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Resumo

A infeccdo por Helicobacter pylori (H. pylori) é considerada uma das principais
causas da ocorréncia de doencas gastrointestinais. A sua detecgao precoce torna-se
essencial para um tratamento eficaz e em tempo ttil, evitando complica¢gdes em pa-
cientes que ja apresentam gastrites, nao deixando evoluir para tlceras, dispepsias e
principalmente carcinomas (como o cancro gastrico, considerado o segundo mais fre-

quente na causa de morte por cancro). [1][2][3].

Segundo Walter L. Peterson at al a infecgao pela H. pylori é encontrada em 95%
dos casos de tlceras duodenais e em 80% dos doentes que desenvolvem tlceras gas-
tricas [4]. A realizacao de testes preventivos e de rastreio para monitorizar a probabi-
lidade da infec¢ao pela bactéria ganhou preponderancia e relevancia devido a ele-

vada ocorréncia de ulceras por esta via.

Atualmente, a detecgao desta infec¢do €, na sua maioria, conseguida através da
aplicacao de testes invasivos que implicam a realizacao de mais do que uma bidpsia
no momento da endoscopia. Contudo, por oferecerem maior comodidade ao doente
e por impedirem a proliferacao de outras infe¢oes em meio hospitalar, o desenvolvi-
mento e a aplicagdo de testes de despiste ndo invasivos (como os testes rapidos da
ureia, respiratorios, de antigénios nas fezes ou a serologia) sao essenciais para um

melhoramento da eficiéncia dos procedimentos clinicos.

Com o objetivo principal de caracterizar e otimizar um novo dispositivo nao-
invasivo e descartavel de deteccdo da bactéria H. pylori, este projecto de mestrado

aborda e atende as necessidades médicas supramencionadas. Primeiramente, foram
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realizadas recolhas (com recurso a um prototipo desenvolvido pela NMT, S.A. e pela
FCT-UNL) e andlises (através da tecnologia de GC-IMS) de ar exalado esofagico e
alveolar que demonstraram existir um perfil caracteristico de metabolitos em sujeitos
saudaveis, antes e depois da administragao de ureia. A elevada sensibilidade do equi-
pamento analitico (ppbv-pptv), assente na tecnologia de espetrometria de mobilidade
ionica (IMS), ofereceu resultados precisos, em tempo real e com um racio de detecgao

10 vezes superior aos convencionais testes respiratorios [5].

Por fim, e no seguimento do trabalho anterior, foi otimizado e aperfei¢oado o
kit HELIC QT. Este teste descartavel de despiste para a infecgao encontra-se apto a
ser testado em meio hospitalar, revelando ser um método alternativo e com elevado

potencial, relativamente a todos os métodos existentes.

O préximo passo sera aplicar o protocolo do kit HELIC QT num estudo em
doentes de gastroenterologia para comprovar a sensibilidade e especificidade do

dispositivo de rastreio.

Palavras-chave: Helicobacter pylori; infeccao da Helicobacter pylori; teste nao-

invasivo; GC-IMS; ar alveolar; ar esofdgico
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Abstract

The Helicobacter pylori infection (H. pylori) is considered one of the main
causes of the occurrence of gastrointestinal disease. Your early detection becomes
essential for effective treatment and in useful time. Avoid complications in pa-
tients who already have gastritis, do not let ulcers develop, neither dyspepsia,
and principally carcinomas (such as stomach cancer, the second most frequent

cause of cancer death) [1][2][3].

According to what Walter L. Peterson at al say, the infection by H. pylori is
found in 95% of cases of duodenal ulcers and in 80% of patients who develop
gastric ulcers [4]. The performing of preventive and screening tests to monitoring

the probability of infection by the bacteria gains preponderance and relevance.

Currently, the detection of this infection is, mostly, achieved through the
application of invasive tests involving more than one biopsy at the time of en-
doscopy. However, because they offer greater comfort to the patient and because
they prevent the proliferation of other infections in a hospital setting, the devel-
opment and application of noninvasive screening tests (such as urea rapid test,
breath tests, stool antigen test and serology) are essential for improving the effi-

ciency of clinical procedures.

With the main objective of characterizing and optimizing a new non-inva-
sive and disposable H. pylori detection device, this master’s project addresses and
meets the medical needs mentioned above. In the first stage, samples of exhaled

esophageal and alveolar air were collected (through a prototype developed by
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NMT, S.A. and FCT-UNL) and analyzed (through an IMS technology). There is
a characteristic profile of metabolites in healthy subjects, before and after admin-
istration of urea. The highly analytical sensitivity of equipment (ppt - ppt) based
on an ion mobility spectrometry (IMS) technology revealed accurate results in
real time and with a ratio detection tenfold higher than conventional respiratory

tests [5].

Finally, and following the previous work, the HELIC QT kit was optimized
and improved. This H. pylori infection disposable test is found able to be tested
in hospital, revealing to be an alternative method with a high potential compar-

atively to the other available methods.

The next step will be applying the kit HELIC QT protocol in a study of gas-

troenterology patients to prove the sensibility and specificity of the screening test.

Key Words: Helicobacter pylori; Helicobacter pylori infection; non-invasive

test; GC-IMS; alveolar air; esophageal air
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Introducao

Os estudos indicam que a infecgao pela Helicobacter pylori afeta 50% da po-
pulagdo mundial sendo considerada a principal causa da ocorréncia de gastrites
e de ulceras pépticas O agravamento patologico, das doengas gastrointestinais

associadas, pode levar ao aparecimento de cancro gastrico e de Linfoma [6].

A prevaléncia da infeccdo epidemiolodgica incide em maior percentagem
nos paises em vias de desenvolvimento a apresentar valores superiores a 50% nas
criangas e alcangando os 90% nos adultos. Nos paises desenvolvidos o risco de

adquirir infecgao nao ultrapassa os 3% nas criancas e 1% nos adultos ao ano [7].

Os fatores associados a ocorréncia e prevaléncia da infecgao, na populagao,
estao intimamente relacionados com condig¢oes de higiene, ambientais e econo-

micos [7].

Atualmente, a deteccao da infecgao causada pela H. pylori é tipicamente
conseguida por métodos de diagndstico invasivos tal como a biopsia por via en-
doscodpica alta. Contudo também existem outros métodos que apresentam bons
resultados e que, na maioria das vezes sao aplicados em criangas. Trata-se do

teste de pesquisa de antigénios nas fezes ou ainda o teste respiratdrio da ureia.

As vias de tratamento para a infeccdo passam por utilizar terapias combi-
nadas com antibidticos ( amoxicilina, tetraciclina, metronidazol ou claritromi-
cina), inibidores da bomba de protdes e sal de bismuto ou citrato de ranitidina

bismuto [7] [8]. O objetivo é erradicar a infecgao no hospedeiro.
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A infecgao pela H. pylori é considerada um problema de satide publica pela
variabilidade da prevaléncia e, neste sentido, é necessario investir em estratégias
de controlo e de diagndstico precoce para que exista uma interven¢ao médica, na

evolucao, eficaz.

Um passo para o controlo epidémico € a aplicacao de testes de rastreio junto
de doentes que sejam portadores da bactéria a abranger o agregado familiar. Esta
via ganha preponderancia em relacao aos testes de diagndstico que sao tipica-

mente utilizados.

Para valorizar este procedimento preliminar, o teste de rastreio para a in-
feccao deve ser nao-invasivo, oferecendo maior comodidade ao doente, de res-
posta rapida; de baixo custo, amplificando a acessibilidade de utiliza¢ao a paises

subdesenvolvidos; descartavel e ainda universal a todas as faixas etarias.

Neste contexto, € pertinente desenvolver e testar um dispositivo de rastreio

com as caracteristicas mencionadas para ser considerado em meio clinico.

1.1 Objetivos

A prevengao da evolugao de patologias gastricas para situagdes agravadas
requer a utilizagao de um teste rapido para deteccao do patogénico, H. pylori. A
utilizagdo atempada deste tipo de testes poderd ditar a regressao de lesdes gas-
tricas e, em ultima analise, a erradicacao da bactéria. Este projecto procurou su-
primir essa necessidade, para tal propds-se o desenvolvimento de um teste ra-
pido, ndo-invasivo e descartavel para a deteccao de infeccao por H. pylori (que é

de dificil diagndstico, mas de facil tratamento).

Uma vez que a utilizacdo deste tipo de teste de diagnostico/rastreio sugere
vantagens face aos atualmente implementados, é essencial a familiarizacado e ca-
racteriza¢ao dos dispositivos e dos métodos diretos e indiretos, invasivos e nao-

invasivos clinicamente utilizados na detec¢ao da bactéria em causa.
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A metodologia do teste foi desenvolvida pela empresa de 1&D de dispositi-
vos médicos NMT, S.A. Esta deteccao da infeccao pela H. pylori é realizada atra-
vés da analise do ar exalado e, como tal, necessitou de uma criteriosa fase de
experimentagao e de validagao. Desta feita o inicio do projecto comegou com a
realizagao de testes experimentais, numa pequena amostra de individuos (5 vo-
luntérios), de forma a aferir a viabilidade do teste e ter algumas indicag¢des da

possivel variabilidade do mesmo.

Apos a realizacao destes pré-testes aumentou-se o espectro amostral para
uma linha de controlo com 30 pessoas saudaveis. Este grupo contribuiu para a
caracterizagao do perfil da ureia no ar exalado quando nao existe H. pylori no

meio gastrico.

Para a caracterizac¢do e optimizagao do teste foram realizadas recolhas (atra-
vés de um prototipo desenvolvido pela NMT, S.A. e pela FCT-UNL) e andlises
(através da tecnologia de GC-IMS) de ar exalado, esofagico e alveolar, de modo
a tragar um perfil de metabolitos presentes nas amostras de sujeitos, antes e de-

pois da administracao de ureia.

Com vista na aplicacdo de um teste rapido, descartavel e ndo invasivo para
despiste da infeccao pela H. pylori projectou-se e elaborou-se um kit de teste HE-
LIC QT. Este é composto por um teste colorimétrico, uma bomba de sucgao, um
analisador de resultado descartavel e uma bula. O processo de recolha de ar im-
plementado pelo kit de teste foi otimizado de forma a garantir a sua repetibili-
dade.

Ap0s verificada toda a viabilidade do kit de teste, em laboratorio, seguir-
se-ia a aplicagao do teste em meio hospitalar, nomeadamente em doentes do ser-
vigo de Gastroenterologia. Este teste, que pressupde um teste colorimétrico para
identificagdao da infeccao da H. pylori seria testado com duas vertentes de analise
de resultado: um protétipo de andlise descartavel (para utentes) e outro para uti-

lizacao por profissionais de satde.
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Como motivagao é expectavel que este projecto possa contribuir para o me-
lhoramento da eficiéncia de diagndstico/deteccao de infeccao por H. pylori com a
implementacao de um teste com uma accao polivalente e de resposta quantitativa
(apesar da sua base colorimétrica), destinado a varios utilizadores espontaneos

ou extensivel a todo o agregado familiar.

1.2 Estrutura da Tese

O presente documento vem organizado em 7 capitulos sendo que o pre-
sente capitulo comega com uma breve introducao que inclui um enquadramento
tedrico sobre a problematica da infecgao pela Helicobacter pylori e da necessidade
dum diagnostico precoce. Para além disso, apresenta também os objetivos defi-
nidos para o projecto e que assentam na necessidade de implementar um novo
método de detecgao nao-invasivo, descartavel e rdpido para a infeccao. Uma pa-

tologia que ¢é de dificil diagndstico, mas de facil tratamento.

O segundo capitulo contextualiza a infec¢ao da Helicobacter pylori e as pato-
logias do sistema gastrico que podem estar associadas a problematica em ques-

tao.

O terceiro capitulo apresenta um sumario tedrico dos métodos de detecgao
invasivos e nao-invasivos que existem e que sao implementados, atualmente, na
atividade clinica. Para além disso ainda refere alguns metabolitos produzidos

pela bactéria que sao detetaveis em amostras de ar.

O quarto capitulo descreve todo o estudo desenvolvido para caracterizar o
perfil do ar exalado na presenca de ureia. O capitulo, que se divide em trés sub-
capitulos, comega com os métodos experimentais aplicados, onde estao descritos
os equipamentos de recolha e de analise utilizados, depois projeta-se o protocolo
experimental acabando na caracteriza¢ao do perfil metabolico do ar exalado. Em
seguida sao apresentados os programas de analise de dados aplicados e por fim

sao descritos os resultados da optimizacao e da calibragao do pico da Amonia.
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Em seguida apresenta-se o capitulo 5 que vai descrever os resultados con-
seguidos apds optimizacao do método de analise do ar exalado, mas com uma

amostra de 30 voluntarios.

O desenvolvimento do teste rapido para detec¢ao da H. pylori vem descrito
no Capitulo 6. Aqui serdo apresentados prototipos desenvolvidos e criados, que
passaram por diversas fases de optimizacao, até ficarem aptos a seguir para apli-

cacao clinica.

O ultimo capitulo destinado a encerrar a exposigao do trabalho desenvol-

vido é o capitulo 7, onde constam as conclusdes e sugestdes para trabalho futuro.






Conceitos Teoricos

O presente capitulo surge no ambito de contextualizar a problematica da
infeccao pela Helicobacter pylori dando a conhecer o microrganismo e a forma

como se manifesta no hospedeiro.

2.1 Helicobacter pylori

A H. pylori foi descoberta em 1982 e é tida como a bactéria responsavel pelo
desenvolvimento de patologias associadas ao aparelho gastroduodenal, onde o

seu hospedeiro principal é o ser humano [9][10].

Sao conhecidas mais de 20 estirpes da bactéria onde as que colonizam o
estdmago produzem urease e as que colonizam o duodeno nao apresentam essa

capacidade [7].

Considerada uma bactéria gram-negativa, espiralada e flagelada, Figura
2.1:a), a H. pylori aloja-se sob uma camada de muco da superficie epitelial da mu-

cosa gastrica, Figura2.1:b), tipicamente na regido pré-pildrica do estomago [10].

Figura 2.1: Imagens microscdpicas da bactéria H. pylori (A) e de uma coldnia na superfi-
cie epitelial (B).[11] [12].
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A capacidade de sobrevivéncia no estdmago, sob presenca de acido gas-
trico, deve-se a urease, produto excretado em grande quantidade pela bactéria.
Esta, é uma enzima que atua sob a ureia catalisando a sua hidrolise (1), de onde
resulta o amoniaco (NHs) e o dioxido de carbono (COz). De entre os produtos
resultantes da reaccdo enzimatica, a amonia neutraliza o acido e assim promove
as condig¢Oes favoraveis a sobrevivéncia da bactéria. Esta descoberta veio corro-
borar a ideia de que o ambiente gastrico € um meio estéril bacteriano. Quanto ao

CO,, este, é absorvido pela corrente sanguinea [9].

urease
NH,CONH, + H,0 —— 2NH; + CO, (1)[13]

No seguimento desta reaccao ha uma outra que acontece com amoniaco (2).

Em solugao aquosa, este, ioniza originando ides amonia e ides hidroxilo.

NH; + H,0 —» NH," + OH~ (2)[14]

Caracter basico

Por esta razao e, devido ao facto da urease produzir mais moles de NHs do
que de CO2, 0 meio apresenta um caracter basico predominante. A alteragao do
pH do meio revela ser uma caracteristica importante que motiva a invengao al-

guns testes de diagnostico.

Para além disso, a H. pylori ainda apresenta caracteristicas de caris viru-
lento, o factor cagA (cytotoxin-associated gene A), que altera as jungOes apicais e
modifica a polaridade celular, quando injectado nas células epiteliais da mucosa
antral gastrica e o factor vacA (vacuolating cytotoxin gene A) que estd presente em
quase todas as estirpes de H. pylori [10][15]. O cagA é considerado como um gene
marcador da patogenicidade por nao se encontrar em todas as estirpes da bacté-

ria e por se relacionar com as evolugoes clinicas mais graves da infecgao [15].

A produgao de amonia revelou ser um foco de interesse para o desenvolvi-

mento de técnicas e métodos de diagndstico da infeccao pela H. pylori,

8
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atualmente, continua a ser uma caracteristica para o progresso nas técnicas nao-
invasivas. Desta forma, parte integrante do contetido deste documento revela in-
vestigacao desenvolvida para compreender a presenca da amonia e interacgao da

ureia no organismo humano.

2.2 Helicobacter pylori e patologias associadas

Com mais de metade da populacao mundial infetada, a H. pylori pode ser
transmitida via oral-oral, fecal-oral e predominantemente ocorre na infancia atra-
vés do nucleo familiar [10]. Contudo, a infeccao ndo implica que ocorra patologia.
Esta deve-se a forma como o microrganismo se manifesta, ou seja, se apenas pa-
rasitar o organismo como comensal entao nao hd sintomas, por outro lado, se o

comportamento for patogénico ja se encontram varias patologias associadas [10].

Dos estudos que vem sendo realizados, considera-se que apenas 10-20% dos
portadores desenvolvem doenca infeciosa. A mais comum € a gastrite multifocal,
uma inflamacao da mucosa gastrica que, regra geral, é o principio de evolugao
para uma atrofia da mucosa gdstrica ou para estados mais complexos. Esta do-

enca corresponde ao fendtipo com maior prevaléncia [10][16].

Num estado inicial da infeccao é frequente sentir um aumento da acidez no
estdmago, no entanto, esta tende a diminuir e manter-se em niveis de pH mais

basicos resultante da atividade da bactéria a longo prazo.

No diagndstico da infecgao estd implicito a detecgao de ocorréncia de infil-
trado inflamatdrio na mucosa antral e/ou na mucosa do corpo bem como da pre-
senca da H. pylori. A estas constatagdes podem estar associadas metaplasias in-

testinais e a atrofia glandular, ou seja, lesdes secundarias [16].

Fisiopatologicamente, a gastrite atréfica multifocal, Figura 2.2, nao revela
consequéncias predominantes, a nao ser casos que evoluam para um carcinoma

gastrico, o que acontece em apenas 1% dos individuos infetados [16][17].
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Estdbmago

Superficie epitelial
da mucosa gastrica

H. pylori

Figura 2.2: Infeccdo pela H. pylori na mucosa antral da cavidade gastrica. Imagem

adaptada de [47]

Das patologias agravadas, associadas a outros fenotipos, pode ocorrer a ul-
cera péptica, a tlcera duodenal, o adenocarcinoma gastrico, tal como foi referido,

e o linfoma MALT gastrico [10].

A neoplasia gastrica € considerada a quarta mais frequente no mundo,

sendo responsavel por 10% das mortes por cancro [17].

2.2.1 Ulcera péptica e Ulcera duodenal

A tlcera péptica tem associada diversos fatores de risco e, por conseguinte,
¢ considerada uma doenga de natureza, extremamente, heterogénea [18]. Fatores
como o tabaco, a idade, o género, consumos de alcool e de cafeina, o stress, far-
macos anti-inflamatorios e a dieta vao influenciar grandemente a predisposigao
para desenvolver uma tlcera péptica. No entanto também os fatores genéticos e
a existéncia de uma infecgao pela H. pylori tem um papel preponderante na etio-

logia da patologia [18].
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Por outro lado, a tlcera duodenal, que apresenta caracteristicas semelhan-
tes, apenas tem associada a H. pylori resultante de uma gastrite. Todos os outros

fatores acima referidos, nao revelam grande influéncia na ocorréncia da lesao.

A tlcera péptica ou gastrica, designa-se por uma lesao na mucosa do esto-
mago, e tlcera duodenal quando a ocorréncia é no duodeno (primeira porg¢ao do
intestino delgado) [19][20]. Esta patologia tem cura e o tratamento, mais comum,

¢ a antibioterapia [9].

