter polaridade positiva ou negativa tam-
bém nos ides produto isto se verifica. Quando as moléculas da amostra em analise sdo
introduzidas na caimara de reac¢do reagem com os ides reactivos formados [49]. Estas re-
acgOes sdo apresentadas em seguida, em que M representa a molécula de analito e Z um
elemento de estabilizacdo do produto [49]. A reacc¢do 3.10 representa a formagao positiva

enquanto que a reaccdo 3.11 representa a formagdo negativa.

HY(H20),, + M & MH'(H20)! + Z & MH " (H20),—1 + HO + Z (3.10)
O5 (H20), + M = MO, (H20)} + Z = MO5 (H20)p—1 + H O+ Z (3.11)

No processo de colisdo origina-se um produto intermedidrio que pode dissociar de
volta a ides reactivos ou prosseguir para a formacao de ides produto [49].

Relativamente a formac&o positiva destes ides esta estd dependente da afinidade pro-
tonica do composto a ser ionizado [47]. No caso da dgua, sendo esta afinidade muito
baixa faz com os clusters formados ionizem um grande ntiimero de compostos, como al-
deidos, aminas, ou dlcoois [47].

Quando a concentragdo de analito é mais elevada é possivel observar-se a formacgao

de dimeros, como se verifica pela equagdo 3.12 [47].

Nesta situa¢do ha o consumo de muitos dos ides reactivos e a consequente redugdo
do RIP no espectro de mobilidade [49]. O consumo total de ides reactivos nado é desejado,
mas quando se verifica estd-se perante uma situagdo de saturagdo [49].

Em qualquer um dos casos as reac¢des sdo consideradas de ionizagdo suave, e ndo
se verifica fragmentagdo dos ides produto [49, 52]. Para além disso, estas dependem
fortemente da temperatura, da concentracdo de analito e da humidade presente no tubo
de medigdo [47].

3.1.4 Mobilidade Reduzida

Nesta técnica, a diferenciacdo entre os diferentes VOCs, depois de percorrerem o tubo
de deriva, é feita através do seu tempo de chegada ao detector, que se designa por tempo
de deriva, t4 [18]. Conhecendo a distancia de deriva, ou seja, o comprimento do tubo, /4, e
tendo em conta o tempo atrds referido, a velocidade de deriva ,iJ4, pode ser determinada
[18]. Efectuando o quociente entre esta velocidade e a intensidade do campo eléctrico ()

a que os ides estdo sujeitos no seu percurso determina-se a mobilidade iénica, K [47, 53].
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o Va_ _la
E Etdcor

(3.13)

Na equagao 3.13 ¢4, representa o tempo de deriva corrigido.

Posteriormente, considerando a normalizagdo em relagdo a pressdo e temperatura
(Py = 101,325k Pa e Ty = 273K, respectivamente), obtém-se o que se designa por mo-
bilidade i6nica reduzida, Ky [18, 47]. Assim, e considerando que P; e T sdo os valo-

res especificos de pressdo e temperatura medidos no tubo de deriva considerado ,vem

[47, 53]
B Py\ (To
Ky=K <P0> <Td) (3.14)

A mobilidade i6nica reduzida determinada pela equagéo (3.14) é um valor caracterfs-
tico de cada substancia e, uma vez que é uma medida normalizada, é independente do

aparelho e das condi¢des ambientais utilizadas [18, 47].

3.1.5 Aplica¢des da IMS

As técnicas de andlise consideradas actualmente nem sempre englobam a totalidade
das caracteristicas que se consideram importantes quando se pretende proceder a anéli-
ses do ar exalado. E desta forma que se comega a considerar a utilizagdo da IMS como
método analitico.

Ao longo dos dltimos anos, tem-se verificado que a IMS é um método de andlise cuja
utilizagdo estd ja bem estabelecida no campo militar e da segurancga [48]. Assim, recorre-
se frequentemente & IMS para, por exemplo, detectar agentes quimicos de guerra ou
detectar drogas ilegais e explosivos [18, 47, 48, 50, 51, 54]. No entanto, com o passar dos
anos, esta técnica tem sido alvo de um crescente interesse de outras dreas para diferentes
tipos de aplicacdes [48]. Destacam-se entdo as aplicacdes em andlises bioldgicas, aplica-
¢Oes relacionadas com seguranga e qualidade da alimentagao, aplica¢des de controlo de
processos industriais ou mesmo aplicacdes médicas [18, 47, 48, 54].

Relativamente a analise da qualidade e seguranca alimentar, o que esta técnica tenta
avaliar é a presenca de determinado tipo de aminas biogénicas volateis que poderdo ser
um indicador de méa qualidade [48]. Da mesma forma, tem-se verificado também que a
avaliagdo destes compostos bacterianos volateis podem ser de extrema importancia para
aplicagdes médicas, pois podem fornecer informagdo quando ao estado do organismo em
determinado momento [48].

A IMS tem conseguido um maior destaque no meio cientifico por ser uma técnica
de elevada sensibilidade, possibilitando a detec¢do de substancias com concentrac¢des
muito pequenas, de ppb e ppt [34, 54]. Para além disso, permite aliar a esta elevada
sensibilidade a rapidez de andlise, sendo possivel adquirir um tnico espectro entre 20 -

50 ms, e o baixo custo associado a técnica [34, 51, 54].
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Como grandes vantagens relativamente a outras técnicas tem também o facto de ser
possivel utilizar o ar ambiente como gés de arraste, ndo sendo necessario recorrer a azoto
puro ou hélio, e o facto de ndo utilizar vacuo para realizar as andlises [54].

E, no entanto, um método analitico que geralmente ndo se considera quando se pre-
tende identificar compostos desconhecidos [34]. A sua aplicagdo é feita em casos cujos
processos envolvidos sdo conhecidos [54].

3.1.6 MCC-IMS

Dada a grande complexidade da mistura correspondente a matriz do ar exalado pas-
sou a utilizar-se uma coluna multicapilar (MCC), em combina¢do com a técnica de es-
pectrometria de mobilidade iénica, constituindo a MCC - IMS, de forma a permitir uma
maior eficiéncia na separagao dos analitos [50, 51]. O MCC consiste, fundamentalmente,
num feixe de capilares formados a partir de inimeros outros capilares individuais, no
interior de um pequeno tubo. Tem como grande vantagem as suas reduzidas dimensdes
(o comprimento do tubo no intervalo 50-300 mm, e o didmetro do feixe de cerca de 3
mm) e portabilidade, que sdo caracteristicas de extrema importancia quando se pretende
a associagdo a outros aparelhos de andlise, como é o caso do IMS j4 referido [55].

As colunas multicapilares, desenvolvidas inicialmente para fins militares, sdo tam-
bém caracterizadas por elevadas taxas de fluxo e capacidade para amostras, o que au-
menta a sua preferéncia comparativamente com as colunas com um tnico capilar [55].
Estas caracteristicas tornam favoraveis a utilizagio do MCC em combinag¢ado com o IMS
[55].

Para além disto, considerando a utilizagdo deste conjunto torna-se possivel efectuar
uma pré-separagao dos analitos da respiracdo humana, e obter uma maior sensibilidade
a baixas concentragdes, na gama de ngL~! e pgL~! [50, 51]. Assim, esta elevada sensi-
bilidade permite fazer a detecgdo dos compostos volateis de forma directa, sem que seja
necessario recorrer a qualquer processo de pré-concentragdo [50, 54]. Como outra grande
vantagem desta adigdo estd a rapidez de andlise que permite a quantificacdo e identifica-
¢do de analitos em menos de 10 minutos [50, 54].

Considerando a combinagdo MCC - IMS é possivel obter um novo tipo de espectros,
nos quais a separacgdo das substancias ocorre tendo em conta o seu tempo de deriva e o
tempo de retengao [54]. Tal como ja foi referido, o tempo de deriva esté relacionado com
o tempo que a nuvem iénica demora a percorrer o tubo de deriva até atingir o detector
[54]. Por outro lado, este novo tempo considerado, o tempo de retencdo, relaciona-se
com o tempo que demora a ocorrer a pré-separa¢do na coluna multicapilar adicionada.
A figura 3.3 apresenta um exemplo destes espectros.

Ao ocorrer a referida pré-separacdo da amostra, previamente complexa, d4-se uma re-
dugdo do ntimero de interacgdes aquando da formagdo de clusters na regido de ionizagao
do IMS. Com isto, evita-se a transferéncia de carga e de descarga simultanea, fazendo

com que os analitos cheguem a regido com tempos diferentes. Garante-se assim que
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A

Tempo de
retencdo

Tempo de
deriva

Figura 3.3: Exemplo de um espectro, em mapa de cores. No eixo das abcissas apresenta-se o
tempo de deriva, e no eixo das ordenadas o tempo de retengdo, obtido pela adi¢do da coluna
multicapilar. Imagem obtida em laboratério.

ocorre uma ionizagdo efectiva da maioria dos analitos da amostra [54].

E ainda importante referir que quando se pretende analisar uma amostra do ar exa-
lado humano, esta amostra apresenta uma quantidade demasiado elevada de humidade.
Nestes casos, utilizando a coluna multicapilar, a influéncia da humidade é reduzida de

forma significativa, evitando interpreta¢des erréneas dos espectros obtidos [54].
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Materiais e Métodos

A andlise do ar exalado como método auxiliar de diagnéstico ndo-invasivo nao tem
recebido o devido reconhecimento, apesar da sua associagdo aos diferentes estados me-
tabolicos dos pacientes. Da mesma forma, a sua utilizagdo em maior escala em locais de
interesse, como hospitais e clinicas, ndo se tem verificado por diversas razdes. Entre estas
razdes destaca-se, especialmente, o tipo de instrumentagdo inadequado para o seu fécil
transporte e utilizagdo. [30].

