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Resumo

O ar expirado é constituido por milhares de moléculas como gases inorgéanicos (ex.oxido
nitrico, dioxido e mondxido de carbono), COV’s (ex. isopreno, etano, pentano e acetona) e
outras substancias ndo volateis (ex. isoprostanos, peroxinitrito, citocinas, leucotrienos, pe-
roxido de hidrogénio e azoto). A composicdo e 0s niveis de concentracdo comuns dos
componentes no ar exalado sdo hoje razoavelmente bem conhecidos pelo que algumas
alteracOes a esta matriz podem ser usados como auxiliares em diagndsticos clinicos. Para o
diagnostico de patologias recorrendo ao ar expirado, a fracgdo que mais informacéo forne-

ce sdo 0s COV’s.

De facto, os COV’s tém origem enddgena (isto €, resultam dos processos metabdlicos do
organismo) e sendo excretados por Vvia respiratoria podem ser considerados biomarcadores

de patologias.

Sdo varias as patologias que sdo passiveis de deteccdo por testes respiratorios como asma,

pneumonia, diabetes, cancro, infeccdo por Helicobacter pylori, entre outras.

Os testes respiratorios sdo0 uma mais valia para a pratica clinica apresentado diversas van-
tagens relativamente aos métodos tradicionais como: sdo ndo invasivos, indolores, rapidos,
sem qualquer risco, de facil execucdo, sem causar desconforto e que podem ser realizados

rotineiramente em ambiente clinico.

No entanto algumas desvantagens estio associadas. E necessario desenvolver procedimen-
tos analiticos padrdo para melhorar a quantificacdo precisa dos compostos alvo. Mais estu-
dos sdo precisos também na area da analise propriamente dita para resolver os problemas

actuais com a amostragem, pré-concentracdo e técnica analitica.
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Abstract

The expired air is composed by thousands of molecules as inorganic gases (e.g. nitric
oxide, carbon monoxide and carbon dioxide), VOC’s (e.g. isoprene, ethane, pentane and
acetone) and others non-volatile substances (e.g. isoprostanes, peroxynitrite, cytokines,
leukotrienes, hydrogen peroxide and azote). The composition and concentration levels of
species commonly present in exhaled air are now fairly well known. Therefore, some
matrix changes can be used as clinical diagnostic aids. When using breath for the
diagnostic of some diseases, the fraction which provides the most information are the
VOC’s.

In fact, the VOC’s have endogenous origin (i.e. result from body metabolic processes) and

as they are excreted by airway, they can be used as pathologies biomarkers.

Several diseases can be detected using breath tests such as asthma, pneumonia, diabetes,

cancer, infection with Helicobacter pylori, among other.

Breath tests can be an important tool for clinic practice, presenting several advantages over
traditional methods such as: being non-invasive procedures, painless, fast, having no risk,

easy execution, causing no discomfort and can be routinely done in a clinic environment.

However, there are some disadvantages associated. It’s necessary to develop analytical
standard procedures to improve target compounds quantification accuracy. Further studies
are needed to solve current problems with sampling, pre-concentration and analytical tech-

niques.
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Introducéo

Desde ha muito tempo que se reconhece que a respiragdo humana pode ser utilizada como
uma potencial ferramenta de diagndstico e monitorizacdo de certas patologias.

A utilizacdo de testes respiratdrios remonta a antiga Grécia, onde Hipocrates fazia o
diagnostico de algumas patologias com base no hélito dos pacientes. Um cheiro frutado,
tipico da acetona, era indicio da diabetes, um halito a mofo e peixe era indicativo de
doenca hepatica avancada e um aroma a esgoto corresponderia a abcesso pulmonar
(Francesco et alii, 2004; Kim et alii, 2012). Depois de Hipdcrates varios foram o0s
investigadores que analisaram os componentes da respiracdo humana. No século XVIII,
Laplace e Lavoisier, detectaram a presenca de didxido de carbono no ar expirado e durante
0 século XIX, foram desenvolvidos testes respiratorios para deteccdo de alcool e acetona
(Li et alii, 2013). A verdadeira complexidade da expiracdo so foi conhecida em 1971, pelas
méos de Linus Pauling, que detectou e quantificou cerca de 250 substancias numa amostra

de ar expirado por recurso a cromatografia gasosa (Minh et alii, 2013).