Geralmente, a maioria os doentes que apresentam ulcera duodenal segre-
gam mais dcido, mas, esta reacgdo metabdlica nao é isolada. A presenga da H.
pylori contribui para o aumento da secrecao de acido gastrico. A bactéria estimula
a producao de gastrina na mucosa antral. Esta tltima ¢ uma hormona peptidica
que promove a produgao de acido gastrico no estdmago e que leva a ocorréncia

da hiperacidez.

Uma vez que, na maioria dos doentes este aumento é verificado, entao
numa infecgao crénica da H. pylori, S. Wagner et. al consideram que a acidez gas-
trica ndo é alterada. A infeccao pela bactéria ¢, portanto, considerada um fator

patogenético da doenga, sendo que, a prevaléncia da infec¢do aumenta com a

idade [19].

Em vista disso, a erradicagao da H. pylori torna-se categorica na reducao
significativa de situagdes clinicas de tlceras duodenais. A Tabela 2.1 lista os fa-
tores de risco considerados pela Sociedade Portuguesa de Gastroenterologia que

levam ao aconselhamento do tratamento para a erradicagao da H. pylori [19].

Tabela 2.1: Fatores de risco gastrointestinal que sugerem tratamento para erradicacdo da

H. pylori. Adaptado de [19].

> Idade > 60 anos
> Historico de tlcera péptica ou complicacdes associadas
> Patologia associada ou grave
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De acordo com a literatura, 10%-56% dos doentes sao assintomaticos. O des-
piste para a infecgao é realizado quando existe historico familiar de cancros gas-
tricos, sendo realizados, na maioria dos casos, os testes e o tratamento. Outro
grupo de doentes que carecem da necessidade de realizacao de testes sao os que
desenvolveram tlceras e que apresentam a doenga dispéptica. A prevaléncia esta
entre 30%-100% e 34%-82%, respetivamente, para a ulcera e para a doenca dis-

péptica [21].

2.2.2 Linfoma gdstrico

As condigOes inflamatorias criadas pela H. pylori podem ser de tal ordem
que levam a situagOes crdnicas e agravadas, que promovem o desenvolvimento
de um linfoma. O estimulo de um antigénio persistente € habil de favorecer o
desenvolvimento de células degeneradas que se organizam e formam um tecido

linfoide [22].

O MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) € um linfoma extranodal do
tecido linfoide que surge na mucosa gastrica [9][22]. Se ndo for detetado a tempo,
o linfoma pode progredir e estender-se para outros 6rgaos linfoides circulantes,

nomeadamente, até a medula dssea [22].

As manifestacOes clinicas ou sao inexistentes ou ocorrem como sintomas

dispépticos, sensagao de ardor e dor abdominal ou epigastrica [22].

A erradicacdo da bactéria H. pylori torna-se essencial e é considerada, pela
Sociedade Portuguesa de Gastroenterologia, como a primeira linha de trata-
mento para a regressao do tumor MALT preservando assim outras estruturas

adjacentes e promovendo a recuperacao do trato gastrointestinal [22][23].

2.2.3 Adenocarcinoma gastrico

No seguimento das patologias agravadas e associadas a infec¢ao pela H.

pylori, o adenocarcinoma gastrico pode surgir no seguimento de um prévio

12
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linfoma gastrico do tipo MALT [22]. O adenocarcinoma gastrico resulta de uma

infecgao cronica da H. pylori, ou seja, de uma gastrite atrofica autoimune [24].

Sintomatologicamente e tal como todos os tumores gastricos, nao apresenta
sinais em estados iniciais pelo que se torna de dificil identificagao. Geralmente, a
identificagao do tumor é feita num estado avangado onde o espectro de tratamen-

tos disponiveis ja é reduzido [25].

A infeccao pela H. pylori aumenta consideravelmente a probabilidade de
desenvolver esta patologia e, tendo isso em vista, a bactéria foi classificada como

agente carcinogénico do tipo 1 [4][23].

2.3 Potenciais metabolitos libertados pela H. pylori

Todos os seres vivos libertam, através de reagoes metabolicas, VOCs (volatile
organic compounds) e, tal como é esperado, a H. pylori também os produz. No en-
tanto, os estudos existentes no que respeita ao perfil dos VOCs, passiveis de se
encontrar quando a H. pylori se encontra alojada no estdmago, ainda sao limita-

dos, nao obstante, ja existem algumas sugestdes para certos compostos.

Segundo um estudo realizado por A. Ulanowska et al foram detetadas 48
substancias volateis no espago aéreo de uma suspensao feita apenas com H. pylori
[26]. E ainda referido que compostos derivados da metionina podem ser caracte-
risticos de uma infecgao pela H. pylori. Contudo, apenas o isobutano, a 2-buta-
nona e o acetado de etilo podem ser emitidos pela bactéria no interior do orga-

nismo por se tratarem de compostos endogenos, Figura 2.3 [26].

13



| Capitulo 2. | Conceitos Tedricos
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Figura 2.3: VOCs potencialmente libertados pela H. pylori. Imagens adaptadas

de[27],281,[29].

Esta informagdes sao um ponto de partida para o estudo da caracterizagao

dos VOCs que se sucede. No entanto, nao € espectdvel encontrar a presenca des-

tes compostos nos espectros uma vez que o grupo amostral é saudavel e sem

indicios de estar na presenca da H. pylori.
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Estado de Arte

Desde que a comunidade cientifica comegou a investigar estratégias e me-
canismos de deteccao da H. pylori, questdes como a eficdcia, o custo, a fiabilidade,
a situacao clinica do paciente, a populagao, a incidéncia da infecc¢do, as probabi-
lidades de infecgao, a utilizacdo de inibidores da bomba de protdes e o uso de
farmacos antibioticos sao tidas em conta no momento da escolha do método a

aplicar [30].

Desta forma, encontram-se atualmente a disposicao métodos de deteccao
invasivos (3.1) e métodos de detecgao nao-invasivos (3.2), sendo que estes ulti-

mos tém revelado um elevado potencial para aplicacao clinica.

3.1 Métodos de deteccao Invasivos

Os testes invasivos foram os primeiros a ser considerados, pela classe mé-
dica, como primeira abordagem no diagnostico da H. pylori.[9] A deteccdo da in-
feccao com recurso a culturas e demostragdes microscopicas requerem métodos

invasivos [30].

Para evitar falsos negativos € essencial que em qualquer destes procedimen-
tos os doentes nao tenham tomado qualquer inibidor de bomba de protoes duas

semanas antes [23].
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3.1.1 Endoscopia

A endoscopia digestiva alta, Figura 3.1, é dos exames invasivos mais utili-
zados em gastroenterologia. Esta, permite aceder ao interior do estbmago, com
recurso a uma fibra otica, para se proceder a realizacdo da biopsia. No entanto,
pode nao ser o exame mais preciso pois as caracteristicas endoscopicas da H.
pylori revelam-se pouco especificas de acordo com os parametros tecnologicos.

Estruturas como o Edema e o Eritema sao detetaveis [9].

Endoscépio

Eséfago

. Estdmago

Figura 3.1: Imagem ilustrativa de uma endoscopia digestiva alta. Adaptado de [48].

Na realizacao de uma bidpsia, sao colhidas cinco por¢des da mucosa anteral
com recurso a forceps esterilizados, de acordo com o sistema de Sydney. E feita
uma analise citobacterioldgica, apds incubacao das amostras inoculadas, que é
considerada positiva para a H. pylori quando estao presentes Gram negativa, ci-

tocromo oxidase positiva, catalase positiva e urease positiva [19][15].

Para além do procedimento descrito, a endoscopia é também o método uti-
lizado para monitorizar o pH intragastrico. Protocolarmente, este exame realiza-

se durante trés dias e em regime ambulatdrio. Elétrodos de vidro, ligados a um

16



| Capitulo 3. | Estado de Arte

gravador portatil, sdo colocados no corpo gastrico e recolhem os dados durante
24 horas. Posteriormente, sao tratados num programa computacional que, a par-

tir de intervalos de tempo definidos, devolve uma média de valores.

O pH intragastrico indica valores baixos quando associado a patologia da
ulcera duodenal e relativamente a gastrite, ambos em presenga da H. pylori. Estas
evidéncias sao mais taxativas durante o periodo noturno e nas refei¢gdes [19]. No
entanto é de ressalvar que o pH 4cido esta acentuado no estado inicial da infec-
cao, tendencialmente e au longo do tempo este tende a aumentar para pH's basi-

COsS.
3.1.2 Atividade da urease

Teste indireto e rapido tendo por base a realizacao de uma bidpsia da mu-
cosa gastrica por endoscopia gastrointestinal. As amostras sao incubadas numa
solugao com ureia e, na presenca da bactéria, identificam-se produtos resultantes
da atividade enzimatica da urease, ou seja, o didxido de carbono e o amoniaco

[31][32][23].

Os resultados sao considerados positivos para a presenca da bactéria
quando ocorre uma altera¢do colorimétrica nas 24 horas consecutivas [32]. Esta
alteracgao estd diretamente relacionada com a alteracao do pH. Quanto maior for
a atividade da urease maior serd a alteracao do pH e, consequentemente, maior

a certeza na presenca da H. pylori [13].

No entanto a sensibilidade pode ser varidvel e a probabilidade de encontrar
falsos positivos pode aumentar com o facto de ter ocorrido terapéutica prévia

contra a bactéria ou ainda existirem outras bactérias produtoras da urease [7].
3.1.3 Histologia Anatomopatoldgica

Num teste histoldgico é detetada a presenca da bactéria na mucosa ou na
superficie das células epiteliais em andlise microscopica [30]. Os resultados obti-

dos sao colorimétricos onde o patogénico fica destacado com uma cor apds
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realizacao de uma bidpsia e posterior adigao de um composto para o tingir (tipi-

camente hematoxilina-eosina) [31][32].

Este teste é distinguido pela Sociedade Portuguesa de Gastroenterologia
como o que apresenta melhores resultados diagnosticos de entre os invasivos.
Tal como o teste rapido da urease, ambos sao indicados para procedimento sem-

pre que a situagao clinica o justifique [23].
3.1.4 Cultura

Este é considerado um dos testes mais completos e de boa sensibilidade
analitica quando as amostras sao compostas por espécies bacterianas recolhidas

durante uma endoscopia [9][31].

E de extrema importancia assegurar que nas duas semanas antes da reali-
zagao da bidpsia o doente ndo tenha ingerido antibioticos ou farmacos anti-se-
cretores, em especial bombas inibidoras de protdes. A falta deste compromisso

pode comprometer os resultados pois vai interferir com o nicho bacteriano [9].

A cultura é realizada num meio com condi¢Oes microaerobicas e uma tem-
peratura ideal para que a H. pylori fique conservada até a andlise microscdpica

[91[19].
3.1.5 Citologia

Técnica analitica realizada a partir de raspagens executadas durante a en-
doscopia. As amostras recolhidas sao colocadas em laminas para posterior obser-

vagao microscopica [9].

Tal como o método de cultura, este também permite visualizar e identificar
células inflamadas bem como a H. pylori. A Figura 3.2 ilustra o resultado de uma
citologia ap0ds colora¢ao com acridina laranja (corante organico tipicamente uti-
lizado) onde sdo percetiveis células inflamadas bem como a H. pylori de estrutura

filamentosa [9].
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Helicobacter pylori

Célula inflamada

Figura 3.2: Observacao microscdpica de uma citologia na cavidade gastrica. Imagem

adaptada de [9]

3.1.6 PCR em material recolhido na bidpsia

A reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica de andlise aplicada na
pesquisa da bactéria onde é possivel quantificar e detetar os genes patogenéticos
caracteristicos e ainda os marcadores de viruléncia (cagA). Para além disso tam-
bém as mutagdes associadas a resisténcias antimicrobianas podem ser identifica-

das [9].

Na pratica a amostra de tecido € degradada por forma a libertar a bactéria
e consecutivamente libertar o seu DNA. Este DNA sera amplificado a fim de ob-
ter uma quantidade suficiente de genes que por complementaridade se averigua

a presenga de um genoma de H. pylori [9][33].
3.1.7 Analises sanguineas

A recolha de sangue para a detec¢ao da H. pylori pode ocorrer no momento

da endoscopia bem como através de uma simples picada no dedo.

O sangue € recolhido e separado o soro para identificacao de anticorpos IgG

dos genes marcadores da bactéria [15].

A H. pylori pode reagir com o sangue quando existem ulceras ou hemorra-
gias, assim este teste ¢ uma alternativa vidvel para um diagnostico rdpido, mas

de menor precisao, comparativamente ao teste respiratério nao-invasivo [9].
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3.1.8 Serologia (ELISA)

A pesquisa de antigénios € um bom método de despiste da infecgao pela H.
pylori quando a situagao clinica implica a existéncia de antibioterapia ou de tera-
péutica anti-secretora [23]. Com recurso a tecnologia ELISA, deteta e quantifica

anticorpos IgG da H. pylori [30].

Baseado num imuno-ensaio, este ¢ um biossensor que vai imobilizar uma
enzima para detetar os anticorpos IgG, bio marcadores especificos da doenga,
através de uma amostra de sangue. Ao contrario da biopsia, esta técnica avalia a
presenca da H. pylori mesmo que a sua distribuicdo pela mucosa gastrica seja ale-

atoria [30].

A performance do teste pode estar condicionada a resposta do anticorpo

(IgG ou IgA), a idade, ao género, ao estado de satde e a etnia [34].

As consideragdes que se retiram destes testes sao ponderadas tendo em
vista as descobertas histoldgicas em bidpsias endoscopicas, ou seja, a serologia
pode ser considerada um teste analitico complementar. A combina¢ao com este

método aumenta a eficdcia de um diagnodstico [30].

3.2 Métodos de deteccao Nao-Invasivos

3.2.1 Testes da Ureia (ou teste respiratorio da H. pylori)

Comparativamente a outras bactérias produtoras de urease passiveis de se
encontradas em ambiente gastrico (streptococci e staphylococci), a H. pylori apre-
senta uma elevada atividade enzimatica e a sua enzima é a que apresenta a mais

alta atividade especifica (36 = 28 ¢ mol/min/mg de proteina) [9].

Por tal razao, a administracao de ureia para despiste da presenca da H.
pylori num periodo de deteccao inferior a 2 horas torna-se extremamente perti-
nente uma vez que a sua a atividade enzimatica vai ser superior as de outras

bactérias presentes na mucosa.[9].
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Adequado na avaliagdo apds término da terapéutica para erradicagao, o
teste da Ureia apresenta elevada sensibilidade sendo utiliza ureia marcada com
3C nao-radioativo [9] [23]. Se a H. pylori estiver presente no estomago a reacgao

enzimatica promove a producao de elevados niveis de *C na exalagao [35][23].

A ureia marcada € hidrolisada pela urease do parasita e é produzida grande
quantidade de CO: detetavel no ar exalado, pela presenca do *C. Se nao existir

infeccao o isétopo marcado é excretado na urina e ndo ocorrem alteragdes [9].

A execugao do teste da urease é composta por dois momentos, o primeiro
em que € inicialmente realizada a recolha de uma exalacdo para criar uma linha
de base e, posteriormente, a ureia é administrada para iniciar o segundo mo-

mento do teste.

Para a criacdo da linha de base, é administrada, via oral, uma solucao de
sumo de laranja ou de acido citrico. Este procedimento promove o rapido fecho
do esfincter duodenal e assim reter o conteido estomacal. Em seguida, o paci-
ente, é convidado a soprar para o interior de um tubo de vidro ou de um saco,
através de um bocal tal como é ilustrado na Figura 3.3. O contetdo do ar exalado

recolhido providencia assim a base de comparacao [20].

Figura 3.3: Teste respiratorio da ureia. Imagem adaptada de [36].

ApOs esta fase, o paciente deve ingerir, aproximadamente, 100ml de uma

solucdo contendo ureia marcada com *C ndo - radioativo. Apds 30 minutos
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repete-se o procedimento de exalacdo e faz-se a recolha para um segundo

tubo/saco, Figura 3.3 [20].

A andlise das amostras recolhidas é feita com recurso a espectrometria de
massa MS (mass spectrometry) ou por espectroscopia infravermelha nao disper-

siva NDIR ( non-dispersive infra-red) [37]

Os resultados provem da medicao de racios *C/®2C que sao utilizados para

determinar a velocidade e a eficiéncia dos processos metabdlicos [37].

Se a concentragao de ©*C for de 3,5 partes por 1000 superior a baseline entao,
o teste é considerado positivo para a H. pylori. Quanto mais alto for o nivel de *C
maior serd a extensao da infecgao, pelo que, valores entre 30-40 partes por mil
sao valores considerados como indicadores da presenga da infec¢ao pela H. pylori

[35].

A sensibilidade dos kits de diagnostico € de 96% e a especificidade ascende
aos 100% nao sendo necessarias preparagoes prévias, tal como separar do meio
aquoso ou isolar do CO: [35][38] Contudo, os resultados nao sao imediatos, s6
apos uma andlise laboratorial, que pode levar 24 horas, é que estes sao conheci-

dos [20].

Apesar de ser um teste com boa resposta, importa referir que, existe uma
margem para falsos positivos, devido a presenga de outras bactérias produtoras
de urease na cavidade oral ( Staphylococcus spp+, Streptococcus spp-, etc.) [9].0s
resultados podem também ficar comprometidos com a ingestao de antibidticos
(quatro semanas antes da realiza¢ao do teste) e de inibidores da bomba de pro-
toes e seus derivados ativos (duas semanas antes) [20].A realizacao do teste res-
piratdrio da H. pylori restringe a ingestao de liquidos ou sélidos uma hora antes

do procedimento [20].
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3.2.2 Testes de antigénios nas fezes

E considerado um teste de comoda utilizagdo uma vez que se utilizam
amostras de fezes para ser detetada a presenca de antigénios da H. pylori. O teste
realiza-se numa microplaca que apresenta uns pogos onde a amostra é colocada.
Estes pogos foram previamente cobertos com anticorpos (tipicamente monoclo-

nais) especificos para a H. pylori [34][23].

Apesar de ser um teste nao-invasivo bastante apelativo e eficaz nao pode
ser aplicado a doentes medicados com antibidticos, farmacos anti-secretores e

que apresentem sangramento de tlceras [34].

3.2.3 Teste em biofilme dental

Considerando que por via oral pode ocorrer transmissao da bactéria H.
pylori, foi criado um teste que analisa o biofilme dental e a saliva. Este teste utiliza
o método PCR, supra citado, com a finalidade de encontrar relagdo entre indices

orais e o patogénico [31].

3.2.4 Teste de urina

A andlise da urina é passivel de identificar a infeccdo da H. pylori quando é

administrada ureia ao doente [31].

Tal como ja foi explicado, da hidrolise pela urease resulta amoniaco e did-

xido de carbono onde o primeiro é absorvido no sangue e excretado na urina [31].

A propriedade mensurével é a taxa de excregao da urina que é diretamente

proporcional a magnitude da infecgdo pela H. pylori [31].

A vantagem deste método, para além de ser nao-invasivo permite monito-

rizar a evolugao terapéutica em doentes identificados pela infecgao [31].
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3.3  Estratégias de teste nao-invasivas (comparacgoes)

Baseado nos testes de diagnostico da H. pylori foi desenvolvido um modelo
economico, para a estrutura dos cuidados primadrios, com estratégias de testes
nao-invasivos. Este, teve por base situacgdes clinicas onde, a partida seria de pre-
ver a realiza¢do de testes e de tratamentos. Assim sendo, numa primeira andlise,
¢ importante diferenciar grupos de prevaléncia da doenca. Considerando baixa

prevaléncia 30%, intermédia, 60% e alta prevaléncia 90% [21].

O modelo de andlise de decisdo foi concebido com recurso a uma analise
Bayesiana e, utilizando um software de analise de decisao (v 3.5 TreeAge Soft-
ware, Boston, MA, USA) para comparar os custos associados a um correto diag-

nostico quando sao aplicadas as estratégias de testes [21].