Desta forma, para que os métodos de analise do ar exalado possam constituir uma
alternativa as andlises convencionais, nomeadamente de sangue e urina, é necessario
que os instrumentos considerados sejam faceis de utilizar, portateis e com possibilidade
de adquirir informagdes em tempo real [30].

4.1 Equipamento de anilise: BreathSpec®

Para a realizacdo dos testes e andlises constituintes deste trabalho experimental foi
utilizado o BreathSpec®, fabricado pela empresa G.A.S. Gesellschaft fiir analytische Sen-
sorsysteme mbH, sediada em Dortmund, na Alemanha.

Pela figura 4.1 identifica-se, de forma imediata, no painel frontal do BreathSpec®,
um ecrd que permite apresentar o interface grafico com o utilizador. Destaca-se também,
na parte frontal, a existéncia de dois botdes: um botdo de escape, que permite cancelar
acgdes, e um botdo rotativo, para facilitar a interac¢do do utilizador com os elementos
da interface do aparelho. Para além disso, observa-se igualmente um LED Power, que
indica se o equipamento estd ou ndo em funcionamento, e uma entrada USB que permite
ndo s transferir os ficheiros dos espectros obtidos, mas também realizar actualiza¢des

do firmware e guardar informagdes relativas as defini¢des do préprio sistema.
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(b)

Figura 4.1: a) Imagem do BreathSpec®. b) Imagem do painel frontal do equipamento.

Por ultimo, e talvez a componente mais relevante, destaca-se a entrada indicada como
Sample e que, tal como o nome indica, é onde se d4 a entrada da amostra em andlise. Aqui
se efectua a ligacdo de um tubo que por sua vez se encontra ligado ao espirémetro, como
o que se apresenta na figura 4.2. O espirémetro é um elemento de extrema importancia,
pois é através deste que o participante no processo de andlise ird soprar para que se dé
a entrada do ar exalado no interior do BreathSpec®. A recolha das amostras, por este
método, é simples e confidvel devido a existéncia de um sensor de CO2/O2 no préprio
espirémetro que permite garantir que somente ar alveolar entra no BreathSpec® para
analise.

Na tabela 4.1 sdo apresentadas as caracteristicas do espirémetro utilizado.

Tabela 4.1: Tabela com as caracteristicas do espirémetro acoplado ao BreathSpec®

CO, Oy Volume do fluxo
Amplitude 0-10 Vol% CO2  10-21 Vol% O, 0-161/s
Resolug¢io 0,01 Vol% CO2 0,01 Vol% O-
Precisao 4+ 0,1 Vol% CO,; =+ 0,1 Vol% O <0,3 %
T10-90 < 100 ms <100 ms <100 ms

A alimentagdo do aparelho é feita por meio da corrente eléctrica, através de um um
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Figura 4.2: Imagem do espirémetro associado ao BreathSpec®

transformador com ligacdo no painel posterior do BreathSpec®. Neste painel destacam-
se também o botdo de Power, para colocar o aparelho em funcionamento, e um conjunto
de entradas para permitir conectar o aparelho com outros equipamentos externos, como
um modem ou um computador portatil.

Ha4 que referir, devido a sua importancia no momento de anélise, as entradas para os
gases de deriva e de arraste (indicados no painel como Driftgas e Carriergas), e as saidas
quer da amostra (Sample) quer do gds. Com isto, permite-se a entrada dos gases que sao
importantes para o transporte da amostra ou a formagdo do RIP, e também a saida des-
tes mesmos gases e da quantidade excedente da amostra. Habitualmente, uma vez que o
BreathSpec® se encontra permanentemente no laboratério, a evacuagdo dos excedentes é
feita através dos mecanismos adequados. No caso em que se pretende transportar o apa-
relho para outro local o evacuamento pode ser realizado para a atmosfera circundante,
na medida em que nenhum dos componentes envolvidos nas andlises é toxico.

Feita a descrigdo fisica do aparelho passa-se agora a descri¢do do interior do mesmo.
Este equipamento tem como principio de funcionamento a Espectrometria de Mobilidade
I6nica, descrita no capitulo 3, e portanto permite a obtengdo de resultados em poucos
minutos. Detecta marcadores no ar exalado com concentra¢des ao nivel dos ppb e ppt.

De forma mais detalhada, pode observar-se na figura 4.3 os elementos constituintes
do interior deste aparelho . Este é entdo constituido por:

e um espirémetro (Breath);

uma vélvula de 6 vias (V);

um loop;

uma bomba de sucgéo (P);

dois fluxémetros (EPC1 e EPC2);

e uma coluna multicapilar (MCC);
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e sensores de temperatura (T1, T2 e T3)

¢ 0 IMS propriamente dito.

homy et

Figura 4.3: Esquema dos elementos internos do BreathSpec®

O espirémetro, tal como mencionado anteriormente, é o elemento que permite a en-
trada do ar exalado a ser analisado. Quanto a entrada do gas de arraste e do gds de
deriva é feita através dos fluxémetros, EPC1 no caso do gés de deriva e EPC2 no caso do
gés de arraste. E importante salientar que o gas utilizado nestas anélises é o azoto, ou ar
sintéctico 5.0, 99,999%.

Por sua vez, a vélvula alterna entre duas posi¢des de funcionamento e é responsa-
vel por auxiliar na passagem quer do analito quer do gas de arraste, fazendo a ligagao
entre os diferentes componentes do aparelho. Assim, inicialmente, quando a valvula se
encontra na sua posi¢do normal (designada por posi¢do A), dé-se a entrada do géas trans-
portador para a coluna multicapilar, onde as substancias sdo pré-separadas de acordo
com as suas propriedades fisico-quimicas. Em simultaneo, nesta situacdo, o analito flui
através do loop (um tubo de vidro em espiral), com auxilio da bomba. O excesso de ana-
lito é expulso através da respectiva saida, ficando o restante retido no préprio loop. A
bomba, usualmente, encontra-se a funcionar com uma poténcia de 25% pois é o sugerido
pelo manual do BreathSpec®. Esta poténcia permite a entrada de 200 ml/min de amostra
no loop.

Para se dar inicio a andlise propriamente dita a valvula de seis vias muda para a
segunda posicdo (Posi¢do B). Com a valvula nesta posicdo da-se a entrada do géds de
arraste no loop permitindo transportar a amostra até a coluna multicapilar, onde ird sofrer
a primeira separacdo. Ap0s esta pré-separacdo os compostos vao entrando no IMS para
serem analisados de acordo com o principio descrito no capitulo 3. No IMS a entrada do
gés de deriva faz-se pelo fluxémetro EPC1, como jé foi referido, e a sua saida ocorre no

lado oposto do tubo de medigao.
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Os sensores de temperatura presentes, tal como se observa pelo esquema, encontram-
se nas regides mais relevantes, ou seja, no IMS, na coluna multicapilar e no conjunto da
valvula com o loop. Estes permitem indicar a cada momento qual a temperatura nestas
zonas evitando portanto o sobreaquecimento. A temperatura normal de funcionamento
para estes componentes é de 40 °C' para o MCC e para o loop, e 45 °C' para o IMS.

A tabela 4.2 sumariza algumas das caracteristicas do aparelho utilizado no procedi-
mento experimental.

Tabela 4.2: Algumas caracteristicas técnicas do BreathSpec® utilizado neste trabalho experimen-
tal

Dimensoes 449 x 375 x 177 mm (L x P x A)
Peso 15,5 kg

Consumo Energético < 160 Watt

Principio de Funcionamento IMS

Ionizagiao Fonte de radiacdo 3 (Tritio - *H)
Radioactividade da fonte 300 M Bq

Volume do loop 5mi

Comprimento do tubo de deriva (/) 5cm

Comprimento da Coluna Multicapilar 20 cm

41.1 Interface com o utilizador

Como j4 foi mencionado na secgao anterior, o BreathSpec® possui um ecra e um botao
rotativo para permitir a interface com o utilizador. O programa utilizado pelo aparelho
é de utilizagdo simples e intuitiva, fazendo uso somente do botdo rotativo com possibili-
dade de seleccionar o que se pretende pressionando-o.

O programa em questdo foi desenhado de forma a permitir a visualizagdo a qual-
quer momento do espectro de mobilidade. Isto constitui uma vantagem pois é possivel
monitorizar o aparelho quando nao esta em processo de andlise, mas também permite
observar aquilo que se estd a obter durante o mesmo.

Para além disso, nesta interface, existe um conjunto de menus nos quais o utilizador
pode navegar e realizar diferentes fun¢des, desde alterar configura¢des do sistema ou
definir diferentes programas de andlise.

De uma forma geral, o utilizador pode alterar diversos parametros desde a potén-
cia da bomba, aos fluxos de gés a entrar no sistema de acordo com as necessidades, ou
mesmo alternar entre as polaridades positiva e negativa de andlise. Através do menu De-
faults pode-se verificar estes parametros e, mais importante, verificar os niveis dos gases
utilizados e as temperaturas identificadas anteriormente.

Mais relevante pode considerar-se a janela Spectra na qual se encontra o botdo que
permite iniciar o programa escolhido. No caso do BreathSpec® esta ac¢ao pode ser ma-

nual, seleccionando o botdo Program, ou automatica, pela selec¢do do botdo Breath.
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Figura 4.4: Imagem da janela principal da interface do BreathSpec®. Obtida em laboratério.

Uma imagem desta interface pode ser observada na figura 4.4. Neste caso, encontra-
se seleccionada a janela Spectra com a opg¢do de monitorizacdo activada, podendo ver-se

o pico dos ides reactivos naquele instante.