Hoje em dia, mais de 3000 compostos organicos volateis (COV’s) ja foram detectados,
pelo menos uma vez, na respiracdo humana. A maioria destes compostos é de origem
exogena (isto &, sdo substancias volateis que sdo introduzidas no ar por inalagdo) ndo sendo
por isso Uteis para fins de diagnostico. No entanto, alguns deles por serem enddgenos, tém
um significado fisioldgico estando intimamente relacionados com determinadas doencas.
De facto, cerca de 300 compostos podem ser utilizados como biomarcadores de stress
oxidativo, inflamacgdo ou carcinogénese, que por sua vez contribui para o diagnéstico de
patologias como cancro da mama, cancro do pulmdo, doengas respiratorias, doencas
inflamatorias e diabetes. O grande problema do uso dos COV’s como biomarcadores, esta
na dificuldade em conseguir correlacionar os compostos identificados com a patologia
devido a complexidade dos processos metabolicos. Adicionalmente, o uso de um Unico
composto pode ndo ser suficiente para o diagnostico de uma doenca ja que as
concentragdes dos COV’s podem sofrer oscilagdes inter e intra-individuais (Arakawa et
alii, 2013; Francesco et alii, 2004).

Hoje em dia os testes respiratdrios estdo em crescente desenvolvimento para o diagnéstico
e avaliacdo de varias doencas comuns apresentando vérias vantagens em relagdo as

tradicionais analises ao sangue e a urina. De entre essas vantagens destaca-se o facto de se
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tratar de um método ndo invasivo, indolor, rapido, sem qualquer risco, de facil execucao,
que ndo causa desconforto e que pode ser realizado rotineiramente em ambiente clinico (Li
et alii, 2012). Pode ser facilmente aplicado a criancgas, incluindo recém-nascidos, e a

pacientes em ventilacdo mecanica com stress minimo para os pacientes (Kim et alii, 2012).

Apesar das muitas vantagens, a analise da respiracdo estd ainda numa fase inicial de
desenvolvimento devido a auséncia de procedimentos analiticos padrdo que limitam a
quantificacdo precisa de compostos alvo. Além do significado fisioldgico e da cinética de
exalacdo de potenciais biomarcadores, problemas como amostragem, pré-concentracao,
técnica analitica, normalizacdo e expressdo de dados tém de ser estudados, desenvolvidos e
padronizados de modo a que estas analises possam estar disponiveis no futuro e, pelo
menos parcialmente, possam substituir os bioensaios ao sangue e a urina (Kim et alii,
2012).

Com o presente trabalho, pretende-se fazer uma revisdo sistematizada, no que diz respeito
a analise de ar expirado para o diagndstico da satde publica, recorrendo a diversos artigos,
revistas e livros, no sentido de compilar o que ha de mais actual, no que diz respeito a esta

tematica.
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Capitulo I — Origem e constituicao do ar expirado

O ar expirado é constituido por milhares de moléculas. E composto por uma mistura de
gases inorgénicos (ex. oxido nitrico, dioxido e monoxido de carbono), COV’s (ex.
isopreno, etano, pentano e acetona) e outras substancias nao volateis (ex. isoprostanos,
peroxinitrito, citocinas, leucotrienos, peroxido de hidrogénio e azoto) (Zhou et alii., 2012;
Li et alii., 2012; Phillips et alii., 1999).