Os testes diagnostico que serviram para realizar combinagoes e avaliar pro-
babilidades de eficdcias sao: os marcadores de carbono no teste respiratorio da
ureia, a serologia (ELISA), a histologia, andlise a uma gota de sangue com picada
no dedo, o teste de antigénios em fezes e TRU. De entre os que estdao enumerados,
cinco estratégias contemplam testes unitarios, vinte carecem de uma confirmacao
adicional e onze estratégias indicaram a necessidade de trés testes combinados.
Contudo a histologia foi considerada a andlise utilizada em 4 estratégias para

confirmar os resultados de TRU negativos [21].

As estratégias que utilizaram testes de confirmagao, para resultados negati-
vos, foram consideradas vidveis em situacdes de pacientes que revelaram alta
probabilidade de apresentar H. pylori, no pré-teste. Por outro lado, os testes de
confirmacgao para resultados positivos podem ser aplicados quando o paciente
revelou, num pré-teste, probabilidade baixa, associada a infeccao pela bactéria

[21].

Nos paises desenvolvidos, onde a prevaléncia de infeccao pela H. pylori é
baixa, devem ser consideradas as probabilidades de infeccao encontradas nos
pré-testes, aquando da utilizacao de testes ndo-invasivos, numa primeira instan-

cia de cuidados primadrios. Testes que detetem a infecgdao ativa, como o teste
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respiratorio e a detecgao do antigénio das fezes, tem primazia sobre a serologia

por apresentarem elevados niveis de eficacia [21].

Quando a prevaléncia de infecgao pela H. pylori é alta continuam a ser prefe-
renciais os testes de antigénio nas fezes e o teste da ureia devido aos seus benefi-
cios. No entanto, é de ressalvar que a serologia, apesar da baixa precisao, pode

ser competitivo, uma vez que é um teste de baixo custo [21].
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Estudo do Perfil do Ar Exalado com Ureia

Neste capitulo serao apresentados os procedimentos experimentais e resul-
tados dos processos de optimizagao da analise de amostras de ar exalado, averi-
guando a influéncia da variagao dos fluxos EPC1 e EPC2, o tempo total de aber-
tura da valvula, o tipo de polarizacao do IMS e o perfil metabdlico da amostra
apos a ingestao de ureia. Serdo também apresentados os resultados obtidos da

identificagdo do pico relativo a amonia nos espectros de GC-IMS.

4.1 Métodos Experimentais de Recolha e Analise de Ar Exalado

As tarefas executadas no laboratorio basearam-se em recolhas e analises de
amostras de ar exalado. As amostras foram adquiridas com recurso a um proto-
tipo desenvolvido pela NMT, S.A. para a recolha seletiva (isto €, que permite a
selecao da fonte respiratoria da amostra a recolher) e automatica de ar exalado.
Este dispositivo esta patenteado pela empresa NMT, S.A. em parceria com a FCT-
UNL [39].

Por outro lado, a aquisi¢ao de dados foi conseguida com a tecnologia anali-
tica de base idnica, o GC-IMS. Esta tecnologia analitica permite a detec¢ao e quan-
tificacdo, rapida, de compostos organicos volateis, com alta sensibilidade e
grande precisao (ppb — ppt). A sua portabilidade e rdpida capacidade de analisar
amostras e produzir espectros tridimensionais, a temperatura ambiente e pressao
atmosférica e sem utilizacao de reagentes quimicos, tornam esta técnica uma pro-
missora aquisi¢ao para a medicina ndo-invasiva e em trabalhos de investigacao

[40].

27



| Capitulo 4. | Estudo do Perfil do Ar Exalado com Ureia

4.1.1 Equipamento de recolha de ar exalado

A optimizacao da recolha de ar exalado tem sindo uma premissa constante
nas investigagoes em parceria com a NMT, S. A. Foi com o mais recente prototipo
de recolha de ar exalado que se realizaram todos os testes, com aquisigoes de

amostras, que serao detalhados neste capitulo.

O protétipo desenvolvido pela NMT, S.A. em parceria com a FCT-UNL
apresenta uma tecnologia inovadora que permite, seletivamente recolher, (de
acordo com a fonte respiratoria, i.e. ar da cavidade bocal, esofdgico ou alveolar)
uma porg¢ao de ar exalado. Varios parametros correspondentes as caracteristicas
do voluntario (idade, género e condicao fisioldgica) foram definidos no software
do sistema de forma a tornar mais personalizada a aquisi¢ao. Por todos estes mo-
tivos, o instrumento apresenta uma grande versatilidade e um enorme potencial

para o futuro da medicina.

A utilizagao deste prototipo implica a sua conexao a um dispositivo com-
putorizado (computador, tablet, etc.). O software deste dispositivo permite ao
operador introduzir todos os parametros da aquisigao e as caracteristicas do uti-
lizador. Adicionalmente, é sugerido também, ao utilizador, um ritmo de respira-

¢ao a seguir.

A recolha de amostras de ar exalado com este protdtipo € realizada para

que a analise possa ocorrer em tempo-real (online) ou posteriormente (offline).

4.1.2 Equipamento analitico GC-IMS

O equipamento analitico escolhido para detetar compostos organicos vola-
teis (VOCs), em amostras de ar, que apresente alta sensibilidade e o realize de
forma rapida foi o GC-IMS. Uma tecnologia de deteccao e quantificagao de VOCs
em fase gasosa, que utiliza um processo de ioniza¢do a ocorrer a pressao atmos-
férica e que garante alta precisao analitica [41]. Os principios de separacao dos

compostos ionizados estdao assentes numa difusao resultante da aplicacdao do
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campo elétrico que confere baixa velocidade de deriva aos ides pesados e volu-

mosos e rapidez de deriva aos ides pequenos e leves.

A combinacgao entre o GC (Gas Chromatography) e o IMS (lon Mobility Spec-
trometry) garantem que uma pequena amostra gasosa tenha uma seletividade
analitica otimizada e facilitada. Os principais parametros analiticos sao o tempo
de retencdo na coluna de GC, o tempo de separagao dos compostos ionizados no
tubo de deriva do IMS e ainda a quantidade de compostos que reagem e que
chegam a placa de Faraday (detector) permitindo a quantificagao do sinal através

da sua intensidade [41].

A Figura 4.1 mostra de forma esquematica o funcionamento do GC-IMS. A
amostra é injetada, elui pela coluna de GC para uma pré-separagao e entra na
camara de ionizagao. A fonte radioativa de tritio promove a formacao de ides nos
compostos do analito. Estes entram na zona de deriva e chegam a placa de Fara-
day a um tempo especifico que esta relacionado com a interac¢ao com o campo

elétrico aplicado e com o gas de deriva circulante [5],[42].

Regido de reacgdo e

de ionizagdo L
| Compostos idnicos

| f Saida de Gas

Placa de Faraday

— | <=

- - - | Entrada do
=<
-

Gas de Deriva

Fonte sH I

¢

|
|
|
|
|
|

‘ Saida de Gas

Entrada da L coluna Regido de Deriva
|

amostra do GC |

Campo Elétrico

Figura 4.1: Esquematico do equipamento GC-IMS

Os sinais visualizados no espectro sao a tradugao do comportamento dos

compostos em tempo de deriva (ms) e em intensidade (pA). Estas varidveis estao
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relacionadas com a massa e a dimensao do composto, a sua concentracdo na

amostra e o tempo a que atinge a placa de Faraday [43].

4.1.3 Protocolo experimental para andlise de amostras de ar exalado

Numa primeira fase, foram realizados pequenos testes preliminares que vi-
saram suportar e testar o procedimento protocolar a ser utilizado para a caracte-
rizacdo do perfil metabdlico do ar exalado apos a ingestao da ureia em sujeitos
saudaveis. O plano para a aquisi¢ao de espectros necessitou de uma optimizagao

prévia de acordo com os VOC que se pretendiam identificar.

Assim, foram criados varios programas de andlise no aparelho analitico
GC-IMS onde se manipularam diferentes parametros (tempos, fluxos, volumes e
polarizacao) de forma a aumentar a capacidade de separagao dos compostos pre-

sentes nas amostras e, por conseguinte, melhorar a andlise dos resultados.

Cada programa apresenta uma sequéncia de agoes que deve ser criteriosa-
mente ajustada, isto €, a abertura e fecho de valvulas, o tempo de injecdo da amos-
tra, o inicio e fim da aquisi¢ao espectral, o volume do loop (apds entrada da amos-
tra), o controlo das temperaturas de todos os componentes do sistema e o con-
trolo do fluxo de deriva na camara de ionizagao do IMS e do fluxo de arraste, na
coluna cromatografica. Apesar das amostras nao necessitarem de tratamento pré-
vio, todos os parametros enumerados influenciam a separagao de VOCs nos es-

pectros e, com isso, a qualidade da analise.

Partindo de um programa de referéncia para analise de amostras de ar exa-
lado, as varidveis testadas durante a optimizacao do programa de analise foram:
os volumes de injecao de amostra no loop, os tempos de abertura e fecho da val-
vula e ainda o modo de polarizagdao no espectrometro de mobilidade ioénica

(IMS).

Nesta etapa de optimizagao de protocolos foi utilizada ureia proveniente de

diferentes fornecedores de forma a averiguar a variabilidade das amostras de ar
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exalado com ingestao de ureias distintas. Realizou-se também uma analise do
perfil de VOCs da amonia através de diluigoes sucessivas e injecao direta no equi-

pamento analitico.

Durante todos os testes de optimiza¢ao com andlise de amostras de ar (am-
biente e exalado) no equipamento analitico GC-IMS, os dados foram gravados

num dispositivo USB e analisados com recurso ao software LAV.

Optimizag¢ao da andlise— Variagéo de fluxos EPC1 e EPC2 do GC-IMS

Alteragoes no do fluxo de deriva sao pouco significativas no tempo de de-
riva dos VOCs, em amostras de ar exalado, no entanto, ao ser combinado com
diferentes fluxos de arraste identificam-se alteacOes visiveis na intensidade e

forma do reactant ion peaks, RIP, e dos compostos a analisar [44].

O RIP corresponde a um marco presente em todos os espectros e funciona
como referéncia para os restantes compostos. Cada composto tem um tempo de
deriva caracteristico e o RIP permite normalizar esse valor mantendo o padrao

caracteristico dos compostos.

Cinco programas com diferentes fluxos de arraste (EPC2) na coluna de cro-
matografica foram criados mantendo o fluxo de deriva (EPC1) e o tempo de ana-
lise/corrida das amostras (3 minutos). Para os primeiros trés programas,
C_UTEST_A, B e C, na Tabela 4.1, foram selecionados fluxos de arraste (EPC2)
fixos de 25 ml/min, 50 ml/min e 75 ml/min, respetivamente. Por outro lado, para
os ultimos dois programas, C_UTEST_D e E, foram definidos fluxos de arraste
personalizados. Durante a execugao do programa, C_UTEST_D o fluxo EPC2 va-
riou dos 25 aos 50 ml/min (durante o primeiro minuto de execugao), dos 50 aos
75 ml/min (no segundo minuto) e dos 75 aos 100 ml/min (no ultimo minuto de
execucao). Por sua vez, o C_UTEST_E teve os seus fluxos de arraste a variar dos
5 aos 75 ml/min (no primeiro minuto) e dos 75 aos 100 ml/min (nos 2 minutos

restantes).
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Tabela 4.1: Propriedades dos programas implementados no GC-IMS durante a optimi-

zacao dos fluxos de deriva e de retencao

Programa

Caracteristicas

C_UTEST_A

EPC1: 150 ml/min
EPC2: 50 ml/min
Tempo total: 3 minutos

Tempo de abertura da valvula: 10s

C_UTEST_B

EPC1: 150 ml/min
EPC2: 75 ml/min
Tempo total: 3 minutos

Tempo de abertura da valvula: 10 s

C_UTEST_C

EPC1: 150 ml/min
EPC2: 25 ml/min
Tempo total: 3 minutos

Tempo de abertura da valvula: 10 s

C_UTEST_D

Tempo de abertura da valvula: 10 s

EPC1: 150 ml/min

EPC2: 25 ml/min 50 ml/min 75 ml/min 100 ml/min

Tempo: 0 min 1 min 2 min 3 min
C_UTEST_E

Tempo de abertura da valvula: 10 s

EPC1: 150 mL/min

EPC2: 5 ml/min 75 ml/min 100 ml/min

Tempo: 0 min 1 min 3 min

Todos os programas foram testados, sequencialmente, do programa

C_UTEST_A até ao C_UTEST_E, com amostras de ar exalado de um voluntario

do género masculino, com 28 anos e saudavel.



| Capitulo 4. | Estudo do Perfil do Ar Exalado com Ureia

De forma a poder efetuar uma analise comparativa, cada programa foi exe-
cutado duas vezes: uma com a andlise direta de uma amostra de ar ambiente e

outra apds a recolha de ar exalado. Um volume de 4,00 = 0,05 ml foi recolhido e

imediatamente injetado no GC-IMS com o inicio do programa.

Optimizagdo da analise— Variagdo do tempo de abertura da vdlvula

Nos programas criados anteriormente o tempo total de abertura da valvula
foi de 10 segundos. Para testar a influéncia deste parametro foi criado um pro-
grama semelhante ao C_UTEST_E, o CC_CALIB. Este, apresenta todos os para-
metros iguais exceto o tempo de abertura da valvula que foi alterado para 12
segundos. O programa desenvolvido foi testado em amostras de ar exalado de

um voluntdrio jovem com 28 anos e do género masculino.

A alteracdo do tempo de abertura da valvula tem como objetivo verificar a
influéncia do volume de amostra inserido para a coluna cromatografica do GC-
IMS na qualidade dos espectros obtidos. Nos programas testados garantiu-se

sempre que todo o volume de amostra que € introduzido passa pela coluna.

Definindo o ar purificado como gas de deriva e uma polarizagao negativa
no espectrémetro de mobilidade iénica (IMS), selecionou-se o programa de ana-
lise CC_CALIB. No teste para este programa de andlise iniciaram-se os ensaios
com o procedimento de ingestao de ureia. Assim, e garantindo que o voluntario
apresentava um jejum de nao menos de 3 horas realizaram-se as seguintes agoes:

e Preparacao do GC-IMS e do protétipo de recolha de ar exalado;

e Pesagem de 0,5000 + 0,0001 g de ureia;

e Dissolugao da ureia pesada num copo de agua;

e Ingestdao da solugao de ureia;

e Cronometrar a partir do fim da ingestao de ureia;

e Enxaguar a boca com um pouco de dgua;

e Recolher 5,00 +0,05 ml de ar exalado com o prototipo de recolha au-

tomatico;
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e Desacoplar a seringa com a amostra do prototipo de recolha e aco-
pla-la a entrada de amostra do GC-IMS;
e Executar o programa de analise selecionado.
Em cada ensaio foram, sequencialmente, recolhidas 5 amostras de ar exa-
lado apds a ingestao de ureia pelo voluntdrio. Com uma duracdo de aproxima-

damente 25 minutos, as caracteristicas do ensaio encontram-se descritas em de-

talhe na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Caracteristicas das amostras de ar exalado recolhidas ap6s ingestdo de ureia.

Amostra ID Tempo apos ureia (min)  Volume (ml)
Exhaled_Air 1 1:26 5,00 £ 0,05 ml
Exhaled_ Air 2 6:15 5,00 £ 0,05 ml
Exhaled_Air 3 12:35 5,00 = 0,05 ml
Exhaled_Air 4 18:33 5,00 = 0,05 ml
Exhaled_Air 5 24:26 5,00 = 0,05 ml

Optimizac¢do da andlise— Polarizagdo Positiva vs. Negativa no IMS

O equipamento analitico possibilita a andlise de amostras através de uma
polarizacao positiva (ides positivos) ou negativa (ides negativos) do IMS. A esco-
lha do tipo de polarizacao depende de amostra para amostra. Assim, foi necessa-
rio testar ambos os modos para averiguar a existéncia de diferencas significativas
na aquisicao dos espectros e definir o tipo de polarizagdo mais adequado para

analisar amostras de ar exalado.

Depois de selecionado o programa C_UTEST_E no aparelho analitico GC-
IMS variou-se o tipo de polarizagdo do IMS em amostras de um voluntario do

género masculino com 26 anos.

Durante este teste foram recolhidas 3 amostras: ar ambiente do laboratdrio

(com e sem seringa) e ar exalado do sujeito. A amostra de ar ambiente sem
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seringa foi recolhida diretamente pelo GC-IMS no momento de execugao do pro-

grama de analise no GC-IMS.

As amostras de ar ambiente e exalado foram recolhidas através do prototipo

da NMT, S.A. Em ambos os casos um volume de 5,00 = 0,05 ml foi recolhido e

introduzido no GC-IMS iniciando o programa de analise C_UTEST_E. A recolha
de ar ambiente através do prototipo de recolha automatico permitiu identificar
os materiais que compdem o instrumento e que podem influenciar a composi¢ao

do ar exalado.

As tabelas 4.3 e 4.4 descrevem a ordem pela qual as amostras foram reco-
lhidas e analisadas (de 1 a 3), bem como as caracteristicas da andlise para os dois

tipos de polaridade definidos no IMS.

Tabela 4.3: Caracteristicas das analises efetuadas as trés amostras de ar, com polarizacao

em modo negativo.

Polarizacao Negativa

Amostra

ID Room_Air Room_Air_Syringe Exhaled_Air
Tipo de ar Ar ambiente Ar ambiente Ar Exalado
Programa GC-IMS C_UTEST_E C_UTEST_E C_UTEST_E
Tempo de corrida do programa 3 min 3 min 3 min
Operador Carolina Conduto  Carolina Conduto  Carolina Conduto
T (°C) 28,5+0,1 28,5+0,1 28,6 £0,1

RH (%) 51,0+0,1 51,9+0,1 51,8 +0,1
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Tabela 4.4: Caracteristicas das analises efetuadas as trés amostras de ar, com o GC-IMS

em modo positivo.

Polarizacao Positiva

Amostra

ID Room_Air Room_Air_Syringe Exhaled_Air
Tipo de ar Ar ambiente Ar ambiente Ar Exalado
Programa GC-IMS C_UTEST_E C_UTEST_E C_UTEST_E
Tempo de corrida do programa 3 min 3 min 3 min
Operador Carolina Conduto  Carolina Conduto  Carolina Conduto
T (°O) 23,8+0,1 23,8+0,1 240+0,1

RH (%) 59,9+0,1 60,0+0,1 59,6 +0,1

Optimizacdo da analise — Perfil metabdlico do ar exalado apds a ingestéo de ureia

De forma a prever o perfil de metabolitos libertados no ar exalado, aquando
da administracdo de uma solugao de ureia, tornou-se pertinente utilizar uma pe-

quena amostra de sujeitos saudaveis.

Adicionalmente também se avaliou a influéncia da ingestao de ureia de di-
ferentes fornecedores na variabilidade das amostras de ar exalado. Sob as mes-
mas condi¢des analisaram-se amostras de ar exalado apds a ingestao ureia pro-

veniente do kit HELIC ABS e proveniente da Farmadcia Estécio.

Cinco sujeitos saudaveis de ambos os sexos (sem patologias gastricas ou
hepaticas) e com idades compreendidas entre os 24 e os 29 anos foram recrutados
para duas sessoes de recolha de ar exalado realizadas em dias distintos (uma ses-
sao com recolha de ar esofdgico e outra com recolha de ar alveolar). Foi ainda

requerido um jejum de 3 horas a todos os participantes e, para os do género
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feminino, a confirmacao de nao gravidez, devido a ac¢ao prejudicial da ureia du-

rante a gravidez.

As amostras de ar ambiente e exalado foram recolhidas e analisadas no GC-

IMS a funcionar no modo de polarizagdo positivo com o programa C_UTEST_E.

Uma amostra de ar ambiente do laboratoério foi analisada em cada sessao,
apenas com indicagao ao programa para executar a analise. Também uma amos-
tra de 5,00 + 0,05 ml de ar ambiente foi recolhida através do dispositivo de recolha
automatico. O contetido da amostra foi transferido para o GC-IMS no momento

da analise.