Accionando este botdo surge uma janela referente ao espirémetro que inicia neste
momento o seu funcionamento. Neste momento a interface mostra um gréfico de forma
a acompanhar o processo de expiracdo, figura 4.5. Quando este é iniciado observa-se
um grafico que vai demonstrando a sua regularidade. E desejével que o participante
prossiga a soprar pelo espirémetro até ao momento em que se consegue ouvir o barulho

de mudanca de posigdo da vélvula.

(@) (b)

Figura 4.5: a) Imagem de inicializagdo do espirémetro, apds a selecgdo do botdo Breath. b) Imagem
do display grafico do fluxo da respirac¢do. Inicia-se no momento de inicio de exalagdo. Imagens
obtidas em laboratdrio.
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4.2 Requalificacdo da Mobilidade

4.21 Montagem da Estrutura de Transporte

Apesar de, em comparagdo com outros métodos, o IMS apresentar a vantagem da
mobilidade, esta ainda ndo era adequada ao seu transporte e facil utilizagdo em hospitais
onde era pretendido. Com este intuito procedeu-se a requalificagdo da mobilidade do
aparelho.

Numa fase inicial, foram medidas as varias dimensodes do BreathSpec® para, desta
forma, ser possivel decidir quanto ao tipo de mecanismo a considerar. Tal como foi re-
ferido, estas medidas, assim como outras caracteristicas importantes do equipamento,
estdo destacadas na tabela 4.2.

Para além do problema da fécil mobilidade, problema este que foi resolvido com o
recurso a quatro rodas, foi também necessdrio ter em conta a necessidade de espaco
para guardar todo o tipo de materiais a utilizar, desde filtros, bocais e luvas, a mate-
rial de recolha de dados, entre outros. No planeamento efectuado considerou-se ainda
uma prateleira superior, com o objectivo de servir de base para um computador portatil
que, em ligagdo ao IMS, permite obter os espectros poucos minutos apés a recolha. Por
fim, mas ndo menos relevante, as dimensdes do equipamento de transporte foram deci-
didas considerando a altura e didmetro da garrafa de gas necessdria ao funcionamento
do BreathSpec®. Tendo em conta todas estas informagdes optou-se pelo equipamento
todo em acgo inoxiddvel que se apresenta na figura 4.6, com dimensdes de 98 x 57 x 86
(C x L x A).

Figura 4.6: Estrutura em ago inoxidavel

De seguida, e ja com toda a estrutura principal de transporte definida, procedeu-se a
decisdo da melhor forma de incluir a garrafa de azoto. Por questdes estéticas e de facili-
dade de ligac¢des esta ficou colocada na parte traseira da estrutura, pelo que foi necessério

efectuar dois furos nas prateleiras superiores com o didmetro adequado a garrafa. Para
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além disso, estes furos foram projectados de forma a ficarem o mais centrados possivel
para que, aquando do esvaziamento da garrafa de gds, ndo ocorressem problemas de
equilibrio de todo o equipamento de transporte.

Por dltimo, optou-se por revestir as zonas laterais da estrutura com uma tela para
ficar esteticamente mais apresentdvel, e esconder todos os cabos e materiais necessarios
ao funcionamento, mas que nao é preciso estarem visiveis. Numa das extremidades desta
tela fez-se um pequeno furo para permitir a saida do suporte do espirémetro. A figura
4.7 permite visualizar a estrutura final obtida, e a mesma estrutura apés a colocagao do
BreathSpec®.

(b)

Figura 4.7: a) Imagem da estrutura de transporte montada. b) Imagem da estrutra final de trans-
porte, com o BreathSpec® e o computador portatil utilizado para visualizagdo dos espectros.

4.3 Ligacoes e Configura¢des

No processo de requalificagdo da mobilidade é essencial ter em conta as ligagdes a
realizar, de forma a que que estejam asseguradas todas as condigdes para o inicio do
processo de andlise. Com isto as principais ligagdes a considerar sdo a ligagdo do equipa-
mento a corrente, a ligagdo que se estabelece entre o BreathSpec® e a garrafa de azoto e
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a ligacdo do computador ao préprio aparelho.

A primeira ligacdo referida é bastante simples, ligando o transformador do aparelho
directamente a corrente eléctrica. Por uma questdo de ser mais prético optou-se por in-
cluir no material que acompanha o BreathSpec® uma extensdo, permitindo desta forma
que caso o local de andlise ndo possua vdrias tomadas seja possivel ter a alimentacdo
necessdria, ndo so para o aparelho mas também para o computador e para o router.

Por outro lado, a ligacdo da botija de gas faz-se pelas entradas presentes no aparelho,
permitindo desta forma a passagem do azoto essencial para a formacao dos ides reactivos
e para ser usado como gas de transporte. Existe ainda uma saida na face posterior do
equipamento para que se dé a evacuagdo do gés apés a utilizagdo, no entanto, neste caso,
esta é feita directamente para o exterior.

Por tltimo, a ligagio entre o computador portétil e o BreathSpec® é feita com recurso
a um router e a cabos de rede. Assim, liga-se um cabo de rede do computador ao router, e
outro cabo de rede do router ao aparelho.

Inicialmente, estas ligacdes eram efectuadas com recurso a um cabo de rede cruzado
directamente do aparelho ao computador. Com isto o BreathSpec® adquiria um IP e a
informacao era passada para o portatil. Verificou-se no entanto que, mudando o aparelho
para outro local, e quando é necessério desliga-lo da corrente, este admite o IP anterior-
mente adquirido como certo. Isto trazia diversos problemas pois noutro local com uma
rede de internet diferente, ou que ndo tenha mesmo liga¢do a internet, ndo havia facili-
dade na passagem dos espectros para o computador. Nesta situa¢do esta apenas poderia
ser feita através da entrada USB do BreathSpec®, o que nao se tornava pratico. A solu-
cdo referida com utilizacdo do router permite desta forma que seja adquirido um IP em

qualquer situacao.

4.4 Material

Ap6s todo o planeamento e construcdo da estrutura para a deslocagao do BreathSpec®,
elaborou-se a lista em que sdo descriminados os materiais necessarios para o inicio do
processo de andlise. Desta lista fazem parte ndo s6 elementos de ligagdes entre o apare-
lho e outros equipamentos, como o computador, mas também materiais importantes para

a parte de recolha de dados propriamente dita. A referida lista é apresentada a seguir:

e Filtros e boquilhas descartaveis

Luvas

Bata de laboratério

Alcool, papel absorvente e outro material de limpeza

Computador e acessérios

Router e respectivo transformador
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e Cabos de rede

e Extensdo

e Manorredutor

e Botija de gas de azoto 5.0
e Chave inglesa e chave n° 12
e Pecas swagelok

e Tubo de Teflon de 3 mm
e Medidor de tensdo

e Higrometro

e BreathSpec® User Manual
e Manual de ligagoes

e Protocolos e questiondrios (quando necessério)

4.5 Protocolo de limpeza

O ambiente hospitalar é um ambiente em que se pretende que o material clinico utili-
zado seja devidamente limpo e esterilizado para a sua utilizacéo.

Desta forma, e, uma vez que o principal objectivo deste trabalho est4 relacionado com
a possivel utilizagdo do BreathSpec® em centros hospitalares ou semelhante, a questao da
limpeza e desinfec¢do do material adquire uma maior relevancia. Nesse sentido, optou-
se por verificar a melhor forma de proceder a limpeza periddica da estrutura, evitando a
contaminagdo dos espectros com agentes externos as analises.

A superficie da estrutura metélica construida para o transporte dos instrumentos de
andlise é de aco inoxiddvel. Assim, considerou-se a utilizagdo de 4lcool etilico 96% para
a limpeza da estrutura com auxilio de papel absorvente. Durante os procedimentos ex-
perimentais optou-se por limpar, de igual modo, a pega do espirémetro, sempre que
possivel.

Sendo o 4lcool etilico uma substancia extremamente volatil poderia haver o risco de,
ap6s o processo de limpeza, ser detectado pelo IMS contaminando desta forma as anélises
realizadas posteriormente. Considerando essa situacdo tomou-se a decisdo de testar a
influéncia do dlcool nos espectros obtidos. Para tal, limpou-se uma superficie de ago
inoxiddvel com dalcool etilico 96% e apds um minuto efectuou-se andlise. A andlise foi
executada com recurso a um dispositivo desenvolvido na empresa para andlise dos VOCs
em dispositivos médicos, e que é acoplado ao MCC-IMS [56]. O espectro obtido pode ser
verificado pela figura 4.8.

36



4. MATERIAIS E METODOS 4.6. Testes de optimizagdo dos parametros experimentais

Figura 4.8: Espectro obtido da limpeza periédica de uma superficie de aco inoxidavel. Imagem
obtida em laboratério.

Como se observa, apds o passagem com o alcool a superficie em questdo apresenta
apenas um pico a um tempo de retengdo baixo. Este pode, realmente, ser por influéncia
do alcool na superficie, mas pode também ser devido ao ar da sala que apresenta sempre
alguns compostos nos espectros. De qualquer modo, a intensidade e localiza¢do do pico
que se observa ndo afecta a interpretagdo das andlises. Como se poderé verificar no ca-
pitulo 5, os picos relevantes para este estudo ndo se encontram nesta regido que, s6 por
si, ja é contaminada pelo isopreno e acetona caracteristicos do ar exalado de qualquer

pessoa. Com isto confirma-se o procedimento de limpeza considerado como adequado.

4.6 Testes de optimizacao dos parametros experimentais

No processo de preparacdo para o inicio das andlises, considerando ainda o que se
refere ao préprio BreathSpec®, é fundamental a elaboragéo dos célculos para determinar
alguns parametros, como o tempo de abertura da valvula ou o volume de amostra a
entrar no loop.