O ar expirado é constituido por diferentes fracgcdes. Os primeiros 150 mL sdo de ar que se
encontra nas vias aéreas superiores (“dead-space air”), isto €, espaco fisiologico entre a
boca e os bronquiolos terminais, onde nao ha qualquer troca gasosa com o sangue. Os 350
mL seguintes, denominados de ar alveolar, tém origem nos pulmdes, e resultam das trocas
gasosas, entre 0 sangue pulmonar e o ar (Natale et alii., 2014). Apesar de haver uma matriz
comum na composicdo das amostras de ar expirado, hd uma variabilidade qualitativa e
quantitativa inter e intra-individual especialmente no que diz respeito aos COV’s. COV's
como 0 isopreno, pentano, acetona, etano e metanol, que sdo produtos do metabolismo de
base, e por isso sdo presenga comum no ar expirado. No entanto, o nimero de COV’s por
amostra ascende a mais de uma centena com concentracdes que podem variar da ordem das
partes por milhdo (ppm) as partes por trilido (ppt), de acordo com factores como a
concentracdo no ar inspirado, a idade, estado de salde e estilo de vida do individuo (Zhou
et alii., 2012).

Para ser possivel diagnosticar ou monitorizar qualquer processo patologico, a partir da
presenca e/ou concentracdo de substancia(s) no ar expirado é necessario que a sua origem
seja enddgena, situacdo em que pode ser designada de biomarcador. Entre 0s compostos
endogenos que podem fornecer informagdes sobre os diferentes processos bioquimicos
incluem-se gases inorganicos como 6xido nitrico (NO), monédxido de carbono (CO) e
outros COV’s (como o etano, pentano, acetona, acetaldeido e isopreno), e substancias
normalmente nao volateis, tais como 0s isoprostanos, peroxinitrito, leucotrienos, peréxido
de hidrogénio ou citocinas que podem ser determinados no condensado do ar exalado
(Natale et alii., 2014; Miekisch et alii., 2004).

A identificacdo e quantificacdo destes biomarcadores é depois efectuada por diferentes
técnicas que podem ser divididas em trés grandes grupos: os métodos baseados na

espectrometria de massa (MS), frequentemente acoplados a cromatografia gasosa; 0s
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sensores quimicos (“bio-sniffers” ou narizes electronicos), desenvolvidos nos ultimos anos,
que possuem elevada selectividade e sensibilidade (Arakawa et alii., 2013; Biasioli et alii.,
2011) e a espectroscopia de absorcéo a laser.

Em 2005, os testes respiratorios eram utilizados em testes rotineiros de detec¢édo de etanol
na corrente sanguinea e também para o diagnostico de infec¢do por Helicobacter pylori,
através da deteccdo do complexo Cy3-Ureia. Em apenas 2 anos, os testes multiplicaram-se
e em 2007 os testes, utilizando respiracdo humana, aprovados pela FDA eram ja seis:
Etanol (aplicacdo da lei), Cis-ureia (infecdo Helicobacter pylori), Oxido nitrico (asma),
Hidrogénio (ma absorcdo de lactose), Mondxido de carbono (ictericia neonatal), Hidratos
de carbono (rejeicdo de transplante de coracdo) (Arakawa et alii., 2013; Li et alii., 2012;
Minh et alii., 2012).
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Capitulo 11 — Biomarcadores comuns na respiragao
1. Hidrocarbonetos

Os hidrocarbonetos saturados sdo produzidos por peroxidacao lipidica, a partir de acidos
gordos. O processo desencadeia-se pela exposicdo a espécies reactivas de oxigénio de
hidrocarbonetos insaturados, tais como os acidos gordos omega 3 e omega 6, que Sao
componentes basicos das membranas celulares. A peroxidacdo lipidica leva a producgéo de
etano (C,Hg) e pentano (CsHiz) bem como alguns aldeidos tal como o malondialdeido
(C3H40,)(Miekisch et alii., 2004). Os produtos finais sdo estaveis e tém baixa solubilidade
no sangue. No entanto, misturam-se facilmente com o ar expirado alguns minutos ap6s a
sua formacdo. Assim sendo, 0 etano e pentano podem ser utilizados para monitorizar o

stress oxidativo no corpo (Zhou et alii., 2012).

Testes in vitro e in vivo, demonstraram que a producdo de etano e pentano esta
intimamente ligada com a exposicao das células a espécies reactivas de oxigénio. Provou-
se, ainda, que o aumento da concentracdo de etano e pentano no ar expirado esta
relacionada com determinadas condicdes clinicas, como asma, doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC), apneia obstrutiva do sono, pneumonia, sindrome do desconforto
respiratorio agudo entre outras, sendo por isso estas espécies consideradas marcadores de
peroxidacao lipidica (Miekisch et alii., 2004; Zhou et alii., 2012).