A primeira amostra de ar exalado recolhida em cada sessao ocorreu antes
da ingestao de ureia e apos o sujeito enxaguar a boca com agua. Um volume de

3,00 = 0,05 ml de ar exalado foi recolhido e analisado.

Em seguida foi executado o mesmo procedimento mencionado na parte
“Optimizacao da andlise — Variagao de tempo de abertura da valvula do GC-
IMS” da subsecgao 4.1.3. De realcar que durante estes testes seis amostras de ar
exalado com um volume de 4,00 + 0,05 ml foram sequencialmente recolhidas com
um intervalo de aproximadamente 4 minutos entre elas. O esquema da Figura
4.2, representa sucintamente a sequéncia de operagoes realizadas nos ensaios

com os dois tipos de ureias.

GC-IME
1% Recolha de ar 22 Recolha de ar GC-IMS
ambiente ambiente ,
GC-MS GCAMS — 84
Fi A i
: y iy
/ 12 Recolha de -~ £ 7 7 g amostras de
ar_E‘J_€8|EIdD ar exalado
(Jggum) apoés Ureia

Figura 4.2: Esquema representativo da sequéncia de operacoes.
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4.1.4 Identificagdo do pico relativo a amonia nos espectros de GC-IMS

A amonia é o VOC que se prevé ser o mais significativo na analise do ar
exalado em individuos com H. pylori. Tal como foi explicado no Capitulo 2, a
presenca do ser unicelular no organismo Humano promove uma reacgao enzi-
matica onde se liberta amonia e CO2 quando ¢ administrada ureia. Assim, tor-
nou-se evidente a necessidade de identificar e quantificar a amonia nos espetros

obtidos no GC-IMS.

A quantificacao de qualquer VOC é possivel através da andlise espectral no
LAV (Laboratory Analytical Viewer). Para qualquer pico, correlacionar a altura e a
area permite definir a concentragao no analito [42]. Por este motivo e para se
identificar e quantificar o pico relativo da amonia foi realizado um ensaio expe-
rimental com base em dilui¢des sucessivas de uma solugao concentrada de amo-

nia.
Uma solugao base, Am0, com ar ambiente e 1,00 + 0,05 ul de solu¢ao con-

centrada de amonia foi preparada num vial de 40 ml. Depois do equilibrio at-
mosférico do ar no interior do vial estar assegurado (com um tempo de espera
aproximado de 20 minutos) extraiu-se 1,00 * 0,05 ml de headspace desta prepara-

¢ao para um segundo vial. O procedimento descrito foi reproduzido 4 vezes para

completar uma sequéncia de 3 diluigdes, Am1, Am2, Am3, tal como ilustra a Fi-

gura 4.3.
1ml Iml 1ml
12 pE 32
diluicdo diluicao diluicao
0] Am0 Aml Am2 Am3

Figura 4.3: Esquema das dilui¢des efetuadas a partir da solucdo padrido de amonia.

Neste procedimento foi utilizado o programa de analise TESTER_HP, cujas

caracteristicas constam na Tabela 4.5, de forma a caracterizar as amostras
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diluidas. Os parametros do programa nao se assemelham aos dos programas an-
teriormente criados para analisar amostras de ar exalado. No entanto, a associa-
¢ao entre resultados foi possivel devido a manutengao da forma do pico de in-
tensidade e do respetivo tempo de deriva, variando apenas o tempo de retencao

devido a mudanga do valor do fluxo de arraste (EPC2).

Tabela 4.5: Parametros definidos para o programa TESTER_HP.

Programa TESTER_HP

Tempo de recolha 10s

Tempo a que Abriu a Vilvula 10's

Tempo a que Fechou a Vilvula 14 s

Tempo de Corrida do Programa 5 min

Fluxo de Deriva 150 ml/min
‘ 10 ml/min Até aos 1:30 min de aquisicao

Fluxo de Arraste ‘ 25 ml/min Até aos 3:00 min de aquisigao
‘ 40 ml/min Até aos 5:00 min de aquisigao

A andlise das amostras no GC-IMS, com uma polariza¢ao positiva no IMS
teve inicio com duas analises consecutivas ao ar ambiente do laboratorio sem

(isto é, diretamente do GC-IMS) e com seringa, ROOM_AIR e ROOM_AIR S,

respetivamente.

Finalizados os 20 minutos de repouso do vial Am3, e ap0s as andlises ao ar
ambiente foi recolhido um volume de 1,00+ 0,05 ml e introduzido no equipa-
mento analitico. As trés dilui¢des sao analisadas da mais diluida para a mais con-
centrada evitando assim contaminagao no aparelho. Entre estas foram também
realizadas analises ao ar ambiente do laboratorio. A sequéncia das dilui¢oes en-

contra-se descrita na Tabela 4.6 com a temperatura média ambiente e a humidade

relativa a rondar os 26,35 * 0,05 °C e 0s 66,65 *0,05 %, respetivamente.
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Tabela 4.6: Ordem pela qual foi realizada a analise das amostras no estudo da identificacao do

pico da amdnia, no GC-IMS.

1 ROOM_AIR 1,00 £ 0,05
2 ROOM_AIR_S 1,00 £ 0,05
3 Am3 1,00 £ 0,05
4 ROOM_AIR 1,00 £ 0,05
5 Am2 1,00 £ 0,05
6 ROOM_AIR 1,00 £ 0,05
7 Am1l 1,00 £ 0,05
8 ROOM_AIR 1,00 £ 0,05

4.1.5 Caracterizacgdo do perfil metabdlico do ar exalado apds ingestio de

ureia

Realizou-se um estudo piloto, com 31 voluntarios saudaveis (19 mulheres e
12 homens), de forma a caracterizar o perfil de metabolitos presentes no ar exa-
lado, quando administrada ureia adquirida num laboratorio farmacéutico (Far-

macia Estacio - Lisboa).

Os requisitos de indole pessoal para o grupo de controlo, abrangeram um
grupo de jovens numa faixa etaria aproximadamente constante (20 a 35 anos),
sauddveis, sem problemas de estobmago associados a infeccao da H. pylori nem
outros condicionantes patoldgicos (com especial atengao para doencas gastricas,
hepaticas, pulmonares e cardiacas). A ingestao de qualquer tipo de medicagao
antibiotica ou de inibidores da bomba da protdes até um més antes da realizacao
dos testes foi também controlada [34]. Estes quimicos podem extinguir as bacté-
rias ou alterar o ambiente gastrico ou o pH do meio, influenciando os resultados

das analises [45].

De realgar que foi considerado fator de exclusao todos os participantes do
género feminino que apresentassem indicios de gravidez. Apesar da ureia utili-

zada ser ndo-radioativa, no caso de existirem vestigios ainda é desconhecido o
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efeito que pequenas quantidades de radioatividade influenciam na gestacao de

um feto [45].

Adicionalmente, e para manter o rigor e fiabilidade do estudo, foi solicitado
jejum nunca inferior a 3 horas, a nao ingestao de alcool e de leguminosas antes
da realiza¢do do teste. A dltima refeicao antes do teste deve excluir carne, peixe
e cogumelos, a lavagem dos dentes 3 horas antes da realizagdao do teste e nao

utilizar produtos de higiene com odor ou perfume.

O estudo a realizado foi aprovado pela Faculdade de Ciéncias e Tecnologia
em parceria com a Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lis-
boa sob consentimento e aprovagao de todos os participantes. Assim, e antes de
iniciar o teste, foi fornecido a cada voluntario o “Consentimento Informado, Es-
clarecido e Livre de Participacao em Estudo de Investigacao” em conjunto com o

breve questiondrio de Histdrico Clinico que se encontra no Anexo A.

Com duracao aproximada de 30 minutos, cada sessao incluiu:
e recolha de 6,60 + 0,05 ml de ar ambiente do laboratdrio, diretamente
pelo GC-IMS (sem injecao do contetido com seringa);
e recolha de 7,00 + 0,05 ml de ar ambiente através do protétipo auto-
matico (para uma seringa descartavel).
Apds andlise das amostras, o restante procedimento foi idéntico ao menci-
onado na parte “Optimizac¢ao da andlise — Variacao de tempo de abertura da val-

vula do GC-IMS” da subsecgao 4.1.3.
Durante este estudo amostras de ar exalado com um volume de 7,00 £ 0,05
ml foram recolhidas antes e ap6s a administracao de ureia (5 amostras consecu-

tivamente recolhidas durante aproximadamente 17 minutos).

Todas as amostras foram analisadas no GC-IMS, utilizando o programa de
analise, B_STRESS, Tabela 4.7 (construido com base no C_UTEST_D e no
C_UTEST_E mencionados durante a “Optimizac¢ao da analise”), onde cada aqui-

sicao tem duracao de 3 minutos.
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Tabela 4.7: Caracteristicas do programa B_STRESS.

Programa Caracteristicas

Tempo a que abre a valvula: 10s
Tempo a que fecha a valvula: 14's
Fluxo de Deriva (EPC1): 150 ml/min
Fluxo de Arraste (EPC2): 100 ml/min

Tempo de corrida do programa: 3 min

4.2 Métodos e Ferramentas para Analise de Dados do GC-IMS

Os dados experimentais foram analisados com recurso a duas ferramentas
de software, compativeis com os ficheiros do GC-IMS. O LAV (Laboratory Analyti-
cal Viewer) e o VOClInspect auxiliam na caracterizagao de VOCs e vao permitir a

identificagao de padrdes no ar exalado dos voluntarios saudaveis.
4.2.1 Laboratory Analytical Viewer (LAV)

Como havia sido referido anteriormente, o programa de software que ser-
viu como instrumento de analise dos espectros adquiridos de todas as amostras
de ar foi o LAV. Este software apresenta uma grande variedade de funcionalida-

des com Pluglns, que permitem estudar diversas caracteristicas nos espectros.

Para que a andlise pormenorizada de cada pico seja efetuada foi necessario
defini-los em “area sets” (areas que delimitam os picos dos espectros). Com as
“Area Set” definidas, a opcao LAV_plugin_Gallery permitiu exportar para todos
os espectros ficheiros em formato de Excel com as intensidades relativas de todas

as areasets definidas.

Uma outra forma de analisar os espectros é tendo por base a comparagao
de todo o espectro. O LAV_plugin_Reporter coloca, lado-a-lado, todos os espectros
selecionados pelo utilizador facilitando a identificacio de VOCs idénticos de
acordo com as coordenadas axiais. Adicionalmente, o LAV permite ainda a per-

cecdo da semelhanca e diferenca entre espectros através de uma ferramenta,
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“Comparison Green/Red/Blue” que atribui uma cor (verde, vermelho ou azul) aos

espectros a comparar, SObI‘epOl’ldO-OS.
4.2.2 VOClnspect

Com os mesmos objetivos analiticos, da funcionalidade descrita em 4.2.1,

foi ainda utilizado um programa desenvolvido pela NMT, S.A., o VOClInspect.

Este programa permite detetar picos através da subtrac¢ao de espectros, ou
seja, 0 espectro que se pretende analisar sofre a subtrac¢ao por um espectro defi-

nido pelo utilizador.

A Figura 4.4 ilustra a forma como sao escolhidos os espectros. Os botoes
“Open Data File”, “Open Backgroud File” e “Open Reference File” possibilitam

a selecao dos espectros em estudo.

nmt nmt

Press "Start Analysis” to begin = V@{fGpec Choose Files to Analysis V@pe

o
e

,:..f .~ voc Open Personal Files Save Results
£ ‘ analySiS Save File
&)
(A 2
;G"a T Open Reference File
& Y Rfpec [ |
:
Setiings Settings

Copyright® NMT, SA Copyright® NMT, SA

Next

Figura 4.4: Programa criado pela NMT, S.A. para analisar espectros e identificar picos.

A utilizagao do VOClInspect implica a exportacao de um ficheiro Excel, de
extensao “*.csv, através do LAV, com os dados dos espectros pretendidos. O re-
sultado que se espera da aplicagao desta ferramenta é encontrar evidenciados

picos diferentes ou intensidades alteradas.
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A Figura 4.5 ilustra o programa em utilizacdo apos selecao dos espectros.
Um corresponde ao espectro escolhido como referéncia (espectro da esquerda na

Figura 4.5) e o outro corresponde ao espectro resultante da subtraccao (espectro

X

o Form1 -
L L]
S‘mt General Screening V@pect
&
[ Data File Background File Reference File
180704_123224_SE_5_BG5_1.cov 180704120806 SE_5_BGO_1.csv 180704_120806_SE_5_BGO_1.csv
tr(s) Reference File tr(s) Resultant File Scale (mV)
180 - 180 - g 3
5 : - 6146
170 - 170 - 2 3
160 - 160 - o - 5531
5 Image Display
150 - 150 - : - 4917
140 - 140 - Boset
x - 4302
130 - 130 - 3
120 - 120 - 4 - 3688
B Intensity Color Scale
110 - 110 - = o
100 100 - Derad ]
o " o = - 2458
: Scale Max (mV)
80 80 = - 1844
: 6146
70 - 70 - g -
‘ . - 1229
60 - 60 - & 055 | xZoom
50 - s 50 - § 4 2 . 615
40 - - » 40 - 51 - 0 Draw Rectangle
- : 3 3
30 30 -
U g B - » [0 Jmv
20 - 20 - = Save Results
10 - I 10 - 3 Filter Now
P e P SO D PR PP o e e TN T SRR ' Copyight® NMT. SA

Restart Analysis Next

Figura 4.5: Vista genérica da aplicacao da ferramenta VOClInspect apds execugao

4.3 Resultados da Optimizacao para Analise do Ar Exalado

Todos os espectros apresentam os seus picos representados a 3 dimensodes
onde no eixo das abcissas é tipicamente representado o tempo de deriva relativo
(ao RIP), tar, no eixo das ordenadas apresenta-se tempo de retengao e, no eixo dos

zz representa-se intensidade do sinal em Volts.

Os tempos de retengao e de deriva sao dos parametros mais significativos
quando se analisam espectros desta categoria. A juncao destes dois parametros

permite a identificacdo do composto a partir da posigao do seu pico no espectro.

Uma vez que a posigao do RIP altera com diferentes valores de temperatura

e humidade, tornou-se necessaria a obtengao do tempo de deriva relativo, um
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valor adimensional. Este valor permite estabelecer que cada posi¢ao de um pico
especifico mantenha o mesmo valor de tempo de deriva entre quaisquer medi-
¢oes/andlises. O RIP que surge em todos os espectros vai apresentar um valor
em milissegundos e qualquer pico presente no grafico vai ter o seu tempo de

deriva calculado de acordo com este [44].

O tempo de deriva real é obtido da seguinte forma:

tavoc = tar X tarip 3)

onde tavoc corresponde ao tempo de deriva do VOC e tarir corresponde ao tempo
de deriva do RIP, ambos em milissegundos. Todos os tempos de deriva apresen-

tados na discussao de resultados tem a aplicacao da férmula (3).

4.3.1 Optimizagdo da andlise— Variagdo de fluxos EPC1 e EPC2 do GC-IMS

A variagao dos fluxos de arraste altera o tempo com que os compostos che-
gam ao detetor de Faraday, ou seja, altera o tempo que os compostos levam a
percorrer a coluna do GC influenciando assim a separagao dos compostos e a
qualidade dos espectros obtidos. Assim sendo, se o valor de EPC2 aumentar en-
tao a velocidade do gds de arraste vai ser maior e, por sua vez os tempos de re-
tencao de todos os compostos vao ser menores. Seguindo a mesma analogia se o
valor de EPC2 diminuir, a velocidade diminui e por consequéncia, os compostos

tem tempos de retengao mais elevados.

Da analise dos espectros foi possivel identificar com clareza a influéncia da
variacao dos fluxos de arraste na separagao dos VOCs que compdem o ar exa-
lado. Comparando os espectros obtidos na Figura 4.6, com a aplicacao dos pro-
gramas de andlise C_ UTEST. Com valores para EPC2 de 25 ml/min, 50 ml/min e
75 ml/min é claramente verificado o aumento dos tempos de reten¢ao quando o

fluxo é mais lento e a diminui¢ao dos tempos quando o fluxo é mais rapido.
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Se tomarmos como exemplo o pico E1, que se encontra identificado em to-
dos os espectros da Figura 4.6, é evidente a variacao do tempo de retencao de
acordo com a variagao do fluxo de arraste. Quando o fluxo de arraste é de 25
ml/min o tempo de retencao é de 89,880s, Figura 4.6-A, quando é de 50 ml/min o
tempo de retencao é de 60,060s, Figura 4.6 — B, e quando o fluxo no GC é de 75
ml/min o tempo de retengao ja cai para 48,720s, Figura 4.6 - C. Em contrapartida,
o tempo de deriva do composto ja se mantém nos 8,03 ms em todos os espectros,

como era espectavel uma vez que os fluxos EPC1 foram mantidos constantes.

Para além desta diferenca também se verifica que a drea dos picos fica di-
minuida quando os fluxos sao mais rapidos. Este facto deve-se ao arraste que a
variacao do fluxo promove. Quanto mais baixo for o fluxo de arraste mais tempo
leva o composto a atravessar a camara, tornando esta area maior. Acrescenta-se

ainda que, compostos mais volumosos também apresentam maior area.

Numa outra perspetiva de variagao dos fluxos, em que se projetaram pata-
mares de fluxos EPC2, para averiguar o comportamento dos compostos, dois
programas de andlise foram testados (C_UTEST_D e E). Como referenciado na
Tabela 4.1, o programa de andlise C_UTEST_D apresenta 3 patamares de fluxos
de arraste (de 25 ml/min até 100 ml/min com incrementos de 25 ml/min em cada
minuto de execugao do programa), enquanto o programa de andlise C_UTEST_E,
com 2 patamares de fluxos EPC2, inicia num valor de fluxo mais baixo, a 5
ml/min, terminando nos mesmos 100 ml/min (com um incremento acentuado du-

rante o primeiro minuto da analise: dos 5 ml/min para os 75 ml/min).

A comparagao entre os espectros resultantes destes dois programas encon-

tra-se ilustrada na Figura 4.7.
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Figura 4.7: Espectros obtidos com a execuc¢do do programa C_UTEST_D e com o
C_UTEST_E.

Pela andlise comparativa dos espectros verifica-se que € pouco relevante fa-
zer uma personalizacao do programa de andlise com variagao dos fluxos de ar-

raste ao longo do tempo de execucgao do programa de andlise.

De facto, o programa C_UTEST_D garante espectros com uma discrimina-
¢ao mais clara dos VOCs que compdem a amostra, mas o C_UTEST_E também

oferece uma andlise com uma 6tima separagao.

Ambos os programas apresentam a qualidade desejada, mas se o objetivo
for analisar em concreto algum VOC conhecido torna-se pertinente personalizar
o programa de analise fazendo variar os fluxos EPC1 e EPC2. Se os sinais apare-
cerem muito abaixo no espectro, devemos diminuir EPC2 por forma a aumentar
a discriminagao entre compostos. Se os sinais estiverem demasiado espagados e
com tempos de retencao muito elevados (superior a 200 s) entao devemos au-

mentar o valor de EPC2 para reduzir esses tempos.
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4.3.2 Optimizacdo da andlise— Variagdo de tempos de abertura da vdlvula do

GC-IMS

O resultado da aplicacdao dos programas projetados e descritos, no subcapi-
tulo 4.1.3, “Optimizacdo da andlise — Variagdo de tempo de abertura da vilvula do GC-
IMS”, a amostras de ar do mesmo sujeito, sugerem que ambos o0s programas per-

mitem identificar o mesmo conjunto de VOCs.

Uma anadlise com ar purificado (como gds de arraste e deriva) e com 12 s de
abertura de valvula revela menos ruido de fundo e melhor defini¢ao dos picos a
nivel de intensidade, comparativamente a analise com Nitrogénio e com 10 s de

abertura de véalvula.