Inicialmente, mediu-se o comprimento do tubo que permite fazer a ligacdo entre o
espirdmetro e o préprio aparelho, que tem cerca de cerca de 103 cm e um didmetro de 1,5
mm. Com isto, determinou-se o volume do tubo, 1,82 cm?, correspondendo a 1,82 ml de
amostra que preenche este volume.

Por sua vez, sabe-se que, durante o procedimento de recolha de amostra, a bomba é
iniciada a uma poténcia de 25%, o que permite sugar o volume calculado. Considerando
este volume, ou seja, 1,82 ml, e com a poténcia da bomba referida, correspondendo a

200 ml/min, determina-se que a vélvula terd que se manter na posi¢ao inicial no minimo
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0,546 s para puxar toda esta quantidade. No entanto, este volume ndo é suficiente para
encher o loop, que possuiu uma capacidade de 5 ml. Assim, tem que se considerar um
tempo maior para o participante estar a exalar para o espirémetro e um tempo maior

para a mudanga de posi¢do da valvula.

Tendo entdo em conta a capacidade do loop e o volume que preenche o tubo do espiré-
metro (6,82 ml), foi determinado um tempo até mudanca de posi¢ao da valvula de 2,046
s. Até este momento, enquanto o participantes estiver a soprar, verifica-se a entrada de

amostra no loop, que serd arrastada para a coluna multicapilar ap6s este periodo.

Em relacdo ao volume dos gases de deriva e de arraste considera-se, nas andlises habi-
tuais, 500 ml/min e 25 ml/min, respectivamente. Mantendo o volume do gas de deriva,
uma vez que por experiéncias anteriores se verificou que este permite uma melhor sepa-
racao dos compostos, optou-se por realizar testes alterando o volume do gés de arraste.
Assim, realizaram-se testes para um volume de arraste de 15 ml/min e 50 ml/min com
consequentes alteracdes no tempo em que a vélvula se encontra aberta e no volume de

gds a entrar no loop. As hipéteses testadas encontram-se resumidas na tabela 4.3.

Tabela 4.3: Hip6teses de optimizacdo dos parametros de analise.

Hipétese Fluxo de arraste Tempo de abertura  Volume a entrar

(ml/min) da vélvula (s) no loop (ml)
1 25 3,024 1,26
2 15 5,040 1,26
3 15 8 2
4 50 1,512 1,26
5 50 3,024 2,52

Em seguida, avaliaram-se os espectros obtidos em cada uma das situac¢des indicadas,

e concluiu-se que a hipdtese mais indicada foi a de manter o gds de arraste de 25 ml/min.

A tabela 4.4 apresenta de forma sucinta os parametros atrds definidos, assim como
outros parametros importantes para a andlise e que foram mantidos nos valores reco-

mendados pelo manual do BreathSpec®.

38



4. MATERIAIS E METODOS

4.6. Testes de optimizagdo dos parametros experimentais

Tabela 4.4: Parametros experimentais do BreathSpec®.

Gas de deriva e gas de arraste Azoto 5.0, 99,999%
Fluxo do gés de deriva 500 ml/min
Fluxo do gds de arraste 25 ml/min
Temperatura do IMS (T1) 45°C
Temperatura do MCC (T2) 40°C
Temperatura da valvula e loop (T3) 40°C

Tempo de abertura da grelha (A7) 100 ps
Poténcia da bomba 25%
Averaging 5

Tensio Positiva (2 kV)
Intensidade do campo 400 Vem ™1

4.6.1 Definicdo do programa de analise

Determinados os parametros fundamentais para a anélise elaborou-se, no préprio
BreathSpec®, o programa de anélise (a que se chamou HEMODIALISE) como se apre-

senta na tabela que se segue.

Tabela 4.5: Programa HEMODIALISE utilizado no BreathSpec®. Definido previamente para os
procedimentos de recolha do ar exalado dos pacientes em hemodiilise.

Spectra | Time \" P|R El1 | E2 | T1|T2|S
0 0 ms | flfrec | [ [ [ [ || ]]
18 2.268s | open | | | | | | | ||
42 5292s | close | | | | | | | ]|
717 01m30s | | | stop | | ] | | ]|
718 om30s | | || | | T 11T 1]

Legenda:

V - Vélvula: definir a altera¢do da posi¢do da valvula

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

E1 - Valores do fluxo do gés de deriva

E2 — Valores do fluxo do gés de arraste

T1 - temperatura do IMS

T2 — Temperatura da MCC

S — Area de anélise de substancias

Neste programa definiu-se um tempo de mudanca da véalvula de 2,268 s. Este valor é
superior ao determinado anteriormente, e corresponde a um volume consequentemente
superior a entrar no sistema, 7,56 ml. O excedente considerado serve para compensar

possiveis perdas de analito durante o percurso até ao IMS onde sera analisado.
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Na tabela 4.5 definiram-se mais dois tempos diferentes. O primeiro tempo determi-
nado foi de 5,292 s e diz respeito ao tempo em que a vélvula se mantém na sua posi¢ao
B (explicada anteriormente), durante o qual se dé a passagem do gdas de arraste para fa-
zer chegar a amostra contida no loop até a coluna multicapilar. Os valores seguintes sdo
iguais e referem-se ao tempo total de andlise. Neste momento é terminado o processo de
aquisi¢do de dados. Este tempo ficou definido em 1 minuto e 30 segundos, uma vez que
considerando que se tratam de andlises realizadas num centro hospitalar na unidade de
hemodiédlise, com horarios altamente controlados, ndo é possivel reter os pacientes por
muito tempo. Este tempo é mais relevante apds a acgdo de exalacdo por parte do paci-
ente, pois representa um periodo em que o BreathSpec® estd a processar os analitos ndo
se podendo realizar novas anélises.

Considerou-se também um outro programa idéntico ao apresentado na tabela 4.5 mas
com um tempo de andlise inferior (1 minuto). Este programa foi criado previamente para

ser escolhido caso se verificasse que o programa inicial era demasiado longo.

4.7 Procedimento experimental

Em suma, até este momento, foi feita a descrigdo do processo de preparagdo das ana-
lises a realizar no Hospital Garcia de Orta. Procedeu-se a requalificagdo da mobilidade
do BreathSpec® e definiu-se o material importante para as andlises, e que portanto tem
que acompanhar o transporte do aparelho. Foi ainda realizado um conjunto de testes
para determinar a melhor forma de proceder a limpeza periddica do equipamento, as-
sim como testes para determinacdo dos parametros adequados a anélise. Reunidas todas
estas condigdes, iniciou-se o processo de recolha do ar exalado de alguns pacientes em
tratamento por hemodiélise no hospital.

O grupo de pacientes que participaram nos testes deste estudo de prova de conceito
foram seleccionados pelos médicos responsaveis pelo servico de Nefrologia do Hospi-
tal Garcia de Orta, de entre turnos dos dois dias de recolha combinados. Como critério
de selecgdo foi tido em conta, essencialmente, a capacidade do paciente de poder so-
prar pelo bocal descartavel colocado no espirémetro, durante o tempo necessario. To-
dos os participantes aceitaram contribuir para este estudo voluntariamente e de forma
anénima, assinando para tal um consentimento informado. Um exemplo deste consenti-
mento encontra-se em anexo (Anexo A).

Somente 0s dados mais relevantes destes pacientes foram fornecidos, de igual modo,
pelos médicos responséaveis de acordo com o questionario, também apresentado em anexo
(Anexo B). Para alguns dos pacientes ndo foi possivel adquirir as referidas informacdes,
por motivos alheios ao estudo. Como é referido no consentimento, as informagdes reco-
lhidas no decorrer deste estudo sdo anénimas e ndo serdo de forma alguma divulgadas
fora do ambito deste estudo.

Assim, os participantes em tratamento de hemodidlise foram divididos em trés gru-

pos consoante o horario de hemodidlise que realizam: grupo A, para os pacientes do
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turno intermédio do primeiro dia de recolha; grupo B, dos pacientes do tltimo turno,
igualmente, do primeiro dia; e grupo C, para os pacientes do turno intermédio do se-
gundo dia de recolha de amostras.

A tabela 4.6 engloba as informacdes relativas aos pacientes pertencentes ao primeiro
grupo de andlise (Grupo A).

Tabela 4.6: Tabela com os dados referentes ao Grupo A, de pacientes em hemodiélise do turno
intermédio do primeiro dia de recolha.

Paciente Idade Género Pesonoinicio Pesonofinal Tensao arterial
da sessdo (kg) dasessido (kg)

1 53 F 72,7 70,0 142/73

2 53 M 64,1 60,9 153/63

3 60 F 91,5 88,5 163/113

4 70 F 37,6 35,9 177/81

5 - M - - -
Legenda:

F Feminino
M Masculino

- Informagdo ndo disponivel

Durante a realiza¢do da recolha do ar exalado dos voluntarios deste grupo verificou-
se que, devido as suas condigdes fisicas mais debilitadas, exibiam algumas dificuldades
em exalar o tempo necessdrio para adquirir a quantidade de amostra pretendida, ou ndo
compreendiam o procedimento correcto para o fazer. Nesse sentido, no capitulo 5, a
analise dos resultados respeitantes a este grupo sera efectuada em separado dos restantes.

Inicialmente, utilizou-se o programa HEMODIALISE descrito anteriormente mas, da-
das as dificuldades sentidas, optou-se por reduzir o tempo até a valvula mudar de posi-
cado. Para tal, elaborou-se um novo programa designado por BREATH_1,5M, cujas carac-
teristicas se descrevem na tabela 4.7.