No geral, todos os compostos chegam mais cedo a placa de Faraday quando
se utiliza ar purificado, mas tem um tempo de arraste inferior quando se utiliza
Nitrogénio. Quanto a variacdo do tempo de abertura da valvula nao sao encon-
tradas diferencas significativas nos espectros. Contudo, deve garantir-se que

todo o volume de amostra introduzido passa pela coluna cromatografica.

4.3.3 Optimizac¢ao da analise—- Polarizacao Positiva vs. Negativa no IMS

A escolha do modo de polarizacao no IMS é de grande importancia pois
define o tipo de ionizagdo que ocorre na amostra. A escolha vai determinar a
quantidade de ides formados como também a eficiéncia da ionizagao que se tra-

duz num mapa topografico qualitativo.

Os compostos organicos volateis do ar exalado apresentam baixa afinidade
protonica as moléculas de dgua. Por este facto, quando a polarizagao estd em
modo positivo os clusters de dgua vao ionizar a grande maioria dos compostos
que compdem a amostra formando assim produtos idnicos de carga positiva. Por
outro lado, se a polarizacao for negativa existe uma membrana a entrada do sis-
tema com alta capacidade de retengao das moléculas de agua para promover a

formacao de ides negativos [43].

49



| Capitulo 4. | Estudo do Perfil do Ar Exalado com Ureia

A polarizagao é um dos parametros que tem influéncia nos espectros de
mobilidade ionica dos compostos organicos. As Figuras 4.8 e 4.9 ilustram a vari-
abilidade grafica encontrada quando a polarizagao esta em modo negativo ou em

modo positivo, respetivamente, utilizando o mesmo programa de aquisi¢ao no

GC-IMS.

; Af hmbiente Ar ambiente com protétipo de recolha

Ar exalado com protétipo de recolha
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Figura 4.8: Aquisi¢des com a polarizacio em modo negativo.
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Figura 4.9: Aquisi¢es com a polarizacdo em modo positivo.
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Tal como se verificou nos espectros das Figuras 4.8 € notorio que os picos
de intensidade detetados no modo de polarizacdo negativo sao exatamente os
mesmos independentemente da amostra em estudo, ou seja, os picos detetados
nas duas amostras de ar ambiente sdo iguais aos do ar exalado. Assim sendo, o
modo de polarizagao negativo nao fornece qualquer informagao relevante para

este estudo.

Por sua vez, no modo de polarizagao positivo (Figura 4.9) ha alteracao dos
picos de intensidade/compostos de acordo com a amostra a ser analisada, seja ar

ambiente (com ou sem seringa) ou amostras de ar exalado.

4.3.4  Espectros otimizados do perfil do Ar exalado apés toma da Ureia

A Figura 4.10 mostra o perfil encontrado em cada um dos 5 sujeitos, pas-
sado 1 minuto apds toma da ureia. Destaca-se um padrao comum em todos os
espectros, no entanto, é de salientar a presenca de alguns VOCs caracteristicos

(destacados a verde) em parte da amostra.
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Figura 4.10: Espectros de cada voluntario do conjunto amostral N=5 apds toma de ureia.

Dos resultados anteriores extrapolou-se para o grafico ilustrado na Figura
4.11, o perfil tipico de VOCs que compoem o ar exalado de sujeitos saudaveis

apos tomarem uma solugao de ureia.

Os pontos verdes correspondem ao valor médio obtido para cada um dos
compostos e produzem um padrao do perfil tipico encontrado em todos os sujei-
tos. Os pontos vermelhos ilustram os compostos caracteristicos, de forma indivi-
dual, de alguns sujeitos do grupo amostral N=5. Tal pode ser justificado com base

no metabolismo individual, estilo de vida e habitos alimentares destes sujeitos.
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Figura 4.11: Grafico do perfil de metabolitos presentes no ar exalado do conjunto amos-
tral n=5, apds ingestao de ureia

O estudo deste perfil teve em conta medi¢des do ar exalado ao longo do
tempo (até aproximadamente 25 minutos apos a ingestao de ureia). Em toda a
amostra, N=5, verificou-se que ndo ocorreram alterag¢des significativas, nao tendo
surgido novos picos (compostos) associados a ureia. As intensidades mantive-
ram-se constantes com tendéncia para diminuir ao longo do tempo em todos os
picos. A sequéncia de espectros que se segue na Figura 4.12 exemplifica o que
pode ser observado, ao longo do tempo e apds toma da ureia, nos restantes perfis

do conjunto amostral.
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Figura 4.12: Perfil homogéneo e estavel dos VOCs apos ingestao de ureia.
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Este é o perfil que se espera encontrar no estudo da Caracterizagao do perfil
metabdlico do ar exalada apds a toma de ureia, da seccdo 4.5, para uma amostra
de N=30 voluntarios. Na Figura 4.13 é possivel analisar em pormenor (para um
dos voluntdrios) a variacao de intensidade/concentracao de cada VOC ao longo
do tempo e apos a toma da ureia. Estes resultados conferem confianca na supo-

sicao de que o sujeito é saudavel e que nao estd na presenca da H. pylori.

1 min apds Ureia
4 min apds Ureia
8 min apds Ureia
12 min apds Ureia
15 min apods Ureia
18 min apds Ureia

eoco0000

“lo © 0 0 0 O
Nede & © O O O

"Acetona”
"Amania”

Figura 4.13: Variacao da intensidade dos picos (VOCs do ar exalado) num individuo até

18 minutos apds a ingestdo da ureia.

Segundo o estudo de Ulanowska at al., 2011 o isobutano, a 2-butanona e o
acetato de etilo sdo compostos produzidos pelo metabolismo da bactéria e que
sao passiveis de existir no ambiente gastrico de humanos quando este é parasi-
tado. Se a presenca destes compostos for notada ou se as suas concentragdes es-

tiverem aumentadas entao ha fortes indicios da presenca de H. pylori [26].

Uma vez que, inicialmente, era desconhecido o efeito da toma ureia no ar
exalado, tornou-se importante averiguar se o perfil de compostos do ar exalado

variava com a ureia ingerida.

Os resultados mostrados anteriormente tiveram sempre como interveniente

um tipo de ureia a qual foi denominada como Ureia A.

A comparacao do efeito da ingestao de duas ureias provenientes de dife-
rentes fornecedores, Ureia A e Ureia B encontra-se ilustrada na Figura 4.14. Com
a utilizacao da ferramenta “Comparison Green/Red/Blue” foi possivel verificar que
nao existem diferencas no ar exalado do mesmo sujeito quando sao administra-

das ureias com origens distintas. O amarelo, que resulta da combinagao entre
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verde e vermelho confirma a semelhancga entre ureias. Nao existem diferencas

mensuraveis logo nao se verifica variabilidade entre a Ureia A e a Ureia B.

Figura 4.14: Espectro resultante da sobreposicio de dois espectros. Um associado a Ureia

A e outro a Ureia B.

Para completar esta andlise, no Anexo C esta ilustrada a evolugao ao longo
do tempo do ar exalado apds a ingestao de ambas as ureias, recorrendo ao
LAV_plugin_reporter. Os espectros encontram-se na Figura C.1 e confirmam a

andlise supramencionada e ilustrada na Figura 4.14.

4.4 Calibragio do pico da amoénia

Com recurso ao programa LAV e as suas ferramentas, nomeadamente o
LAV _plugin_reporter obtiveram-se os tempos de retencao e os tempos de deriva
da amonia. O registo desses valores para cada amostra analisada encontra-se na

Tabela 4.8.

O ambiente laboratorial do ensaio teve uma temperatura média e uma hu-

midade relativa de 25,98 0,14 °C e de 64,95 +1,10%, respetivamente.
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Tabela 4.8: Tempos de retencao e de deriva, do pico relativo a amoénia, para todos os

espectros adquiridos pelo GC-IMS.

ROOM_AIR_S 6,557 ms 64,05 s 10:46
Am3 6,557 ms 63,84 s 11:02
ROOM_AIR 6,546 ms 63,63 s 11:07
Am2 6,557 ms 63,84 s 11:13
ROOM_AIR 6,557 ms 63,84s 11:19
Aml 6,557 ms 63,84 s 11:25
ROOM_AIR 6,557 ms 64,05 s 11:31

Com a utiliza¢do do programa TESTER_HP no LAYV, o tempo de deriva mé-

dio, para a amonia, é de 6,555+ 0,003 ms e o tempo de retencao 63,84 0,103 s.

Todos os valores aqui apresentados sao resultados conseguidos através de testes

com substancias puras analisadas no equipamento GC-IMS.

Numa perspetiva qualitativa estudou-se a evolugdo da concentracao do
composto de acordo com a escala cromatica que caracteriza o programa LAV.
Esta escala representa a intensidade em Volts e esta associada a concentragao do
composto sendo que, consoante a cor no espectro (mais quente — vermelho - ou
mais fria — azul/preto) maior ou menor (respetivamente) é concentra¢ao do com-

posto na amostra.

A Figura 4.15 oferece a visao comparativa dos espectros obtidos da andlise
das 3 dilui¢Oes realizadas (Am1, Am2 e Am3). Uma vez que a amostra Am3 € a
mais diluida e a amostra Am1 a mais concentrada, era expectavel uma menor
intensidade do pico da amonia para Am3 (esquerda) e maior intensidade para

Aml (direita) altimo espectro.
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Diluicdo n°3: Am3 Diluigdo n°2: Am2 Diluigao n®1: Am1

2
H
£
2
2
3

Diluig8o n*1: Am1

Figura 4.15: Ilustrativo da concentra¢ao da amoénia, no espectro, ao longo das 3 diluic¢oes.

Da analise da Figura 4.15 é confirmado o aumento de intensidade dos picos
com o aumento da concentragao da amonia na amostra. Através das funcionali-
dades do LAV obteve-se o valor aproximado das intensidades: 234, 216 e 211 mV,

para as amostras Am1, Am2 e Am3, respetivamente.

A Tabela 4.9 regista os valores das concentracoes do composto para cada

uma das dilui¢des a partir da solugao mae.

Tabela 4.9: Concentracdo da aménia, em ppb, no headspace dos vials para cada diluicao.

Amostra [1 ppb (1 g/L)
Solucao mae 389000
Aml 19500
Am?2 974
Am3 48
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As concentragdes apresentadas sao um resultado tedrico do que é suposto
encontrar em cada um dos vials diluidos a partir da solucao mae preparada com

1ul de solugao concentrada de amonia.

Relacionando os valores das intensidades encontradas nos espectros com
os valores tedricos da concentragao verifica-se uma coeréncia nas dilui¢des reali-

zadas.

Para as trés diluicoes Am1, Am2 e Am3 foi possivel obter um resultado
quantitativo, no entanto a solu¢ao mae nao teve um resultado mensuravel uma
vez que a concentracao do analito em AmO0 excedeu o limite de detecgao do GC-
IMS saturando-o, ou seja, apesar da sua detecgao ser possivel a sua quantificagao
nao o é.

Com estes resultados foi possivel identificar nos ensaios um valor minimo
de 211 mV. Ressalve-se, no entanto, que este nao é o limite minimo de detec¢ao
para o composto, essa quantificagao € feita com mais dilui¢des as quais nao fazem

parte do objetivo principal do projecto.
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Resultados do Perfil Metabolico do Ar Exalado

apos a ingestao de Ureia

Neste capitulo serdo apresentados e analisados os resultados experimen-
tais obtidos da caracterizagao do perfil metabolico do ar exalado antes e apds

ingestao de ureia numa amostra de 30 jovens voluntarios.

5.1 Caracterizacao do perfil metabdlico do ar exalado antes e de-

pois da ingestao de ureia

No estudo piloto de 31 voluntarios saudaveis, 1 foi excluido por falha na
execugao do protdtipo de recolha automatica. Para fins estatisticos o estudo ficou

assim com uma amostra valida de N = 30 participantes.

Depois de serem marcadas as “Areas Set” dos espectros no LAV, chegou-se
a conclusao de que duas delas deveriam ser excluidas por se tratar apenas de
ruido (sinal inferior a 0,1 V). Assim, foi identificado um conjunto de 44 picos nos
espectros adquiridos, de todas as amostras. Estes constituem um perfil genérico
de VOCs caracteristicos do ar exalado para sujeitos com as caracteristicas defini-

das no estudo.

De entre os picos contabilizados apenas 19 sao comuns a todos sendo que,

os restantes variam de individuo para individuo.

E de referir também que dois dos picos marcados (A7 e A12) nao surgem

nos espectros de dois sujeitos (os sujeitos identificados com N=17 e N=25).

59



| Capitulo 5. | Resultados do Perfil Metabdlico do Ar Exalado apds ingestio de Ureia

Paralelamente, existem também picos caracteristicos de certos individuos,
como € o caso dos 3 picos (A43, A44 e A45) que surgiram apenas em um sujeito

(N =28), Figura 5.1, e de um pico (A46) noutro sujeito (N = 31), Figura 5.2.

0.04] I]4-2[V] Sujeito 28
Jejum 1 minuto apés Ureia

ac

Al

mezsurement run [sec]

30

20

1.25 145

10 1.0
RIP:7.32ms RIP: 7 32ms

drift time [RIP relative]

Figura 5.1: Espectros com os 3 picos caracteristicos do sujeito N=28 marcados por A43,

Ad4 e A45.
Sujeito 31

- -
1.0M 057
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80811

1v 125 1.0
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Figura 5.2: Espectros com o pico caracteristico do sujeito N=31 marcado por A46.
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A existéncia de picos individualizados em alguns dos sujeitos apenas infere
que metabolismos diferentes podem apresentar VOCs caracteristicos no ar exa-
lado, mas que em nada se relacionam com a presenca da H. pylori. Esta conclusao
resulta da presenca destes picos em todas as amostras recolhidas destes sujeitos,

antes e apds ingestao da ureia.

Considerando todo o grupo de voluntarios (N = 30) e com recurso as ferra-

mentas disponibilizadas no Excel® realizou-se um estudo detalhado ponderando

diversas varidveis de forma a encontrar um padrado entre grupos de individuos.
O pico estatisticamente tratado foi o referente a amonia devido a importancia

referida anteriormente no Capitulo 2.

Ao analisar os espectros no LAV foram identificados e registados todos os
tempos de reten¢ao, em segundos, e os tempos de deriva, em milissegundos, do
pico da amdnia em cada amostra de ar. Através do calculo da média e do desvio

padrao foi possivel construir o mapa com a localiza¢ao do pico da amonia.

A Tabela 5.1 apresenta os valores médios e os desvios padrao obtidos para
os tempos de deriva e de retengao das amostras de ar alveolar e de ar esofagico.
Estes vao corresponder as coordenadas do pico da amodnia que se encontra repre-

sentado no mapa da Figura 5.3.

Tabela 5.1: Médias e desvios padrao dos tempos de retencao e tempos de deriva relativos

ao pico da amonia para a amostra N=30.

Tempo de Tempode  Tempode  Tempo de

Amonia
Retencdo (s) Deriva (ms) retencao(s) Deriva (ms)
X X s s
Ar Alveolar 21,825 6,621 0,126 0,0070
Ar Esofagico 21,844 6,621 0,147 0,0095
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Tempo de Localizacao espectral da Amonia
retengdo /s
22,1

22
21,9

o
21,8
Ar Esofagico
21,7
® Ar Alveolar
—RIP
21,6
6 6,2 6,4 6,6 6,8 7 7,2 7,4 7,6

Tempo de deriva / ms

Figura 5.3: Representacao das localiza¢des médias para o pico da Aménia.

E de notar que a localizacio do pico da aménia apresenta uma ligeira va-
riacdo, nao significativa, para os 2 tipos de ar recolhidos (alveolar e esofagico).
Quando o ar analisado ¢é alveolar (representado a azul) o tempo de retencao (tr) é
de 21,825 + 0,126 s e quando é esofagico (representado a verde) encontra-se um t:
médio de 21,844 + 0,147 s. No entanto, os desvios padrao para ambos garantem
que existe uma gama onde o composto pode estar representado e dessa forma a

discrepancia perde relevancia.

Uma vez que é o tempo de deriva que caracteriza cada composto e que este
permite, numa primeira instancia, identifica-lo para além da sua forma caracte-
ristica, tornou-se essencial provar este valor ndo variava para o pico da amonia.
O célculo da média e do desvio padrao verificou que o tempo de deriva (td) para
ambos os tipos de ar exalado é de 6,621 +0,008 ms. Um desvio padrao desta gran-

deza prova que se trata do mesmo composto.

Da andlise efetuada também se constata que o composto surge em todas as
amostras de ar exalado. Segundo o estudo de Kearney et al a amonia esta pre-
sente na mistura complexa de VOCs do ar exalado humano em concentragoes

muito baixas. Tipicamente ronda os 100 — 2000 ppb [46].
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Ao observar os resultados obtidos com as diferentes origens do ar exalado
verificou-se que o perfil de metabolitos é tendencialmente estavel em ambos os
casos 0 que garante nao s6 uma maior fiabilidade nos resultados como também
a repetibilidade do protocolo aplicado. A maior estabilidade verificou-se nas
amostras de ar esofagico, quer a nivel de tendéncia do perfil ao longo do tempo,

quer a nivel de desvio padrao dos valores.

O grafico da Figura 5.4 mostra a evolugao metabodlica da amonia nas duas
porgoes de ar de um sujeito do grupo amostral. Encontra-se uma tendéncia para

a estabilidade ou para uma diminuigao na concentragao do composto.

Perfil da Amdnia com Ureia

<600
-% Alveolar Esofagico
500
o
o
T400
o
Z
£300
it
£
200
100
0
Ambiente 0 1,5 5 8,5 12 16

Tempo / min

Figura 5.4: Grafico de tendéncia temporal para a amdnia no ar exalado de um sujeito do
grupo amostral.

Os resultados nao revelaram tendéncias crescentes para a amonia o que
pressupOe nao existirem reagdes metabolicas que estimulem o aumento da con-
centracao do composto concluindo que os individuos da amostra sao realmente

saudaveis.

No entanto, como o objetivo é analisar o ar proveniente do estbmago toda
a estatistica descrita serd aplicada aos dados conseguidos a partir de amostras de

ar esofagico.

Os graticos da Figura 5.5 e 5.6 confirmam a manutencao da estabilidade do

composto ap0s ingestao da ureia e durante os 16 minutos de monitoriza¢ao. O
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primeiro corresponde a intensidade do pico da amonia no grupo amostral femi-
nino (N=19) e o segundo corresponde a resposta metabdlica deste mesmo pico no

grupo amostral masculino (N=11).
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Figura 5.5: Grafico estatistico com a representacio das intensidades médias relativas

para o grupo amostral do género feminino (N=19).
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Figura 5.6: Grafico estatistico com a representacdo das intensidades médias relativas

para o grupo amostral do género masculino (N=11).
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Num computo geral, o pico da amdnia ao longo do tempo mantém-se esta-
vel para ambos os géneros. Considerando que a intensidade relativa dos picos é
proporcional a concentragdo do composto, em seguida averiguar-se-ao as dife-

rencas que se destacam.

Para o género feminino consegue-se distinguir um ligeiro aumento de 5,789
unidades da intensidade relativa do pico da amonia no ar exalado (correspon-

dente ao jejum) quando comparado com o ar ambiente. Apds toma da ureia este

valor mantém-se praticamente constante num valor médio de 160,96 * 31,55 uni-

dades.

Quanto ao género masculino, a diferenca do ar exalado em jejum para o ar
ambiente tem o valor minimo de 0,273 unidades, o que é praticamente insignifi-
cante em termos estatisticos. Apos toma da ureia obteve-se um valor médio de

176,85 = 57,73 unidades.

Em suma, verifica-se que o género feminino apresenta uma menor intensi-
dade relativa (ou concentragao) deste composto quando comparado com o gé-
nero masculino, mas, em contrapartida, o maior desvio padrao apresentado
ocorre no género masculino o que sugere uma maior variabilidade da concentra-

¢ao de amonia.

Para suportar os resultados dos graficos das Figuras 5.5 e 5.6 encontram-se,
no Anexo D, varios graficos que estdao na base dos resultados aqui apresentados.
Para além destes, ainda foram elaborados outros graficos de tendéncia, presentes
no Anexo D, que agrupam diversas caracteristicas dos sujeitos: o tipo de medi-
cagao permanente, a toma de métodos anticoncecionais (no caso das mulheres),
as horas de jejum e ainda o intervalo de idades. Estas caracteristicas foram objeto

de andlise para averiguar se existe alguma tendéncia.

No género feminino encontra-se uma tendéncia para a intensidade relativa
da amonia estar entre as 101 e as 217 unidades. No género masculino como o

conjunto amostral é reduzido (11 sujeitos), ndo existe uma tendéncia que se
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destaque em particular. Com todo o espectro amostral os valores dispersam-se

entre as 91 e as 240 unidades ao longo dos 16 minutos apds toma da ureia.

Quando se analisam os dados, para ambos os géneros, em separado e de
acordo com dois grupos etdrios, € possivel identificar uma tendéncia estatistica
no conjunto feminino e nada, em concreto, para o conjunto masculino. No con-
junto amostral [20:23] anos a amonia tem intensidades relativas a variar entre as
113 e as 211 unidades. Ja dos [24:28] anos o género feminino apresentou valores

a variar entre as 121 e as 217 unidades.

Para o género masculino nao se identifica nenhuma tendéncia, no entanto
para o grupo etdrio [22:25] a intensidade relativa pode variar entre as 91 e as 240

unidades e para o grupo etdrio dos [26:35] varia entre as 91 e as 206 unidades.

A influéncia do tempo de jejum parece ser relevante no que respeita a con-
centracao da amodnia no ar exalado. Verifica-se que os sujeitos que apresentaram
tempos de jejum inferiores a 4h tem tendéncia a ter maior concentra¢ao de amo-
nia no ar exalado alcangando valores até 217 unidades de intensidade relativa.
Para jejum superior a 4 horas a intensidade relativa da amonia baixa, alcangando

no maximo as 203 unidades.

A medicacdo permanente ndo mostrou interferir na tendéncia estavel da
amonia a nivel de concentragao, apds toma de ureia. O perfil ao longo do tempo
¢ tendencialmente linear em todos os sujeitos exceto num elemento que mostra
um perfil crescente. Neste grupo amostral a amdnia surge com valores que va-

riam entre 132 e 253 unidades.

Dos sujeitos saudaveis, 7 tinham tomado medicagao ha menos de 15 dias,
contudo a tendéncia da concentragao da amonia no ar exalado nao mostrou apre-
sentar um padrao caracteristico. No geral todos apresentam estabilidade do com-
posto ao longo dos 16 minutos exceto trés deles. Estes ultimos referiram tomar
suplementos alimentares (Complexo L-5 HTP) e probidticos, o que revelou, apds

a toma da ureia, aumentos e diminui¢Oes de intensidade imprevisiveis.
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O tempo estipulado para a monitorizagao foi de, aproximadamente, 16 mi-
nutos, no entanto, a partir dos graficos de intensidade relativa tragados ao longo
do tempo constatou-se que a partir dos 13 minutos se verifica uma estabilidade
deste valor que tende para o nivel basal (valor registado antes da ingestao da

ureia).

Parte dos resultados obtidos neste estudo deram origem a um poster que
foi apresentado no 3 Nova Biomedical Engineering Workshop 2018 da Facul-
dade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa. O facto de se
encontrar um perfil estdvel de metabolitos apds a toma da ureia e de nao se veri-
ficarem alteragdes quando comparado com o estado de jejum, em todo o grupo
amostral, levou a produgao do poster com o titulo “Device Development for Non-
Invasive Test of Bacterial Helicobacter Pylori’s infection”. O poster encontra-se no

Anexo E.

5.1.1 Metabolitos detectaveis

O estudo de A. Ulanowska et al sugeriu que o acetato de etilo, o isobutano
e a 2-butanona encontram-se associados a presenca de H. pylori, quando encon-

trados em ambiente gastrico [26].

A 2-butanona (cetona) e o acetato de etilo (éster) sao os tinicos compostos
que foram pesquisados nos espectros, uma vez que sao os unicos que tem as lo-
calizagbes topograficas conhecidas e definidas. O isobutano nao foi localizado

nos espectros por nao serem conhecidos os tempos de deriva.

A Tabela 5.2 mostra a localizacdo do mondémero e do dimero de ambos os
compostos. Todos os valores aqui apresentados sao resultados conseguidos atra-

vés de testes com substancias puras analisadas no equipamento GC-IMS.
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Tabela 5.2: Tempos de deriva de compostos libertados em meio enddgeno pela H. pylori.

Localizagdo dos compostos nos espectros produzidos pelo GC-IMS

tderiva (*posicao do RIP ms)

Mondémero 1,084
2-butanona
Dimero 1,301
Monoémero 1,121
acetato de etilo
Dimero 1,398

Uma vez que o pico de intensidade relativo ao monémero da 2-butanona
foi detetado em todas as amostras do ar exalado antes da ingestao de ureia (em
100% do conjunto amostral) conclui-se que este composto é caracteristico do ar
exalado. Por outro lado, alguns sujeitos (40% do conjunto amostral) revelaram no
seu perfil basal (antes da ingestao de ureia) de compostos do ar exalado, a pre-
sencga do pico de intensidade associado ao mondmero do acetato de etilo. Este
composto apesar de nao fazer parte do perfil metabdlico humano pode ter sido
detetado devido a sua presencga no ar ambiente do local, aos hébitos alimentares,

ao estilo de vida e a variabilidade intrinseca a cada individuo.

Relativamente aos dimeros destes dois compostos, verificou-se a presenga
relativa ao pico da 2-butanona em 2 sujeitos (7% do conjunto amostral). Em ne-
nhum espectro foi detectado o pico de intensidade relativo ao dimero do acetato

de etilo.

Ap0s andlise de todos os espectros das amostras de ar esofagico, de todos
os voluntérios, nao foram detetadas variagOes significativas destes compostos

apos a administracdo de ureia.

A Tabela 5.3 apresenta um dos espectros onde surge o pico de intensidade
relativo ao monomero da 2-butanona e ainda a evolugao temporal deste pico,

apos ingestao da ureia. Os outros compostos ndo estao presentes na amostra.
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Tabela 5.3: Representaciao do perfil metabdlico e da intensidade relativa de alguns com-

postos, ao longo do tempo no ar exalado. Destaque para o mondémero da 2-butanona.
Perfil metabolico Tendéncia ao longo do tempo

Mondmero da 2-butanona

lejum g

1 minuto apods Ureia

4 minutos apds Ureia
8 minutos apds Ureia
13 minutos apds Ureia

17 minutos apds Ureia

AE_M: Mondmero do acetato de etilo
AE_D: Dimero do acetato de etilo
2B_M: Mondémero da 2-butanona
2B_D: Dimero da 2-butanona

1.0
RIP:7.32ms

O espectro representado na Figura 5.3 representa o perfil metabdlico mais
encontrado nas amostras de ar exalado dos sujeitos saudaveis. A andlise desta
figura permite concluir que a 2-butanona é um composto tipico no ar exalado e

com uma concentragao estavel ao longo do tempo.

A Tabela 5.4 apresenta um espectro onde surgem os picos de intensidade
relativos aos mondémeros da 2-butanona e do acetato de etilo. Esta também ilus-

trada a evolugao temporal da intensidade destes picos, apds ingestao da ureia.
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Tabela 5.4: Tendéncia da presenca de alguns compostos, ao longo do tempo no ar exa-

lado. Com destaque nos mondmeros da 2-butanona e acetato de etilo.

Perfil metabodlico

0
RIP: 7.34ms

Tendéncia ao longo do tempo

Mondmero do acetato de etilo

Monomero da 2-butanona

v

Jejum [[=] ﬁ - %

P . | ==

1 minuto ap6s Ureia [ = H - =
4 minutos ap6s Ureia [*] ﬁ O =
8 minutos apds Ureia L] H - =
13 minutos apos Ureia o ‘ - =

17 minutos apos Ureia 0

AE_M: Mondémero do acetato de etilo
AE_D: Dimero do acetato de etilo
2B_M: Mondmero da 2-butanona
2B_D: Dimero da 2-butanona

A presenga do acetato de etilo num pequeno grupo dos individuos sauda-

veis ndo € influenciada pela administracao de ureia. O perfil do composto man-

teve-se estavel ao longo do tempo.

A Tabela 5.5 apresenta um dos espectros, de um dos 2 sujeitos, que revelou

no seu perfil metabolico a presenca dos mondmeros da 2-butanona e do acetato

de etilo e ainda do dimero da 2-butanona. Esta também ilustrada a evolugao tem-

poral dos picos de intensidade relativos a estes compostos, apds ingestao da

ureia, onde se revela estabilidade. O dimero do acetato de etilo nao esta presente

na amostra.
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Tabela 5.5: Tendéncia da presenca de alguns compostos, ao longo do tempo no ar exa-

lado. Com destaque para dois monémeros e um dimero.

Perfil metabolico Tendéncia ao longo do tempo

Mondmero do acetato de etilo

Dimero da 2-butanona

Mondmero da 2-butanona

AE_M: Mondmero do acetato de etilo
AE_D: Dimero do acetato de etilo
1.0 2B_M: Mondmero da 2-butanona
RIF: ¥.25ms 2B_D: Dimero da 2-butanona

A presenca do dimero da 2-butanona apenas revela que o composto esta em
quantidade suficiente para que na separagao dé origem as duas formas. Esta
identificagdo nao é significativa para sejam considerados excluidos da estatistica

do grupo de saudaveis.

O perfil metabdlico do ar exalado, apresentado ao longo deste documento,
nao se encontra associado a presenca da H. pylori porque a concentragao da amo-
nia se manteve estavel, tal como foi explicado anteriormente. No entanto fica a
incerteza por nao estar medicamente comprovado que os dois sujeitos nao apre-
sentam infeccao pela bactéria. A condi¢ao de saudavel foi atribuida de acordo

com o questionario realizado.

Apesar de nao estar totalmente comprovado que estes compostos surgem,

com concentra¢gdes aumentadas, no ar exalado de doentes que apresentam a
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infeccao da H. pylori é uma resposta positiva e de grande interesse nao serem

detetadas alteragOes significativas no grupo de individuos saudaveis.

A dimensao da amostra envolvida neste estudo trouxe respostas significa-
tivas que perspetivam outros caminhos na investigacao dos metabolitos de um
ar saudavel ou de um ar que apresente indicativos da infecgao. Para aumentar o
rigor dos resultados seria interessante aumentar o numero de voluntarios, conhe-
cendo a partida se realmente apresentam ou nao infec¢dao pela bactéria em es-

tudo.
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Desenvolvimento do Teste Rapido de Deteccao

de Infeccao por H. pylori

No ambito do projecto e apos concluidas as analises ao ar exalado de su-
jeitos saudaveis a quem foi administrada uma solugao de ureia, tornou-se impe-
rativo o desenvolvimento e optimizacdo de um teste rapido, descartavel e nao

invasivo, para deteccao da infecgao por H. pylori, em meio hospitalar.

6.1 Desenvolvimento do prototipo para profissionais de satde

(HELIC QT)

O HELIC QT € um kit de detec¢ao da infecgao pela H. pylori que inclui um
teste descartavel e uma bomba de succao para aspirar o ar, que vai sendo exalado
durante os ciclos respiratdrios, na realizagao do teste. O teste descartavel é cons-
tituido por uma palhinha transparente, de aproximadamente 114 mm, contendo,
no seu interior, um biomarcador de cor alaranjada cujo principio fisico é desco-
nhecido. Por outro lado, a bomba de sucg¢ao constitui um prototipo, desenvolvido
pela NMT, S.A. em conjunto com a aluna de Mestrado que redige o presente do-

cumento.

Assim, para este efeito, foi criado e desenvolvido um kit, com perspetivas
comerciais, que visam a utilizagdo num ambito familiar e por profissionais de

saude.
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A construgao da bomba de sucgao comegou com a elaboracao de um esque-
matico eletronico interno, em seguida, projectou-se um modelo composto por
outros componentes auxiliares como um temporizador digital, uma escala gra-
duada acoplada a uma lupa, para facilitar a leitura do resultado, e ainda uma
zona destinada a legenda. O design do prototipo foi também idealizado de forma
a valorizar e rentabilizar o funcionamento do mesmo, adicionando caracteristicas
como uma boa ventilagdo dos componentes, portabilidade e conforto no manu-

seamento.

Ap0s a validagao de um esbogo, a escala real, iniciou-se a modelacao 3D do
protdtipo com recurso a um software CAD (computer-aided design) de livre utili-
zagao para modelacao de solidos, o Onshape. Com a finalizagdo do modelo 3D do
prototipo, a caixa para acomodar todos os componentes (base e tampa) e um su-
porte para o tubo colorimétrico foram impressos em acido polildctico (PLA) no

FabLab e no Departamento de Mecanica, ambos na FCT-UNL.

As imagens virtuais do projecto final, HELIC QT, encontram-se ilustradas
na Figura 6.1, enquanto as imagens dos objetos impressos e o kit HELIC QT com-

pleto sdo apresentadas na Figura 6.2.

Lupa

Escala graduada

Teste descartavel

Temporizador

Figura 6.1: HELIC QT em formato 3D. A- Prototipo final; B — Pormenor da lupa, da escala

graduada e do teste descartavel. Imagens obtidas no software OnShape
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Figura 6.2: Protdtipo final das pecas impressas em PLA (a esquerda) e kit HELIC QT

completo (a direita).

Com o protétipo HELIC QT finalizado adicionou-se ao kit um tubo de si-
licone de dimensdes 2 mm x 4 mm x 800 mm para realizar o contacto com o tubo
colorimétrico. O tubo em questao tera de garantir uma boa aderéncia, maleabili-
dade de encaixe para facilitar a manipulacao, boa capacidade resistiva ao des-
gaste e um comprimento adequado, de forma a minimizar perdas de massa no
escoamento interno que podem ocorrer devido a rugosidade do material, a coto-
velos no tubo e aos pontos de conexdo. A Figura 6.3 ilustra o modo de conexao

aplicado no contacto entre o teste e o protétipo desenvolvido.

- Teste descartavel para a
1 infecgdo da H. pylori

Bomba de sucgao

Figura 6.3: Estratégia de contacto entre o teste descartavel e a bomba de succao.
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Durante a realizagao do teste de despiste para a infec¢ao por H. pylori a lupa
incorporada no kit pode ser utilizada para analisar e identificar o comprimento

das marcas arroxeadas que surgem no tubo de medigao.

No final do teste faz-se a leitura do resultado seguindo as indica¢oes que
estdao descritas no informativo junto ao temporizador. A Figura 6.4 mostra o des-

critivo que pode ser encontrado na bomba de sucgao.

Resultados:

= Utilizar a lupa graduada para medir o comprimento de
ambas as zonas coloridas (B- nivel basal e U- nivel
S S 4 ) apds toma de ureia);

o o & B U

/ o, :
S ; ] * Subtrair os valores correspondentes ao nivel basal e
: ao marcador apés toma da Ureia;
4 : U- B = RESULTADO

Concluséo

+ Positivo para H. pylori: superior a 3mm
<v Negativo para H. pylori: inferior a 3mm

40 mm

Y

60 mm

Figura 6.4: Regras para analise do resultado que estio embutidas na bomba de sucgao.

Este informativo permite facilitar a realizacao do teste e a leitura do resul-
tado. Em conjunto com a bula descritiva do procedimento é esperada uma dina-

mica mais intuitiva na aplicagao do teste.

A utilizac¢do deste sistema esta direcionada para um clinico, no entanto, po-

dera também estar disponivel para utilizacao no agregado familiar.

6.2 Desenvolvimento de prototipo de resultado descartavel

Com o objetivo de desenvolver um kit econémico para uso familiar foi
ainda desenvolvido um protétipo de um leitor de resultado descartavel para o

teste. Sem que seja necessario utilizar instrumentos de medida escalar, este kit
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economico indica ao utilizador um resultado positivo (vermelho) ou negativo

(verde) para a infecgao por H. pylori.

Sendo parte integrante do kit HELIC QT, o leitor foi projetado de forma a
oferecer um resultado o mais direto e imediato possivel. No verso, este kit apre-
senta as instrugoes de utilizacdo que explicam, sucintamente e por passos, a

forma de manipular o modelo.

A Figura 6.5 — A, contém as instrugdes de utilizagao do protétipo manual,
enquanto a, Figura 6.5 - B apresenta a vista frontal do protétipo onde é apresen-

tado o resultado do teste.

A

Instrucdes para o utilizador:

*Colocar o teste nas ranhuras do cartdo logo apds realizagdo da primeira
marca. Certifique-se que a zona colorida fica entre a patilha mével e a seta;

* Alinhe a seta com o limite direito da marca basal;

* Ajuste e fixe a marca azul, na patilha, com limite esquerdo da zona basal.
A zona colorida ficara delimitada.;

*Retirar o tubo e proceder a nova marcagdo, na outra extremidade, com
a Ureia ingerida;

*Colocar o tubo de forma a que a nova marca figue com o limite esquerdo
alinhado com a patilha;

* Ler o resultado. Se a zona colorida, a violeta, ocorrer apenas na zona
verde considera-se negativo para H. pylori, se ocorrer também na zona vermelha é
considerado positivo para H. pylori.c

¢
HELIC Quick Test f.m
Bl |
Saudavel
Resultado ® H. pylori

A

Figura 6.5: Esboco do prototipo do leitor descartavel para a infeccao por H. pylori.
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Construindo em papel fortalecido e plastico reciclaveis, o protdtipo apre-
senta as dimensoes 84x53 mm. Como mecanismo de medicao, o protétipo desen-
volvido, tem uma patilha moével sobre uma fita e que permite delimitar os com-
primentos das zonas coloridas apresentadas no tubo de medigao apos a realiza-

cao do teste.

Para além do que foi descrito, ainda existem duas ranhuras no cartao que
estao estrategicamente colocadas de forma a fixar o tubo de medicao junto a fita
com a patilha. A fita apresenta, decalcada, uma marca verde com 3 mm e outra
vermelha com 17 mm. Estas zonas indicam se o utilizador do teste estd saudavel

ou se apresenta a infeccao pela H. pylori, respetivamente.

Tratando-se de um prototipo, o incremento da sua funcionalidade apenas é
possivel com a realiza¢dao de testes de verificagao e validagao tanto em ensaios
laboratoriais como em contexto hospitalar. Até ao momento esta ¢ a versao apli-

cada nos ensaios laboratoriais de optimizagao do kit.

Os testes realizados durante os ensaios laboratoriais tiveram o resultado
confirmado para os dois protdtipos apresentados. E essencial garantir a eficacia

dos dois métodos para que o passo seguinte seja validar em meio clinico.

6.3 Verificacao e validacao dos prototipos desenvolvidos em contexto hospi-

talar

Para efeitos de aprovacao da realizacao do estudo, no decorrer do trabalho
desenvolvido, foi redigida a documentagao necessaria pelas institui¢oes de saude
que foram contactadas. Os documentos requeridos pelos respetivos 6rgaos do
Comité de Etica foram submetidos no Hospital Garcia de Horta, E.P.E. (HGO) e
na Nova Medical School (NMS/FCM ) da Universidade Nova de Lisboa, respeti-

vamente.

Um estudo prova-de-conceito com 15 utentes, voluntarios, da unidade de
Gastroenterologia do Laboratério de Fisiopatologia da NMSIFCM-UNL foi pro-

gramado para desenvolver, apds parecer positivo, confirmado no dia 29 de
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outubro de 2018, por unanimidade, da Comissao de Etica da NMSI|FCM-UNL.
A decisao encontra-se no Anexo F. Além disso, prevé-se fazer os testes com do-
entes de gastroenterologia no Hospital Garcia de Horta, E.P.E. Os consentimen-
tos informados e questiondrios, para aferir o estado de satide dos voluntarios e
garantir que reinem todas as condigoes de preparagao pré-teste, mencionadas na

bula do Anexo B, sao fornecidos aos voluntarios, antecipadamente.