Tabela 4.7: Programa de anélise BREATH_1,5M, definido no BreathSpec®.

Spectra | Time \% P|R El1 | E2 | T1|T2|S
0 oms | 1 |1 lree | | | 1|1 1]
16 2.016s | open | | | | ] | | ]|
40 5.040s | close | | | | ] ] | ]|
717 01m30s | | | stop | | | ] | ]|
718 01m30s | ] | | | | | ||

De seguida, nas tabelas 4.8 e 4.9, transcrevem-se os dados respeitantes aos pacientes
dos outros dois grupos. Foram considerados 6 voluntérios adultos para o Grupo B e 5

voluntdrios, igualmente adultos, para o Grupo C.
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Tabela 4.8: Tabela com os dados referentes ao Grupo B, de pacientes em hemodialise do turno
final do primeiro dia de recolha.

Paciente Idade Género Pesonoinicio Pesonofinal Tensdo arterial
da sessdo (kg) da sessio (kg)

1 55 M 97,5 93,4 179/83
2 80 M 77,0 74,5 144/51
3 - M - - -
4 - M - - -
5 63 F 59,0 57,4 113/72
6 52 F 113,9 108,6 148/69

Tabela 4.9: Tabela com os dados referentes ao Grupo C, de pacientes em hemodialise do turno
intermédio do segundo dia de recolha.

Paciente Idade Género Pesonoinicio Pesonofinal Tensao arterial
da sessdo (kg) dasessdo (kg)

1 50 F 73,6 69,9 183/95
2 84 M 61,0 59,0 137/70
3 65 F 57,8 56,5 104/57
4 73 F 103,0 99,8 142/35
5 26 M 66,6 63,3 162/85

E importante referir que as informacdes aqui apresentadas sdo gerais, apresentando-
se em anexo um conjunto de informagdes mais especificas (Anexo D).

Como método de comparagdo para se determinar a existéncia de picos caracteristicos
no ar exalado dos doentes renais, foi pedido a um conjunto de voluntarios saudaveis,
que constituem o grupo de controlo, que realizassem o mesmo teste com o BreathSpec®.
Foram considerados 11 voluntédrios adultos, e também a estes participantes foi pedido
que assinassem o consentimento informado do anexo. Registaram-se também algumas
informagoes de acordo com o questiondrio no anexo C. A tabela 4.10 retine as informacoes
relativas a este grupo de controlo.

Ainda para termo de comparagdo, foi efectuada a andlise ao ar da sala no periodo

antes e ap0s a realizacdo de cada conjunto de anélises.

4.8 Analise dos resultados: Software LAV

A visualizagdo e analise dos espectros obtidos com a recolha do ar exalado utilizando
o BreathSpec® recorre ao software de analise LAV, que funciona em conjunto com este
equipamento. Para este estudo experimental foi utilizada a versdo 1.5.19 do LAV, desen-
volvida pela empresa G.A.S. Gesellschaft fiir analytische Sensorsysteme mbH.

Ap6s a realizacdo da andlise pelo BreathSpec®, este guarda um ficheiro de extensio
.mea que é transferido para o computador, onde pode ser visualizado como mapa de

cores. No caso especifico do BreathSpec® é também criado um ficheiro .mea.spr associado
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Tabela 4.10: Tabela com os dados referentes ao Grupo de Controlo.

Participante Idade Género Peso Tensdo arterial Doencas Medicamentos
(kg) inicial relevantes
1 23 F 72 143/83 Nao Nao
2 23 M 75 123/77 Nao Nao
3 23 M 79 140/62 Nao Nao
4 23 F 45 102/63 Nao Nao
5 24 M 52 116/70 Nao Nao
6 23 M 80 152/83 Nao Nao
7 23 F 63 109/68 Nao Nao
8 22 F 55 121/73 Nao Nao
9 27 F 63 139/92 Nao Sim
10 27 M 70 134/71 Nao Nao
11 27 F 50 126/79 Nao Nao

a utilizacdo do espirémetro.

O LAV permite ndo s6 observar os picos associados a amostra recolhida através de

um mapa de cores, mas possui também a opgdo de visualizar em simultdneo o espec-

tro individual de cada um dos picos obtidos. Este espectro corresponde ao espectro de

mobilidade mencionado no capitulo 3, indicando assim o resultado obtido pela analise

no tubo de medic¢do IMS, enquanto que o mapa de cores acrescenta o tempo de retencao

associado a coluna multicapilar.

Na figura 4.9 apresenta-se um exemplo dos espectros referidos, obtidos em laborat6-

rio.

Figura 4.9: Exemplo da visualizagdo no software LAV de uma andlise obtida em laboratério. Na
figura de cima observam-se os picos em mapa de cores, com o tempo de retencdo no eixo dos yy
e o tempo de deriva no eixo dos xx. Em baixo o respectivo espectro de mobilidade.
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O programa em questdo possui diversas funcionalidades que facilitam a andlise dos
espectros. Na janela de visualizagdo principal destacam-se, essencialmente, trés regides
mais importantes (figura 4.10).
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Figura 4.10: Janela principal do programa LAV. 1- Ficheiros de andlise; 2- Conjunto de ficheiros
de um projecto criado; 3- Janela de visualizagdo principal do espectro.

A regido indicada na figura como 1 permite verificar os ficheiros que se encontram na
pasta seleccionada, podendo o utilizador alternar entre cada um deles. Aquele que for
escolhido é o que surge na janela de visualizacdo dos espectros.

Por baixo desta regido, e indicada com o ntimero 2, encontra-se a zona de projectos.
Estes sdo ficheiros do tipo .I[pr que consistem num conjunto de espectros escolhidos pelo
proéprio utilizador de acordo com o seu interesse. Esta funcionalidade possibilita uma
melhor organizagao dos dados.

A regido 3 corresponde a visualiza¢do dos espectros em mapa de cores, como a ima-
gem 4.9. Esta é a regido de maior interesse pois é a que permite ao utilizador observar
os resultados das andlises. Associada a esta janela existe um conjunto de botdes que
permitem, por exemplo, fazer aparecer o espectro de mobilidade ja referido, apresentar
alguns parametros relevantes ou alterar o zoom de visualiza¢do. Do lado esquerdo desta
janela encontra-se uma barra de alteracdo de cores também extremamente importante no
tratamento dos dados

O LAV possui um conjunto variado de funcionalidades, no entanto, uma das mais
utilizadas é a definicdo do Areaset. Através desta o utilizador delimita os picos que con-

sidera mais relevantes para a sua andlise, podendo também nomeé-los. Este processo é
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bastante ttil na medida em que possibilita a verificagdo de ocorréncia de determinado
pico seleccionado nos restantes ficheiros.

Em relagdo a obtengdo de resultados, o LAV permite realizar um conjunto de tarefas.
A mais interessante é a fun¢do de Analyze Areaset que, tal como o nome indica, permite
que ap6s a definicdo do Areaset pretendido sejam verificados os valores de diferentes
parametros, nomeadamente, o tempo de deriva, a intensidade dos picos e o tempo de
retencdo. Esta fungdo permite também obter as informagdes relativas ao RIP. Por cada
projecto analisado com esta ferramenta obtém-se 13 ficheiros do tipo .csv, um ficheiro pdf
e um ficheiro do tipo .Imc (ficheiro de configuracdo) que contém todas as informacdes
referentes aos picos.
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Resultados e Discussao

5.1 Tratamento de dados

5.1.1 Analise dos espectros e definicao do Areaset

Depois de definidos os grupos de participantes, como foi descrito no capitulo anterior,
e recolhidas as amostras respectivas para o estudo em curso, procedeu-se ao tratamento
e andlise dos resultados. Tal como foi mencionado, os procedimentos de andlise dos
espectros foram feitos com recurso ao software LAV, na sua versao 1.5.19.

Figura 5.1: Imagem do espectro de anélise do ar exalado de um paciente com insuficiéncia renal,
no periodo antes de iniciar o tratamento de hemodiélise

Na medida em que o estudo em questdo se trata de uma prova de conceito, o principal
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objectivo é observar os espectros da recolha do ar exalado dos pacientes em tratamento
de hemodidlise e tentar identificar os picos caracteristicos destas condi¢des. Na figura 5.1
é apresentado um espectro relativo a uma amostra do ar exalado recolhida. Neste caso
trata-se do espectro associado ao paciente em tratamento de hemodialise com o nimero
3 do Grupo C, de acordo com a tabela 4.9.

Uma primeira observagdo da imagem permite distinguir diferentes picos. No entanto,
sabe-se que o ar ambiente pode entrar pelo tubo do espirémetro contaminando assim o
espectro final. Quer isto dizer que, o espectro obtido pode conter informagdes que sdo
de facto relevantes para este estudo, ou seja, biomarcadores associados as doenga renais,
mas pode também ter outro tipo de compostos indesejados.

Uma das vantagens de utilizacdo deste método de andlise estd na possibilidade de
eliminar o background do ar da sala, e para tal procedeu-se a recolha deste utilizando
o mesmo método. Para além da contaminacdo pelo ar da sala, existe um conjunto de
picos, nomeadamente a acetona e o isopreno, que sdo picos caracteristicos do ar exalado
humano e que podem induzir em erro no momento de anélise dos espectros. Por este
motivo foi também recolhido o ar exalado de alguns voluntérios para grupo de controlo,
como foi referido no capitulo anterior.

Na figura 5.2 apresenta-se, como exemplo, o espectro referente a um outro paciente
em hemodidlise, e um espectro referente a um participante do grupo de controlo.