A deteccao da presenca de H. pylori é conseguida através da utilizagao de
um teste colorimétrico, o HELIC QT. Para além de ser um teste de rastreio a in-
feccao por H. pylori, o HELIC QT permite também monitorizar a evoluc¢ao ou

regressao da mesma durante um tratamento.

Antes de realizar o teste cada voluntario deve seguir as indicagdes expres-
sas na bula que segue junto do kit de teste. Existe uma preparagao prévia a seguir
para garantir o maximo de fiabilidade do teste de despiste para a presencga da

bactéria.

O principio de execugao do teste inclui os dois passos que se apresentam

em seguida:

e Passo 1: Registo do nivel basal

Nesta etapa o voluntario coloca o bocal na boca ao qual esta acoplado o tubo
de medicdo e, durante 6 minutos respirar a um ritmo normal. A inspiragao ¢ feita

pelo nariz e a expiracao exclusivamente pela boca.

O tubo de medicao estd ligado (através de um tubo de silicone) a uma
bomba de sucgao que, durante os 6 minutos do teste, aspira o ar exalado através
da zona de medicao do teste [17]. Finalizado o tempo de execugao do teste, uma
pequena porgcao colorida é visivel, a qual sera utilizada como indicador do nivel

basal. Mede-se o comprimento da marca colorida e regista-se o valor.

e Passo 2: Deteccdo do valor da aménia

Esta etapa inicia-se com a administracao de uma solugao de ureia (0,5000

+0,0001 g dissolvidos em agua) ao voluntario [17]. Este coloca a outra
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extremidade do tubo de medi¢ao no bocal e, durante 6 minutos, segue o0 mesmo
procedimento realizado no Passo 1. No final, mede-se novamente o comprimento

da zona colorida e subtrai-se este valor ao anotado para o nivel basal.

Se o valor da subtracgao for superior a 3 mm é considerado positivo para a

presenca da H. pylori e, se for inferior, considera-se que nao existe infecgao [17].

6.4 Procedimento na aplicacao do HELIC QT

A metodologia aplicada para a realizagao dos testes em meio hospitalar,
com doentes do departamento de Gastroenterologia, foi otimizada através de

pré-testes realizados no laboratério da NMT, S.A.

O protétipo da bomba de sucgao, desenvolvido para o HELIC QT, foi tes-
tado de modo a ficar apto a realizar, diariamente, no minimo trés testes. Durante
trés dias consecutivos e no espago de 2h30min/dia a bomba trabalhou 36 minutos.
Apenas no primeiro dia de pré-testes o prototipo apresentou falhas no seu funci-
onamento por saturacao da bomba de sucgao com a humidade. Nos restantes
dias os testes ocorreram de acordo com o expectavel sem nenhuma falha ou ocor-
réncia durante o tempo de execucdo dos testes. A Figura 6.6 ilustra a forma de

utilizacao do teste.

Figura 6.6: Kit HELIC QT em funcionamento. A) Postura do utilizador na realizacdo do

teste; B) Modo de acondicionamento do tubo colorimétrico.
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O teste deve ser realizado conforme ilustra a imagem A da Figura 6.6. O
utilizador deve estar junto a uma mesa de apoio onde terd a sua disposicao todo
o kit HELIC QT (o prototipo desenvolvido, o teste colorimétrico, um bocal des-
cartavel, o temporizador, o leitor descartavel, um copo, a dose de ureia, agua

potavel, uma tesoura e uma palheta misturadora).

O teste esta pronto a executar assim que o tubo colorimétrico se encontre
alocado ao tubo que conecta com a bomba e ainda com o bocal, tal como esta

representado na imagem B da Figura 6.6.

O teste comega com a marcagao do indicativo basal na condigao de jejum. E
aconselhado que o utilizador mantenha um ritmo respiratorio normal durante o
funcionamento da bomba. Ao fim dos 6 minutos a zona colorida (roxa) do tubo
colorimétrico é medida recorrendo aos dois métodos. A Figura 6.7 ilustra o pro-

cedimento de leitura do comprimento da marca roxa do tubo colorimétrico.

Figura 6.7: Leitura da marca basal com os dois métodos de analise.

Em seguida realiza-se a segunda parte do teste em que, apds ingestao de
ureia, o utilizador expira pelo bocal durante 6 minutos adicionais nas mesmas
condigdes respiratorias do passo anterior. Ao final dos tltimos 6 minutos de teste

o tubo colorimétrico é novamente analisado para identificar o comprimento da
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segunda marca roxa. A Figura 6.8 traduz o procedimento de leitura da segunda

marca recorrendo aos dois métodos analiticos

Marca apos
toma da ureia

Figura 6.8: Leitura da marca ap6s toma da ureia.

Pelo método A (identificado na Tabela 6.1) € necessario fazer a diferenca
entre os comprimentos das duas marcas. O resultado indica que esta saudavel
por corresponder a um valor inferior a 3 mm. Utilizando o método B a resposta
foi visual. Como a marca roxa apenas se encontra ao nivel da zona verde intui-se

que o sujeito esta saudavel ao verificar a correspondéncia na legenda.

Durante a realizagao a segunda parte do teste notou-se que a marca basal
do tubo colorimétrico desapareceu parcialmente. Assim, é essencial que as duas
fases de leitura e medi¢ao dos comprimentos das marcas roxas acontecam nos

momentos estipulados para que o teste apresente um resultado fidedigno.

Finalizando com a leitura do resultado o teste é identificado como negativo
para a infecgao da H. pylori no caso apresentado. Os resultados em ambos os mé-

todos sdo concordantes tal como se verifica na Tabela 6.1.
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Tabela 6.1: Resultado do teste de acordo com as duas formas de leitura.
Métodos de Analise Resultado

Ureia—2 mm

IIlllIl|

1

Ureia — Basal SAUDAVEL
<2-1=1mm

SAUDAVEL

® Saudavel
se na zona verde ®H. py’ori

A diferenca encontra-

Perante a analise do resultado considera-se que ambos os métodos anali-
ticos apresentam um desempenho satisfatério. Durante a fase de ensaios esta
concordancia de resultado foi mantida o que perspetiva uma boa aplicagao em

meio clinico.

O procedimento aqui descrito foi parte integrante da sequéncia de pré-teste
realizados em laboratdrio e provaram o bom funcionamento de todo o material.
A autonomia da bomba de sucgao foi confirmada encontrando-se apta a seguir

para testes em meio hospitalar.

O procedimento descrito no subcapitulo 6.3 é¢ adequado e minimiza ao ma-

ximo o tempo despendido para a realizagao do teste.

Contudo e apesar de ser considerado de facil execu¢ao foram diagnostica-

das certas barreiras que sugerem melhorias para futuros aperfeicoamentos. A
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manutengao de ritmo respiratdrio estavel, conforme descrito anteriormente, nao
foi de intuicdo imediata, sendo necessario algum tempo até que o utilizador
aprenda a respirar com o bocal. Esta dificuldade relaciona-se com o facto do bocal
descartavel ser pouco ergondmico complicando o aprisionamento do mesmo na

cavidade oral tal como se verifica na Figura 6.9.

Figura 6.9: Modo de utilizagdao do bocal descartavel.

O passo seguinte aos ensaios laboratoriais é avaliar a eficiéncia do teste com
um numero significativo de doentes de gastroenterologia, com diagndstico efec-

tivo para a presenca, ou nao, da bactéria.

Da documentagao enviada para a Comissao de Etica foi atribuido pelo Se-
cretariado da Comissao de Etica da Nova Medical School da Universidade Nova
de Lisboa o namero 72/2018/CEFCM ao processo. Com a aprovagao mencionada
no capitulo 6.3 o objetivo é validar o HELIC QT calculando a sua especificidade

e sensibilidade.

84



Conclusoes

7.1 Conclusoes

Todo o trabalho desenvolvido para otimizar a aquisi¢ao de espectros para

as amostras de ar exalado no GC-IMS obteve as seguintes conclusoes:

Altos fluxos de reten¢dao promovem uma elui¢ao mais rapida dos VOCs,
mas baixos fluxos de reten¢do vao aumentar os tempos de retencao dos compos-
tos. Pelo que as aquisi¢des das amostras de ar exalado apresentam melhor discri-
minacao entre VOCs quando o fluxo de retencao e o fluxo de deriva sao, respeti-

vamente, 100 ml/min e 150 ml/min.

O tempo de abertura da valvula pouco afeta a clareza dos resultados, o es-
sencial é garantir que toda a amostra injetada na entrada passa para o sistema e
¢ analisada. Por outro lado, os resultados foram muito mais satisfatorios quando
é utilizado o ar purificado como gas de arraste e de deriva. Os espectros apresen-

tam menos ruido de fundo e os picos conferem uma defini¢ao mais clara.

A polarizagao em modo positivo mostrou ser a mais indicada para analisar
0s compostos organicos volateis das amostras de ar exalado. Desta forma a amos-
tra fica preservada e o rendimento da andlise € maximo, enquanto que em modo
negativo a amostra pode sofrer alguma degradacao devido ao processo que é

aplicado.

Os primeiros ensaios experimentais para o conjunto amostral de 5 volunta-
rios, onde foi utilizada ureia, revelou que o ar exalado apresenta um perfil carac-

teristico de VOCs e que pode ser variavel de individuo para individuo. Contudo,
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a ureia que foi ingerida nao revelou, nos espectros, indicativos da sua presenca
durante os 16 minutos de monitorizacao. Estes testes experimentais confirmaram
a neutralidade do composto quimico no metabolismo saudavel ndo revelando
alteragOes, comparativamente, a linha basal e comprovam a viabilidade do pro-
tocolo. Para além disso também certificou que nao existe variabilidade do perfil

quando a ureia tem origens laboratoriais distintas.

Os ensaios para a calibra¢ao do pico da amdnia mostraram que o GC-IMS
consegue detetar, com valores claros e mensuraveis, amostras que apresentem
uma concentragao do composto na ordem dos 48 ppb. A amostra da solugao mae
foi detectada mas nao foi quantificada revelando que a concentragao de 389000
ppb ultrapassou os limites de deteccao e de sensibilidade da maquina. A partir

de valores superiores a este ja nao € possivel obter o valor preciso.

Apesar de ndo ser parte integrante do projecto, encontrar os limites de de-
teccao para a amonia, a amostra de mais alta concentracao que foi detetada e

quantificada correspondeu a 19500 ppb.

Relacionando as intensidades dos espectros com os valores tedricos estima-
dos para a concentracao verifica-se uma coeréncia nas dilui¢des realizadas. A
amostra Aml1 corresponde a segunda mais concentrada, apds a solugao mae, a

Am? a terceira e a Am3 corresponde a mais diluida.

O estudo que permitiu observar o efeito metabdlico apds ingestao da ureia,
numa amostra de 30 sujeitos saudaveis, revelou que nao existem alteragoes signi-
ficativas. Os 18 minutos que se seguiram, apos ingestao da ureia, ndo revelaram
em nenhum elemento amostral a ocorréncia de novos VOCs nem aumentos de

intensidade que induzam a aumentos de concentra¢ao de compostos.

E com boa certeza que se pode afirmar que o perfil metabélico de todo o
conjunto amostral é considerado saudavel confirmando a auséncia da H. pylori.
Também o despiste para a presenga dos compostos de acetato de etilo e 2-buta-
nona foi positivo. Nao foram encontrados em espectro algum do grupo amostral,

caracteristicas que evidenciem relagao com a presenca da H. pylori. Apesar de
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ainda nao ser confirmado pela comunidade cientifica, estes, sdo compostos en-

dogenos hipoteticamente associados a presenga da bactéria em meio gastrico.

O estudo ainda permitiu verificar que o perfil de metabolitos é varidvel e
caracteristico de individuo para individuo. Varidveis como o género, o periodo
de jejum, o estilo de vida, os habitos alimentares, o consumo de 4lcool ou de ta-
baco e ainda as patologias sao fatores que promovem a variabilidade no perfil de
VOC:s. Perante esta afirmacao é espectavel encontrar diversidade em mapas to-

pograficos tal como aconteceu em certos elementos do grupo amostral.

A caracterizagao do perfil da ureia revelou que este é considerado um com-
posto estavel no organismo humano nao apresentando influéncias metabdlicas

mensuraveis num sujeito saudavel.

O GC-IMS revelou ser um meio analitico promissor para discriminar o pa-
drao de VOCs que compdem o ar exalado. A sua eficacia, precisao, rapidez e co-
modidade conferem-lhe caracteristicas apelativas que se traduzem numa suges-

tao nao-invasiva para detetar patologias, nomeadamente a infeccao pela H. pylori.

O teste descartavel e ndo-invasivo para o despiste da infeccao pela H. pylori,

HELIC QT, encontra-se operacional e apto a ser testado em meio hospitalar.

O protocolo de utilizacao foi revisto e adaptado para ser utilizado por pro-
fissionais de satide bem como pelo agregado familiar, autonomamente. A bomba
de sucgao projetada e construida pelo grupo de investigacao, foi testada quanto
a robustez e fiabilidade do seu funcionamento. Esta também preparada para re-
alizar a contagem do tempo e para analisar o resultado do teste através da le-

genda explicativa.

A sugestao de um leitor de resultado foi pensada para oferecer um resul-
tado mais intuitivo ao utilizador. Apds diversas tentativas chegou-se a um pro-

totipo aperfeicoado e pronto a ser testado.

Todos os trabalhos desenvolvidos na elaboracao do kit HELIC QT foram de
encontro a garantia da viabilidade aplicativa junto dos profissionais de satide e

dos doentes. O kit esta apto a iniciar o estudo da prova-de-conceito em servigos
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de Gastroenterologia para validar a especificidade e a sensibilidade do método
analitico. Este passo abrira o espectro a comercializagao para centros hospitalares

e para nucleos familiares devido as suas caracteristicas.

7.2 Trabalho futuro

O trabalho desenvolvido no ambito do projecto que visa contribuir para oti-
mizar o diagndstico de uma infeccao pela H. pylori por metodologias nao-invasi-

vas suscitou interesse para aprofundar a tematica por diferentes vias.

Comegando por sugerir uma calibragao adequada da amonia, no GC-IMS,
¢ conveniente e essencial que se encontre o limite maximo de deteccdo para o
composto. Este passo ganha relevancia na medida em que contribui para padro-

nizar os niveis sauddveis do composto no ar exalado.

Os resultados obtidos enfatizaram a importancia que tem vindo a ser de-
monstrada no que respeita a utilizagao do GC-IMS para analisar o ar exalado. A
possibilidade de obter um perfil metabdlico que permita detetar infe¢des apenas
com amostras de ar é um passo promissor nos diagnosticos e terapéuticas. No
entanto, como o sucesso para a aplicabilidade desta técnica de diagnodstico passa
por ter uma biblioteca de biomarcadores para infe¢des sugere-se o estudo da ati-
vidade da H. pylori em ambiente gastrico (real ou simulado) com e sem presenca

da ureia para identificar um perfil de VOCs.

Face a necessidade de comparacao do perfil metabolico dos individuos sau-
daveis com um grupo amostral que apresente a infec¢do, recomenda-se a aplica-
cao do teste de recolhas de ar exalado com administracao de ureia em doentes.
Deverdo apresentar as mesmas caracteristicas do grupo de controlo, para além

de presentar a infec¢ao por H. pylori.

Uma sugestao para aumentar a sensibilidade do teste com o dispositivo au-
tomatico de recolha de ar é aumentar a concentracao da ureia administrada. E

importante conhecer a influéncia desta varidvel no ar exalado de saudaveis e de
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doentes que apresentem infeccao por H. pylori. O perfil de VOCs deve ser defi-

nido.

No que respeita ao material utilizado na recolha de ar, seria sugestivo e per-
tinente utilizar seringas de vidro, que impe¢am ou minimizem a contaminagao
que ocorre no ar exalado recolhido. As tipicas seringas cirtirgicas e estéreis sao,

tipicamente, em latex, um material que revelou diversos VOCs nos espectros.

Quanto ao kit HELIC QT, de futuro, o bocal descartavel devera ser redese-
nhado para um formato mais ergonémico e que tenha em conta uma fixacao que

nao cause desconforto nos dentes.

Para que o teste seja transversal a todas as idades a utiliza¢ao do teste des-
cartavel em criangas deve ser acompanhada por um estimulo que as oriente para
o ritmo respiratério desejado. Assim sugere-se o desenvolvimento de uma apli-
cagao com um boneco interativo que as estimule a seguir o ritmo respiratdrio por
mimetizagao. A titulo de exemplo seria uma crianga a encher um baldao com ar e

a esvazia-lo de forma sistematica ou ainda a sentir o aroma de um ramo de flores.

ApOs os ensaios em laboratorio sugere-se a realiza¢cao de um estudo com a
utilizagao do kit HELIC QT num grupo amostral significativo, em meio hospita-
lar. O objetivo é apurar o nivel de sensibilidade e de especificidade do dispositivo

analitico.

Para averiguar a competitividade do método de despiste para a infecgao
seria pertinente comparar os resultados com outros métodos utilizados na pratica
clinica, tal como, o teste respiratdrio da ureia ou o de identificagdo de antigénios

nas fezes.

Estas sugestoes vém de encontro as questoes que foram surgindo no decor-

rer do projecto.

O futuro da investigacao cientifica esta de “maos dadas” com a obtengao de
uma pratica clinica preventiva da doenga que minimize ao maximo a intervengao
invasiva. A Engenharia Biomédica trabalha com vista na reabilitagao com quali-

dade de vida e na prevengao.
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Consentimento Informado,

Esclarecido e Livre para a Participacao em Estudo de In-
vestigacao

(de acordo com a Norma n2 015/2013, de Direcdo Geral de Salde)

Estudo: “Perfil da Ureia no Ar Exalado de Diferentes Origens Respiratdrias (Alveolar e
Esofagico)”

No ambito dos projectos de Mestrado em Engenharia Biomédica da Faculdade de Cién-
cias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa (FCT-UNL), pela mestranda Carolina
Conduto, e de Doutoramento em Engenharia Biomédica da Faculdade de Ciéncias e Tec-
nologia da Universidade Nova de Lisboa (FCT-UNL), pelo doutorando Paulo da Costa San-
tos, através da pareceria entre a FCT-UNL e a NMT, S.A. (empresa spin-off da FCT-UNL),
coloca-se a consideragdo de V/ Exa. a possibilidade de participagdo num estudo intitu-
lado “Perfil da Ureia no Ar Exalado de Diferentes Origens Respiratorias (Alveolar e Eso-
fagico)”.

A utilizacdo de um teste rdpido e ndo-invasivo para a recolha de diferentes porg¢des do
ar exalado de acordo com a sua origem respiratdria apresenta-se como um passo deter-
minante no método de deteccdo da infeccdo pela bactéria Helicobacter Pylori, como
forma de prevenir a evolucdo de patologias gastricas para situacGes agravadas. Desta
forma espera-se a repetibilidade de um teste destinado a varios utilizadores que garanta
uma resposta universal para todo o agregado familiar.
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O presente estudo apresenta dois objetivos: auferir a viabilidade, variabilidade e repe-
tibilidade de um teste rapido e ndo-invasivo de recolha de ar exalado proveniente de
diferentes origens respiratdrias e ainda criar um perfil de metabolitos presentes em
amostras de ar esofagico e alveolar, recolhido dos participantes, antes e depois da
administracdo de ureia tépica, com o uso de uma tecnologia inovadora de recolha de
ar exalado. Nesta conformidade, sera utilizado um método nao-invasivo de recolha de
ar exalado humano (através do BreathCollect - um dispositivo de recolha seletiva e au-
tomatica de ar exalado) para posteriormente analisar estas amostras biolégicas com
recurso a técnicas analiticas.