(b)

Figura 5.2: a) Imagem do espectro de andlise do ar exalado de um paciente em tratamento por
hemodiilise. b) Imagem de um espectro de andlise do ar exalado de um participante do grupo de
controlo.

Pela anélise visual dos espectros, incluindo ndo s6 todos os espectros de controlo e
do ar da sala, mas também todos os espectros dos pacientes, foi possivel definir um Are-
aset. Nesta observagdo verifica-se que no conjunto de picos que foram obtidos, trés deles
aparecem de forma mais evidente nas imagens referentes ao grupo de pacientes, e ndo

se verifica a sua ocorréncia nos outros casos. Desta forma, concluiu-se que estes picos
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podem estar de alguma forma associados a condicdo de insuficiéncia renal dos partici-
pantes no estudo. A figura 5.3 apresenta novamente o espectro anterior (pertencente ao
paciente nimero 2 do Grupo B) mas, desta vez, com o Areaset definido assinalado a ver-
melho. A cada um dos picos foi atribuido um nimero de 1 a 3 para facilitar a posterior

identificacdo.

Figura 5.3: Imagem do espectro de anélise do ar exalado de um paciente com insuficiéncia renal,
no periodo antes de iniciar o tratamento de hemodialise. A vermelho sao identificados os picos
de interesse que definem o Areaset, numerados de 1 a 3.

Assim que ficou devidamente definido o Areaset, como mostra a figura, optou-se por
reavaliar os restantes espectros e reverificar se de facto os picos considerados surgiam

somente nos espectros do grupo de pacientes.

No geral, como se tinha observado na andlise inicial, isto verifica-se tanto para os
espectros adquiridos da avaliagdo do ar da sala como para o caso dos espectros do grupo
de controlo. E especialmente notério em relagdo ao Pico 3.

No que diz respeito aos outros dois picos é necessdrio uma avaliagdo mais cuida-
dosa, na medida em que, a baixos tempos de retencdo hd maior contaminacao de outros
compostos. Apesar disto, em qualquer um dos casos é possivel ver que exibem maior
intensidade e definicdo no grupo de pacientes. No caso particular do Pico 1 apesar de
nos espectros do grupo de controlo surgir um pico nesta regido, este ¢ menos intenso e o
seus tempos de retengdo e deriva ligeiramente diferentes pelo que se pode concluir que

ndo se trata do mesmo composto.

Como forma de comparagdo, optou-se por apresentar o espectro da 5.3 lado a lado
com o espectro de um dos participantes de controlo (correspondente ao ntimero 7 da
tabela ) com o Areaset definido.

Por fim, é importante referir que o Pico 3, como foi dito, apresenta a mais notéria
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(a) (b)

Figura 5.4: a) Imagem do espectro de andlise do ar exalado de um paciente com insuficiéncia
renal, com identificagdo do Areaset. b) Imagem de um espectro de andlise do ar exalado de um
participante do grupo de controlo, , com identificacdo do Areaset.

diferenca entre o grupo de pacientes e o grupo de controlo, com excepg¢do para o parti-
cipante nimero 1 do grupo de controlo. Neste caso surge um pico na mesma regiao e
relativamente intenso, como se observa na figura 5.5. Na fase inicial de estudo em que
nos encontramos nao é possivel efectuar uma conclusdo sobre este caso, sendo no entanto

um participante a ter em atengdo em estudos futuros.

Figura 5.5: Imagem do espectro de andlise do ar exalado do participante com o ntimero 1 do
grupo de controlo, apresentando o Pico 3 em evidéncia.
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5.2 Variacao da Intensidade dos picos

Encontrados os picos caracteristicos, e que portanto se verificam de uma forma geral
nos espectros pertencentes ao grupo de pacientes, é interessante avaliar as varia¢des de
intensidade em cada um dos picos seleccionados.

Com isto, na tabela 5.1 sdo apresentadas aproximagdes dos trés picos identificados em
diferentes situagdes: no caso de um exemplo de um participante do grupo de controlo, e
em 3 pacientes diferentes.

Tabela 5.1: Variacdo das intensidades dos picos num exemplo do grupo de controlo, e em 3 paci-
entes diferentes

Controlo Paciente 2 Grupo B Paciente 4 Grupo B Paciente 5 Grupo C

g
il

T—

i

Pico 1

Pico 2 l

-

Pico 3

Em qualquer um dos casos, observa-se que os picos seleccionados ndo aparecem, de
forma relevante, no grupo de controlo. E possivel ainda verificar que o pico 3, apesar de
surgir mais arrastado que os restantes, é o que se identifica mais facilmente aparecendo
isolado. Apesar de surgir na proximidade de outros picos o Pico 1 surge, relativamente,
bem definido contrariamente ao Pico 2. De uma forma geral, os picos aparentam ter
intensidades semelhantes nos diferentes pacientes, e inexistentes no caso dos exemplos
de controlo.

Recorrendo 4s fungdes do LAV é possivel avaliar de forma quantitativa esta variagdo
de intensidades dos picos. Nesse sentido, utilizou-se a funcionalidade Analyze Areaset
que permite obter diversos dados, como o tempo de deriva ou o tempo de retengao, para
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os picos seleccionados no Areaset. Desta forma foi também permitido obter os valores
pretendidos de intensidade, em volts, de cada pico. Com isto obtiveram-se os gréfi-
cos apresentados nas figuras 5.6, 5.7 e 5.8, que foram elaborados utilizando o software
Kaleidagraph®.

Pico1
U.B 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
*
0,5 L
* +
< 04+ * . * . * * * B
@
B L]
=
@
5 0.3 -
E
0,2 L
0,1 4 -
0 T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i

Paciente

Figura 5.6: Grafico da variacdo de intensidade do Pico 1, em cada um dos espectros do grupo de
pacientes

Pico 2
0,6 I I I I I I I I I I I
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01 4 L
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 "

Padente

Figura 5.7: Gréfico da variacdo de intensidade do Pico 2, em cada um dos espectros do grupo de
pacientes

Tratando-se de um estudo de prova de conceito, como foi referido, o que é mais rele-
vante é a identificagdo dos picos que poderdo ou nao estar associados ao grupo de paci-
entes seleccionados, pelo que a anélise gréfica efectuada é simples. Desta forma, dos trés
graficos elaborados verifica-se que a varia¢dao de intensidades nos diferentes espectros é

menor no caso do Pico 1 (figura 5.6). Na sua maioria, este pico tem valores de intensidade
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Figura 5.8: Grafico da variagdo de intensidade do Pico 3, em cada um dos espectros do grupo de
pacientes

por volta de 0,4V. Nos restantes dois picos as varia¢des de intensidade sao mais nota-
das. No entanto, em ambos os casos o intervalo de variagdo ndo é muito elevado: pouco
mais de 0,15 V relativamente ao Pico 2, e uma diferenca menor que 0,8 V' em relagdo ao
Pico 3. Novamente, é importante referir que esta andlise é meramente qualitativa, sendo
necessario um estudo mais aprofundado para permitir concluir com maior exactidao as
referidas diferencas.

5.3 Calculo da Mobilidade Reduzida

Depois de seleccionados os picos caracteristicos e apds a analise dos espectros obtidos,
foram efectuados os calculos de mobilidade para cada um deles.

A mobilidade i6nica (K) e a mobilidade i6nica reduzida (Kj) foram calculadas recor-
rendo as seguintes equagdes, previamente indicadas no capitulo 3:

Mobilidade Iénica:

lq
K = 5.1
Etdcor ( )

lq - comprimento do tubo de deriva = 5cm

E - intensidade do campo eléctrico = 400V em ™!

tdcor - correcgdo do tempo de deriva, dado por t4.or = tq — 0.5 x AT em que t, representa
o tempo de deriva e A7 o tempo de abertura da grelha = 10045
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Mobilidade I6nica Reduzida:

() (3

P, - Pressdo ambiente, 101, 325k Pa

Tp - Temperatura ambiente, 273K

P, - Pressdo no tubo de deriva = 101k Pa

T4 - Temperatura no tubo de deriva = 313K

Os valores dos parametros caracteristicos do proprio BreathSpec® sio, igualmente,
indicados em cima e podem ser consultados no capitulo 4.

Na tabela 5.2 apresentam-se os valores calculados para a mobilidade reduzida de cada
um dos picos considerados, assim como os valores de tempo de deriva (t4) e tempo de
retencao (t,).

Tabela 5.2: Mobilidade iénica reduzida (/) para cada um dos picos, assim como o respectivo
tempo de deriva (t4) e tempo de retengdo (¢,).

Pico tq(ms) t.(s) K(cm2V~=1s71) Ky(em?V=1s71) 1/Ko(ecm=2Vs)

1 8,984 8,316 1,399 1,220 0,819
2 9,474 9,450 1,326 1,157 0,864
3 8,779 79,380 1,432 1,249 0,801

A mobilidade reduzida é um parametro caracteristico de cada substancia facilitando o
processo de identificacdo da mesma. Apds a consulta da literatura ndo foi possivel encon-
trar substancias com os pardmetros idénticos aos determinados. Assim, a identificacdo

do composto associado a cada um dos picos obtidos ndo foi possivel.

5.4 Verificacdao do pico caracteristico da amoénia

De acordo com a literatura, um dos compostos que se observa mais frequentemente
em andlises do ar exalado de doentes com insuficiéncia renal é a amonia (N Hs). Tam-
bém segundo a literatura [27], este composto apresenta mobilidade reduzida de 2,06
em?V—1s71 e surge, no espectro resultante, antes do RIP.

Tendo isto em conta optou-se por analisar uma amostra de amonia e verificar a posi-
¢do do seu pico caracteristico para fins de comparagdo com os espectros obtidos com os
pacientes de hemodiédlise. A amoénia analisada é uma solugdo aquosa deste composto de
cerca de 25%, com peso molecular de 35.05 g/mol, da empresa Sigma-Aldrich®.

Para o procedimento de andlise do composto utilizou-se o aparelho MCC-IMS, que
faz uso do mesmo principio fisico de espectrometria de mobilidade iénica.

Cortou-se um pedago de compressa esterilizado e colocou-se num vial. A aménia foi

retirada do respectivo frasco e, com uma pipeta, embebeu-se a compressa com a solugéo.

54



5. RESULTADOS E DISCUSSAO 5.4. Verificagao do pico caracteristico da amoénia

O vial foi imediatamente encerrado.
No MCC-IMS foi definido um programa semelhante ao programa de analise do BreathSpec®,

cujas caracteristicas se encontram na tabela 5.3.

Tabela 5.3: Programa HEMODIALISE

Spectra | Time \' P R El | E2 | T1|T2|S
0 0 ms | 25% | rec | | | | |
9 2.079s | open | off | | | | ||
22 5.082s | close ! ! | ’ ’ | ]
390 0Im30s | | | Istop | | [ I [ ][]
391 01m30s | | | HEEEEREERE

Para esta anélise colocou-se o frasco contendo a amostra em aquecimento, a 40 °C,
durante 10 minutos para estabilizacdo do headspace. Durante este periodo colocou-se a
agulha de andlise no frasco e ligada ao MCC-IMS. Com este procedimento, uma vez que
a amonia é extremamente volatil, observou-se imediatamente altera¢des no espectro de
monitorizagdo do aparelho, com consequente reducdo do RIP. Isto aconteceu ainda antes
de se iniciar a andlise. Como background utilizaram-se as mesmas condi¢des para analisar
um pedago de compressa esterilizado, sem qualquer amostra.

Terminada a anélise obteve-se o espectro da figura 5.9.

Figura 5.9: Imagem do espectro de andlise da amostra de amonia. A vermelho delimita-se o pico
correspondente a esta substancia.

No espectro da amoénia apresentado é possivel observar uma variedade de picos com
diferentes intensidades. Alguns destes picos sdo comuns ao espectro da compressa es-
terilizada, enquanto que outros pertencem a solugdo propriamente dita. Na figura 5.9
realgou-se o pico que, de acordo com a literatura, representa a amoénia e determinaram-
se os parametros caracteristicos (tabela 5.4) de acordo com as equagdes de mobilidade ja
apresentadas.
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Tabela 5.4: Mobilidade iénica reduzida (K,) para o pico da aménia, assim como o respectivo
tempo de deriva (t4) e tempo de retengao (¢,).

ta(ms) t.(s) K(cm?V~1ls71) Ko(em2V~1s71l) 1/Ko(ecm=2Vs)
6,784 8,547 1,856251856 1,619031172 0,617653333

Comparando o valor de mobilidade reduzida obtido com o valor referenciado (2,06
em?V 1571, retirado de [27]) verifica-se alguma diferenca (0,441 cm?V ~1s71). Isto pode
ser devido ao facto de o pico da amoénia aparecer, nos espectros, como cluster com o pico
relativo a dgua. De facto, muitas vezes a sua separacao é dificil de observar o que pode
levar a uma determinagdo incorrecta do tempo de deriva e, consequentemente, da mobi-
lidade reduzida. Por outro lado, a técnica IMS esta dependente de variados parametros
que, quando alterados, podem contribuir para diferentes resultados. E o exemplo da
fonte de ioniza¢do que no caso deste estudo € o tritio, mas no caso da fonte referenciada
é o niquel (33 Nyi).

Em seguida, comparando o espectro obtido da anédlise da solugdo de amoénia com
qualquer um dos espectros dos pacientes dos grupos de hemodialise nao se verificam se-
melhangas. Realmente, o pico caracteristico intenso que se observa no espectro da amé-
nia ndo surge de forma evidente nos restantes casos como seria de esperar. A figura 5.10
apresenta a comparacao entre o espectro de amoénia obtido e um espectro correspondente

a um dos pacientes em hemodialise.

Figura 5.10: a) Imagem do espectro de andlise da amostra de amoénia. A vermelho delimita-se o
pico correspondente a esta substancia. b) Imagem de um espectro de andlise do ar exalado de um
paciente em hemodialise
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5.5 Tratamento de dados dos espectros do Grupo A

No capitulo 4 mencionaram-se os problemas iniciais de recolha de ar exalado com o
primeiro grupo de pacientes. De facto, dadas as suas condi¢des fisicas e idade avangada
a aquisi¢do dos espectros nao foi regular em todos os casos. Verificou-se que, em alguns
casos, ndo tinham capacidade para expirar o tempo suficiente. Com isto optou-se por
separar a andlise de resultados dos restantes pacientes, e no fim tecer as devidas compa-

ragdes. A figura 5.11 representa um dos espectros obtidos neste grupo de pacientes.

Figura 5.11: Imagem do espectro pertencente a um dos pacientes do Grupo A. Apresenta-se igual-
mente o Areaset a vermelho

E ainda importante referir que dos 5 pacientes deste grupo nédo serd considerado para
andlise o espectro do ultimo paciente, pois este ndo conseguiu realizar o teste correcta-
mente em nenhuma das tentativas.

Novamente, considerando o Areaset ja definido e fazendo uso da funcionalidade Analyze
Areaset do LAV obtiveram-se os valores de intensidades e tempo de deriva para os picos
destes quatro espectros.

Para comparacao, elaboraram-se os gréficos referentes a cada pico com os valores de
intensidade adquiridos para este grupo em simultaneo com as variagdes de intensidade
dos grupos B e C.

Pelas figuras 5.12, 5.13 e 5.14 observa-se que, de uma forma geral, os picos pertencen-
tes ao grupo A tém menor intensidade que os picos dos restantes grupos. O Pico 1 pode
considerar-se a excep¢do uma vez que em dois dos casos apresenta valores semelhantes
e nos outros dois valores superiores. Relativamente aos picos 2 e 3 verifica-se que estes
possuem valores de intensidade mais constantes do que os que se verificam nos grupos

B e C. Tal como anteriormente, esta andlise é bastante simples. Em todo o caso, pode
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dizer-se que as diferencas de intensidades nos grupos considerados ndo sdo muito sig-

nificativas pelo que também os picos observados nos pacientes do grupo A podem ser

considerados.
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Figura 5.12: Grafico da variagdo de intensidade do Pico 1 no grupo A e nos grupos Be C
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Figura 5.13: Grafico da varia¢do de intensidade do Pico 2 no grupo A e nos grupos Be C
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Figura 5.14: Gréfico da variagdo de intensidade do Pico 3 no grupo A e nos grupos Be C

Também para estes espectros se efectuaram os cdlculos de mobilidade e mobilidade
reduzida, que se encontram na tabela 5.5.

Tabela 5.5: Mobilidade iénica reduzida (Xj) para cada um dos picos do Grupo A, assim como o
respectivo tempo de deriva (¢4) tempo de retencéo (¢,).

Pico tg(ms) t.(s) K(em?V~1s71) Ko(em?V—1s71) 1/Ko(ecm=2Vs)

1 9,023 8,442 1,393 1,215 0,823
2 9,446 9,576 1,330 1,160 0,862
3 8,822 78,372 1,425 1,243 0,805

Comparando estes valores de mobilidade reduzida com os obtidos para os grupos B
e C verificam-se ligeiras diferencas, que se devem aos tempos de deriva também diferen-
tes. No entanto, tratando-se de um valor obtido pela média de todos os espectros esta
diferenca ndo é aprecidvel.

Por fim, é relevante fazer referéncia a um caso particular. No espectro adquirido do
paciente 3 do grupo A (figura 5.15) visualiza-se um conjunto de picos que ndo aparecem
em mais nenhum caso. Ndo é possivel determinar o que origina este pico, mas pode
supor-se que estdo associados a outras patologias que o paciente possa ter, ou mesmo,
efeito de medicagdo a que esta sujeito. Nao foi possivel obter informag¢des mais concretas
quanto a medicacdo dos pacientes, na medida em que se tratam de doentes com muitos
medicamentos e cuja dose varia mensalmente. Para aumentar a dificuldade, muitas vezes

ndo tomam a medicagdo como ela esta prescrita.
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Figura 5.15: Imagem do espectro de andlise do ar exalado de um paciente, em que se evidenciam
alguns picos diferentes
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Conclusao e Perspectivas Futuras

A matriz respiratéria é constituida por diversos compostos, em diferentes concentra-
¢oes. Dada a sua proximidade com os capilares sanguineos e, uma vez que, se verificam
trocas constantes nesta regido, a possibilidade de que os compostos volateis da matriz
estejam associados ao metabolismo do organismo é muito grande. Neste sentido, o inte-
resse pela drea de andlise do ar exalado tem sido crescente, pois muitos dos compostos
libertados podem constituir biomarcadores de algumas patologias.

Com o estudo do tipo prova de conceito realizado pretendia-se conseguir detectar
um conjunto de picos caracteristicos de pacientes em tratamento por hemodidlise, utili-
zando o BreathSpec®, cujo principio de funcionamento se baseia na espectrometria de
mobilidade iénica. Das andlises efectuadas e pela observagdo dos espectros resultantes
foi possivel isolar trés picos diferentes que apresentam maior intensidade nos grupos de
pacientes seleccionados. Para corroborar esta informagdo, procedeu-se a recolha do ar
exalado de um grupo de controlo. De facto, neste grupo ndo se observou a ocorréncia
dos picos seleccionados. Isto é especialmente notério em um dos picos que surge mais
isolado nos espectros, e logo de mais facil identificagdo.