Neste estudo é requerida a presenca dos voluntarios em duas sessGes experimentais (1
e 2). Dentro de cada sessdo, os participantes seguirdo exatamente o mesmo procedi-
mento sendo que apenas varia a por¢ao de ar recolhido pelo BreathCollect (na 12 sessao
serd recolhido ar alveolar e na 22 sessdo ar esofagico). Como forma de comparacao e
validacdo de resultados irdo também ser efetuadas recolhas do ar ambiente do local
onde é realizado o estudo.

Em cada sessdo o voluntdrio responde, em 3 minutos, a um breve questionario e du-
rante, aproximadamente, 40 minutos decorre a recolha e analise de amostras de ar.

Os voluntarios ao abrigo deste estudo devem corresponder obrigatoriamente a requi-
sitos de indole pessoal necessarios para a boa execucdo do mesmo. Tais requisitos in-
cluem a necessidade de o participante ser saudavel (com especial atencdo a doencas
gastricas, hepaticas, pulmonares e cardiacas), ndao fumador e com uma idade variavel
entre os 20 e os 35 anos. Adicionalmente, considera-se fator de exclusao deste estudo,
a presenca de voluntdarias com indicios de gravidez.

Adicionalmente, pede-se aos voluntarios que cumpram um conjunto de pré-condigées
necessarias de forma a manter a elevar os niveis de repetibilidade e fiabilidade do es-
tudo. Estas pré-condicdes incluem:

e Jejum de 3 a 5 horas antes das medicOes (é permitido beber dgua pura);

e Nao ingestdo de dlcool e leguminosas (ervilhas, feijao, lentilhas, soja, etc)

na ultima refeicdo “grande” (jantar ou almoco) antes da realizacdo do teste;

e A lltima refeicdo antes do teste deve ser ligeira evitando carne, peixe e co-

gumelos;

e Lavagem dos dentes realizada 3 horas antes da realizacdo do teste e imedi-

atamente apos a uUltima refeicado;

e N3o usar produtos de higiene com odor ou perfume antes das medicées.
Nestes termos, é garantido o anonimato assim como a confidencialidade dos resultados
obtidos nos exames e procedimentos que serdo realizados por estudantes universita-
rios, os quais se comprometem a assegurar o devido sigilo. Os resultados deste estudo
poderdao, mais tarde, ser apresentados, no entanto nunca serao identificados os partici-
pantes.

A participacgao é livre, voluntaria e sem custos sendo que ao participante é facultada a
possibilidade de desistir ou interromper em qualquer fase do estudo sem qualquer
efeito negativo.
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Eu
(Nome)

, declaro ter lido e compreendido este documento bem como as informacdes
verbais que me foram fornecidas. Foi-me garantida a possibilidade de, em qualquer al-
tura, recusar a disponibilizacdo de dados que de forma voluntaria forneco, confiando
em que apenas serdo utlizados para a investigacdo referidas e nas garantias de confi-
dencialidade e anonimato que me sdo dadas.

Assinatura do Participante:
Data: _ / /[
Assinatura do Investigador Responsavel:

Nota: O Termo de Consentimento informado é um documento no qual a sua op¢do em consentir (autori-
zar) é manifestada.

Investigadores: Carolina Conduto | Paulo Santos

Contactos: c.conduto@campus.fct.unl.pt | ph.santos@campus.fct.unl.pt
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“Estudo: Perfil da Ureia no Ar Exalado de Diferentes Origens Respiratdrias (Alveolar e Esofdgico)”

Data:
Informacbes Gerais e Histdrico Clinico Assinatura:

Nome:

Idade:

Peso (Kg):

Altura (m):

1. Por favor, indique, com uma cruz, as doencas que ja teve ou que ainda tem:
- Doengas coronarias (incluindo pressdo sanguinea). ...

-Doengaspulmonares ............coiiiiiiiinan. O
-Doengashepaticas............coiviiiiiiii.., O
-Diabetes .. ... O
- Doencgas neurodegenerativas .. ................... O
SCANCIO . ot O
- Refluxo gastro-esofagico......................... O
-Cariesdentarias. ... ...t e O
SOULIAS ettt e O

2. Toma algum tipo de medica¢do permanentemente?
Ndo O
Sim [ Qual:

3. Efumador?
Nao O
Sim O

4. Foi fumador regular no passado ou durante um longo periodo de tempo?
Ndo [
Sim O

Informacgoes para a 12 Sessdo:

1. Nos ultimos 15 dias tomou algum tipo de medica¢do?
Antibidticos O
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Bomba idnica de protdes [
Outros O Qual:

Consumiu alcool nos ultimos 3 dias?

Ndo [O

Sim O

Ha quanto tempo foi a sua ultima refeicdo? (o consumo de dgua ndo conta para a
questdo)

R: horas

Qual a composicdo da sua ultima refeicdo?

R:
Quanto tempo dormiu na noite anterior? R: horas
Qual a ultima vez que procedeu a higiene dentaria? R: horas

(No caso de ser do sexo feminino) Ha alguma possibilidade de estar gravida?

SIM O (E impossivel a realizagdo do teste nesta condicdo!)

NAO O

Comentarios (Informacdes pertinentes):

Informag0es para a 22 Sessao:

Nos ultimos 15 dias tomou algum tipo de medicagao?

Antibidticos O
Bomba iénica de protdes [
Outros 0 Qual:

Consumiu alcool nos ultimos 3 dias?

Ndo [O

Sim O

Ha quanto tempo foi a sua ultima refei¢cao? (o consumo de dgua nao conta para a
questdo)

R: horas

Qual a composicdo da sua ultima refeicdo?
R:

Quanto tempo dormiu na noite anterior? R: horas
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6. Qual a ultima vez que procedeu a higiene dentdria? R: horas

7. (No caso de ser do sexo feminino) Ha alguma possibilidade de estar gravida?

SIM O (E impossivel a realizacdo do teste nesta condic3o!)
NAO O

Comentarios (Informagdes pertinentes):

(Preencher apenas pelo responsavel do estudo)

Assinatura:

| Tese de Mestrado em Engenharia Bio-
médica
| Tese de Doutoramento em
Engenharia Biomédica



Bula para o HELIC QT

Primeira Pagina

nME

HELIC QuickTest

Para que serve o HELIC QT?

O HELICB QT é um teste descartavel e ndo-invasivo para despiste
da infegéo pela bactéria H. pylori. Esta infecgdo pode ser a causa
de dores abdominais, gastrites e ulceras gastricas.

O teste dura 15 minutos, é de fécil utilizagao, de resultado imedia-
to e pode ser realizado a partir dos 4 anos de idade.

a)

b)

c)
d)

e)

9)

Antes de realizar o teste leia atentamente o folheto.

O teste deve ser realizado de estomago vazio, com um jejum
nunca inferior a 3 horas. E recomendado que a ultima refeigao
seja ligeira evitando alimentos como carne, peixe e cogume-
los.

O teste ndo pode ser realizado se: tomou antibiéticos ha me-
nos de 4 semanas ; tomou anti-secretores, anti-inflamatérios,
inibidores de bomba de protées ou analgésicos ha menos de 2
semanas.

Nao ingerir alcool 3 dias antes da realizagdo do teste;

Ndo ingerir leguminosas (soja, lentilhas, feijao, ervilhas,...) 3
dias antes da realizagao do teste;

Nao mascar pastilhas no dia da realizagao do teste;

Nao consumir tabaco 3 horas antes da realizagao do teste; E
recomendada a lavagem dos dentes e o enxaguamento da ca-
vidade oral depois de fumar;

E necessirio lavar os dentes e enxaguar a cavidade oral antes
de realizar o teste.

Anexo
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Seccionar ambas as extremidades do tubo de teste e acoplar
uma das extremidades ao bocal e a outra ao tubo de contacto
com a bomba de sucgdo HELIC QT;

Enxaguar a cavidade oral com agua, sem engolir;

Colocar a porgéao larga do bocal descartavel ,acoplado ao tubo
de teste, na boca;

Aprisionar o bocal com os dentes mantendo os labios semi-
abertos para que a respiragdo nao seja forgada. Caso ocorra
acumulacéo de saliva durante o teste é aconselhado retirar o
bocal e engolir o excesso;

Ligar a bomba de sucgdo HELIC QT e, durante 6 minutos , ina-
lar pelo nariz e exalar pela boca para fazer a marca basal;

‘Decorrido o tempo, desligar a bomba e medir o comprimento
da marca roxa que surgiu no tubo. Registar o valor;

Inverter o tubo de medigdo. Conectar a extremidade ja marca-
da com o tubo que contacta com a bomba e a outra com o bo-
cal;

Providenciar uma solugao diluida de Ureia para ingerir. Enxa-
guar de imediato a cavidade oral;

Colocar novamente o bocal na boca e seguir os passos 4., 5. e
6.

Do resultado da subtragao entre os dois comprimentos obtém -
se um valor que correspondera ao resultado do teste.

Saudavel

MM

e H. pylori
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Espectros complementares a caracterizacao do perfil do ar exalado

A comparacao qualitativa entre a resposta a Ureia A e a Ureia B no metabo-
lismo humano infere que nao existem diferencas. Os resultados obtidos estao re-
presentados na Figura C.1 onde se verifica a evolugao do perfil metabdlico ao

longo dos 18 minutos apds ingestao de ambas as Ureias.

Todas as amostras foram recolhidas do mesmo sujeito para excluir a varia-

bilidade subjacente.
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Estatistica complementar a caracterizacao do perfil da Ureia do Capitulo 4.5

A Figura D.1 ilustra o grafico com a representacao do perfil da amodnia apos
toma da ureia de cada elemento do grupo amostral N=30. As amostras de ar exa-

lado correspondem a porgao alveolar.

PERFIL DA AMONIA APOS TOMA DE UREIA

260 g/‘\‘——_L
— .

210 i

INTENSIDADE RELATIVA
0 -
G g 1

160

110

60

0 1,5 5 8,5 12 16
TEMPO(MIN)

Figura D.1: Grafico de tendéncia, do perfil da amoénia no ar alveolar, para o grupo amos-

tral N=30.
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A Figura D.2 ilustra o grafico com a representacao do perfil da amdnia
apos toma da ureia de cada elemento do grupo amostral N=30. As amostras de

ar exalado corresponderam a porcao esofagica.

PERFIL DA AMONIA APOS TOMA DE UREIA

<

>

fu

5 4./.\i\.
w k

e 260 -

w

<

2 O
z o————o— *—

[UN)

E 210 \ —4 . 'y

160

60
0 1,5 5 8,5 12 16

TEMPO (MIN)

Figura D.2: Grafico de tendéncia, do perfil da amdnia no ar esofagico, para o grupo amos-
tral N=30.

De todo o ar expirado, a por¢ao de ar que demonstra interesse para o pro-
jecto é a correspondente ao esofdgico tal como esté justificado no capitulo 4.5.
Desta forma, todos os gréficos que se seguem no anexo correspondem as sessdes

de recolha de ar esofdgico realizadas com o grupo amostral N=30.

Para aferir tendéncias do perfil da amoénia o grupo amostral foi organizado

em diversos grupos com caracteristicas especificas.

Género Feminino vs Masculino

De entre o grupo amostral de saudaveis N=30 encontramos 19 sujeitos do
género feminino e 11 do género masculino. As tendéncias do perfil da amoénia

para ambos os grupos estdo ilustradas nos gréficos das Figuras D.3 e D 4.
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PERFIL DA AMONIA APOS TOMA DA UREIA
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Figura D.3: Perfil da amonia, ao longo de 16 minutos, para o género feminino. O grafico

representa a tendéncia da intensidade relativa, do composto.

PERFIL DA AMONIA APOS TOMA DA UREIA
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Figura D.4: Perfil da amoénia, ao longo de 16 minutos, para o género masculino. O grafico

representa a tendéncia da intensidade relativa, do composto.
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Idade

O espectro de idades do grupo amostral esta entre os 21 e os 34 anos pelo
que foi pertinente averiguar o comportamento da amonia de acordo com agru-
pamentos etarios. A Figura D.5 ilustra dois graficos de tendéncia para o género
feminino. Um grupo vai dos [20:23] anos e o outro dos [24:28]. A Figura D.6 ilus-
tra os graficos de tendéncia para o género masculino onde os grupos etarios sao

[22:25] e [26:35] anos.

PERFIL DA AMONIA APOS TOMA DA PERFIL DA AMONIA APOS TOMA DA
UREIA UREIA
g
= <
=
S —a—8—%—8— g5 | 2260
o 260 <
w w
o [«
2210 5210
2 >¢¢<: [a)
& - 5 /)/)(—x
= ol [
—_— z
110 —— ———— 110
60 60
0 1,5 5 8,5 12 16 0 1,5 5 8,5 12 16
TEMPO / MIN TEMPO / MIN

Figura D.5: Graficos ilustrativos do comportamento da amonia no ar exalado da amos-

tra do género feminino de acordo com dois grupos etarios.

PERFIL DA AMONIA APOS TOMA PERFIL DA AMONIA APOS TOMA

DA UREIA '<Z_( DA UREIA

< <
= 260 T 260
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2 160 Z 160
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o 1,5 5 8,5 12 16
TEMPO / MIN TEMPO / MIN

Figura D.6: Representacao grafica do comportamento da aménia no ar exalado de dois

grupos etarios do género masculino.
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Tempo de jejum

Para analisar a influéncia do namero de horas de jejum na concentracao da

amonia no ar exalado foi realizada uma estatistica de tendéncia ao longo dos 16

minutos para dois grupos distintos. Os dados foram agrupados de acordo com o

género e ainda pelo jejum ser inferior a um periodo de 4 horas ou superior a 4

horas. As figuras D.7 e D.8 ilustram os graficos que demostram o perfil da amonia

num jejum inferior a 4 horas e superior a 4 horas, respetivamente.
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Figura D.7: Perfil da amonia considerando o jejum inferior a 4 horas e o género. O grafico

da esquerda tem uma amostra de N=12 e o da direita uma amostra de N=7.
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Figura D.8: Perfil da amodnia considerando o jejum inferior a 4 horas e o género. O gra-
fico da esquerda tem uma amostra de N=7 e o da direita uma amostra de N=4.
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Medicacdao permanente

A presenca de farmacos de forma continuada pode ser um fator justificativo
de alteracdes no perfil de VOCs, em elementos do grupo de saudaveis. A Figura
D.9 ilustra o grafico de tendéncia da amoénia para os 12 sujeitos que tem uma
toma didria de quimicos, sendo que neste caso corresponde a toma de anticonce-

cionais.

PERFIL DA AMONIA APOS TOMA DA UREIA

MEDICAGCAO PERMANENTE (ANTICONCECIONAIS)

260
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0 1,5 5 8,5 12 16
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Figura D.9: Intensidade relativa do pico da amoénia nos 12 sujeitos que tomam farmacos

diariamente.
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Medicacdo ocasional

A introducdo de quimicos no metabolismo pode afetar a concentracao dos
compostos que constituem o perfil de VOCs de um individuo saudavel, mas de
forma temporéria. A Figura D.10 ilustra o comportamento da amonia, ap6s toma
da ureia, em 7 sujeitos que relataram terem tomado farmacos em menos de 15

dias.

PERFIL DA AMONIA APOS TOMADA UREIA
TOMA DE MEDICACAO
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Figura D.10: Grafico ilustrativo do perfil da amdnia nos sujeitos que tomaram farmacos

nos 15 dias antecedentes.
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Poster apresentado no 3 Nova Biomedical Engineering Workshop 2018

Device Development for Non-Invasive Test of
Bacterial Helicobacter Pylori’s Infection

Paulo Santos'?, Carolina Conduto’, Paulo Bonifacio’2, Nuno Neuparth?® and Valentina Vassilenko'2

T LIBPhys-UNL - Laboratério de Instrumentagio, Engenharia Biomédica o Fisica da Radiagio, Departamento de Fisica, Faculdade de Cléncias e
Tecnologia, Universidade NOVA de Lisboa, 2829-516 Caparica, Portugal
2NMT, S.A., Edificio Madan Parque, Rua dos Inventores, 2825-182 Caparica, Portugal
3 NOVA Medical School, Faculdada de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa, Campo Martires da Pitria 130, 1169-056 Lisboa

Intr i ion by Helicob VOC (Volatile Organic Compound) Profiling
After Non-radioactive Urea Ingestion

Racent non-nvasive breath tests used for detection of Helicobacter Pylori's infection have
become crucial pert on the disgnostic process of diseases including chronic gastritis,
‘duodanal andlor gastric ulcer and gastric cancar. Offering greatar comfort to the patient and

of non-invasive breath screening tests provide quickness, high sensitivity and specificity
with significant cost savings over invasive endoscopy, thersfore improving efficiency of

clinical procedures.
Disease i and Related
MALT Lymghoma. Related Symptoms:
=, |
S
* Nausea
* Passing Gas
e Ecophages! axhaled air was sampled reeortiog 10 an advanced automatc brsath
P sampling prototype’*?l developed by NMT, S.A.. Subjects rinse their mouths' and
—— v Urea was thon ad P
[} RS ‘within 20 minutes. Sample analysis was performed by an lon Mobility Spectrometer
e ek i with a Gas Chromatographic Column (GC-MS).
 Vomiting
; Duodenal Uioer Guatric Cancer * Burning ‘Before Urea Ingestion ‘Afer Urea Ingestion.

Device Ch ization and Op
NMT, SA's device detects H. pylori infection nondnvasively through it's
metabolites in exhaled sir

‘When present in gastric environment, H. pyfori produces a large amount of

urease:
NHSCONH; + H;0 " 2NH, + co,
‘which degrades urea to ammonia
NHy +H0 < NH,' + OH"
Correlating directly NI, with ammonia.
HELIC ABT from NMT dotocts ammonia concentration in exhaled air befors and after
12¢
'y d “ y pea i L
significant cost savings ovar most used H. pylori . types.
infection screening tests, optimization tests are need . « .
Bty | for this device. Those will be carried out in-situ as & * The main difference between GC-IMS spectra from the samples before and after
7] » proot.of.concept. This in gastrosntarology services was the peaks' ntensity, this for the same subject;
= of hospitals andior clinics under the guidance of « Differer indi
‘spocialized doctors.
Conclusions

c extend over Y period);
3 The characterization and optimization of the dovices’ and protocol will enable the comparison betwesn heathy subjects and Hospital patients, a crucial step to Implement this non-
invasive test for detection of H. pylori infection.
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Anexo

Decisio da Comissao de Etica da Nova Medical School da Universidade Nova

de Lisboa

meoicat
SEMOOL

@ Nova

Decisdo final sobre o projecto "D Ivi do dispositivo para teste
nao invasivo da infegao por bactéria Heliocobacter Pylori"

A Comissio de Etica da NMS|FCM-UNL (CEFCM) decidiu, por unanimidade,
aprovar o projecto de investigagdo intitulado "Desenvolvimento do dispositivo
para teste ndo invasivo da infegdo por bactéria Heliocobacter Pylori"
(n°72/2018/CEFCM), submetido por Prof. Doutora Valentina Vassilenko.

Lisboa, 29 de Outubro de 2018

O Presidente da Comissio de Etica,
7

e

(Prof. Doutor Diogo Pais)

TO WHOM IT MAY CONCERN

The Ethics Research Committee NMS|FCM-UNL (CEFCM) has unanimously
approved the Project entitled "Desenvolvimento do dispositivo para teste nao
invasivo da infegdo por bactéria Heliocobacter Pylori" (nr.72/2018/CEFCM),
submitted by Valentina Vassilenko, MD, PhD.

Lisbon, October 29", 2018

The Chairman of the Ethics Research Committee,
s

Campo dos Martires da Patria, 130 | 1169-056 Lisboa | Portugal | T. +351 218 803 000 — Ext. 20447 E-mail cefcm@fcm.unl.pt
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