Por outro lado, o célculo da mobilidade reduzida para estes picos ndo apresentou
valores que se verifiquem na literatura. Esta é uma caracteristica de cada substancia e,
uma vez que ndo foram encontrados parametros iguais ndo é possivel determinar qual o
composto associado a cada um dos picos.

Optou-se, também, por separar um conjunto de 5 pacientes dos restantes, pois apre-
sentaram algumas dificuldades em efectuar o exame. A andlise de resultados destes es-
pectros ndo revelou diferengas significativas em relagdo aos restantes grupos. Observou-
se que a variagdo de intensidades dos picos é, na sua maioria, inferior aos dos restantes

mas sem valores discrepantes. Em relagdo a mobilidade reduzida também as diferencas
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ndo sdo significativas. Concluiu-se desta forma que, considerando o mesmo programa
de anélise, também estes espectros poderiam ser incluidos no estudo.

A técnica de IMS utilizada é uma técnica de grande sensibilidade. Este facto foi ve-
rificado neste trabalho por diversas vezes, especialmente na observagdo do espectro per-
tencente a um dos pacientes. Neste caso, observa-se um conjunto de picos que nao se
verificam em mais nenhum caso, e que pode supor-se serem resultado de outro tipo de
patologia ou medicacdo do participante.

Sendo a amoénia um dos biomarcadores estabelecidos com maior ligacao a insuficién-
cia renal, realizou-se a analise de uma amostra de amoénia utilizando o MCC-IMS. Esta
andlise apresentou como resultado um pico bem definido no espectro, numa posi¢do an-
terior ao RIP. Em comparacdo com os espectros dos pacientes ndo se observa, em nenhum
deles, o aparecimento deste pico, como era expectdvel. O célculos dos valores de mobi-
lidade reduzida também ndo permitiu elaborar as devidas conclusdes. Isto pode querer
dizer que, apesar da elevada sensibilidade da técnica, a amoénia exalada ndo tem con-
centragdes mensurdveis, ou pode mesmo estar mascarada por outros compostos. Uma
solucdo pode ser a realizagdo de pré-concentragdo das amostras.

Outro dos objectivos deste trabalho experimental, e que estd claramente associado ao
objectivo principal, era a possibilidade de utilizar o BreathSpec® em ambientes hospita-
lares. Apesar de ser um equipamento portatil a sua portabilidade e deslocagdo ndo estava
facilitada. Nesse sentido, procedeu-se 4 requalificacdo da mobilidade do aparelho. O pla-
neamento foi bem conseguido, e todas as andlises constituintes do objectivo principal do
estudo foram realizadas no Hospital Garcia de Orta, como era pretendido.

Em suma, o objectivo principal de detectar picos caracteristicos nos pacientes de he-
modidlise foi conseguido, pelo que a continuac¢do de estudos nesta drea pode ser muito

vantajosa e permitir obter novas informacdes.

6.1 Perspectivas Futuras

Numa perspectiva futura, pretende-se que esta técnica possa ser utilizada como mé-
todo auxiliar de diagnéstico. Assim, no caso particular da nefrologia, a continuagdo da
realizacdo deste estudo pode ser benéfico, e constituir um método de rastreio da insufici-
éncia renal.

Para tal, é necessario conseguir uma maior amostra de pacientes em tratamento de
hemodiélise, para se proceder ao tratamento estatistico e retirar mais conclusdes. Desta
forma, serd possivel verificar a ocorréncia dos picos aqui identificados como estando, de
facto, associados a insuficiéncia renal, e caso isto se verifique proceder ao seu estabeleci-
mento como possivel biomarcador. Seria também interessante conseguir analisar doentes
com insuficiéncia renal em diferentes estdgios, por forma a observar quais as diferengas
entre eles e tentar estabelecer um padrao.

Uma vez que os picos (biomarcadores) aqui identificados podem, por diversas razdes,

ter ndo s6 alguma ligacdo com doencas renais mas também com outras patologias, seria
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interessante alargar estudos semelhantes a outro tipo de doencas, por exemplo a diabetes
que é uma das principais causas das patologias renais.

Relativamente a técnica, esta permite detectar um conjunto vasto de VOCs, no en-
tanto o avango mais importante que terd que ocorrer é a elaboragdo de uma biblioteca
de compostos. A criagdo de uma base de dados com os tempos de deriva e de retengéo,
assim como os valores de mobilidade reduzida de cada composto permitira facilitar a
identificacdo dos diferentes picos, podendo associd-los mais facilmente a diferentes pa-

tologias.
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Anexo A

CIENCIAS E TECNOLOGIA

UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

c t FACULDADE DE nmt

Caparica, __ de Outubro de 2012

Consentimento Informado

Vimos por este meio solicitar a sua colabora¢éo no desenvolvimento do projecto de Dissertagéo de Mestrado
intitulado “Estudo dos Biomarcadores associados a doencgas renai s”, conduzido na Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia — Universidade Nova de Lisboa, e na empresa NMT — Tecnologia, Inovacéo e Consultoria, Lda., sob
orientacdo da Prof2. Dra. Valentina Vassilenko.

Este projecto tem como principal objectivo a verificagéo das possiveis alteracdes dos compostos organicos
volateis (VOCs) presentes no ar exalado de pacientes com doencas renais. Para tal sera utilizado o aparelho
BreathSpec®.

Os procedimentos de recolha utilizados s&o nédo-invasivos , indolores e rapidos e néo implicam qualquer
esforgo por parte do colaborador. Basta apenas soprar através de um filtro. Em nenhum momento o colaborador
é colocado em risco fisico ou emocional.

A sua colaboragédo no projecto é importante, ndo tendo quaisquer prejuizos ou gastos com a sua participagao.

Os dados recolhidos néo seréo divulgados, e a sua utilizagao é limitada ao ambito deste estudo.
Agradecemos desde j& a sua colaboragao.

O aluno,

A orientadora,

(Valentina Vassilenko)

Eu, abaixo assinado, depois de ler e ter esclarecido todas as minhas dvidas consinto que me sejam efectuados

os procedimentos mencionados acima.

Assinado,
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Anexo B

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA t
c t UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA nm

Folha de Registos — Paciente

Registo n2:
Idade: anos
Sexo: Feminino [J Masculino[J

Tensao arterial: /

Peso: - inicio da sessdo
- final da sessdo

Diabetes: Sim [ Ndo [ Hipertensdo: Sim [J  Nio [J

Sobre o tratamento

Causa da IRC:

Inicio da Didlise:

N2 de sessGes semanais: ___
Duragdo da sessdo (h): __

Niveis
Hemoglobina: ___ Fésforo:

Creatinina: Potassio:
Ureia:
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Anexo C

FACULDADE DE
ct CIENCIAS E TECNOLOGIA nmt

UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Folha de Registos — Paciente

Registo n2:
Idade: anos
Sexo: Feminino (] Masculino[J

Sofre de hipertensdo arterial? Sim [] Ndo [

Sofre doencas corondrias/cardiovasculares? Sim [1 Nio [
Tem diabetes? Sim [] Ndo O

Tem colesterol? Sim [0  Ndo [J

Toma medicamentos? Sim [J  N&o [J Quais ou para qué?

Medidas

Altura: cm

Peso: kg
Tensdo arterial inicial: /
Frequéncia cardiaca inicial:
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Grupo A

Tabela D.1: Informagdes relativas aos pacientes em hemodialise, do Grupo A

Anexo D

Paciente = Causada Datadeinicio N° desessdes Duracgio das
IRC de didlise por semana sessoes (h)
1 Diabetes 24-02-2011 3 4
2 Diabetes 07-11-2011 3 4
3 Diabetes 18-11-2009 3 4
4 Hipertensao 30-07-1995 3 4
5 - - - -
Diabetes Hipertensio Hemoglobina Creatinina  Ureia Fésforo  Potéssio
(g/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mEq/L)
S S 11,8 59 134 44 4,2
S S 8,8 8,6 128 44 5
S S 11,2 10 199 6,5 4,7
N S 11,5 57 138 59 5
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Grupo B

Tabela D.2: Informacdes relativas aos pacientes em hemodidlise, do Grupo B

Paciente Causa de IRC Data de inicio N° de sessées Duracdo das
de didlise por semana sessoes (h)
1 Doenga Renal Poliquistica 09-05-2011 3 4
2 Rim de Mieloma 23-02-2010 3 4
3 - - - -
4 - - - -
5 Desconhecida 15-01-2004 3 4
6 Diabetes 09-08-2011 3 4
Diabetes Hipertensio Hemoglobina Creatinina Ureia Fo6sforo Potéassio
(g/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mEgq/L)
N S 11,6 114 149 4,8 5,3
N N 10,4 8,8 140 46 48
N S 13,2 8,1 149 49 49
S S 11,4 9,1 155 74 6,7
Grupo C

Tabela D.3: Informacdes relativas aos pacientes em hemodiélise, do Grupo C

Paciente Causa de IRC Data de inicio N° de sessdes Duracgdo das
de didlise por semana sessoes (h)

1 Diabetes 26-01-2009 3 4

2 Pielonefrite crénica obstrutiva 28-12-2009 3 4

3 Hipertensao 11-05-1994 5 3

4 Diabetes 01-10-2001 3 4

5 Desconhecida 21-08-2012 3 4
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D. ANEXO D

Diabetes Hipertensio Hemoglobina Creatinina Ureia Fésforo  Potassio
(g/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mEgq/L)
S S 10,4 10,9 106 41 53
N N 9,6 6,6 123 3,2 51
N S 10,8 4,5 63 4,4 4,2
S S 12,1 8,8 98 5,5 5,5
N S 9,5 8,9 - 4,3 4,7
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