Outros estudos mostraram também que a molécula de pentano pode ser utilizada como
marcador de patologias hepéticas (visto ser facilmente metabolizado por enzimas do
citocromo P450) e que a sua concentracdo aumenta em doengas como cancro da mama,
rejeicdo de transplante de coracdo, enfarte agudo do miocéardio, esquizofrenia e artrite
reumatoide (Phillips et alii., 1999; Zhou et alii., 2012). Embora possa ser utilizado nestas
patologias como biomarcador, 0 seu uso deve ter em conta a sua baixa especificidade (Li et
alii., 2012).

Estad provado que um tratamento com vitaminas E e C, bem como uma dieta baixa em
gorduras, diminuem significativamente os niveis de etano e pentano na expiragdo. Por
outro lado, os niveis destes compostos estdo aumentados em fumadores devido a elevada
concentracéo de hidrocarbonetos no fumo do cigarro e aos danos oxidativos causados pelo
tabagismo (Miekisch et alii., 2004).
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Alguns estudos clinicos sugerem a possibilidade de usar o isopreno (CsHg) encontrado na
expiragdo humana como marcador de danos nos pulmdes e respectiva reparacdo (Zhou et
alii., 2012). A quantidade de isopreno é significativamente reduzida no caso de pacientes
com DPOC, provavelmente devido ao deficiente mecanismo de reparacdo das células
alveolares. A mesma explicacdo pode justificar a reducdo do isopreno em situacdes de

falha cardiaca cronica e fibrose cistica (Zhou et alii., 2012).

2. Acetona

A acetona (C3HgO) é dos COV’s mais abundantes na respira¢do humana, sendo facilmente
detectavel em individuos saudaveis. A sua concentracdo encontra-se aumentada em estados

patolégicos como Diabetes mellitus ndo controlada (Miekisch et alii., 2004).

A producéo de acetona no organismo da-se no figado, e utiliza o excesso de Acetil-CoA
produzido na glicolise e na B-oxidacdo (Figura 1). Este excesso, sofre descarboxilacdo
dando origem acetoacetato, sendo a acetona formada, ja fora do figado, através do ciclo de
Krebs (Miekisch et alii., 2004).

/,—r—"'_—-—‘_P-F;
e T
P Glicslise /
A8 B-oxidacio ' /

Figural: Formacdo de acetona no organismo (adaptado de Miekisch et alii., 2004).
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3. Compostos contendo enxofre

Em individuos saudaveis, os niveis de compostos que contém enxofre no ar exalado séo
muito baixos. Um aumento dos niveis deste tipo de compostos ocorre em pacientes com
transplante de figado ou esta relacionado com insuficiéncia hepatica (Miekisch et alii.,
2004).

De facto, os compostos contendo enxofre sdo responsaveis pelo odor caracteristico na
respiracdo de pacientes cirrdticos. As moléculas mais conhecidas s&o mercaptano etilico,
dimetilsulfito ou dimetildisulfeto, que tém origem no incompleto metabolismo da
metionina na via de transaminacdo. Os mercaptanos sdo facilmente oxidados para os seus

respectivos sulfuretos (Miekisch et alii., 2004).

Uma outra molécula com potencial para ser um marcador é o dissulfeto de carbono (CSy).
N&o encontrado em individuos saudaveis, o dissulfeto de carbono é produzido durante o
metabolismo da metionina e poderia ser utilizado como indicador sensivel para a rejeicao

de érgdos ap6s um transplante pulmonar (Zhou et alii., 2012).

4. Oxido nitrico

O oxido nitrico (NO) é um dos contituintes da fase inorganica do ar expirado, tal como o
dioxido de carbono ou o mondxido de carbono (Kim et alii., 2012). E uma molécula
enddgena essencial na regulacdo do sistema respiratério. O NO €é importante no controlo
fisiologico da funcdo pulmonar e na fisiopatologia de varias doencas pulmonares tais como
a asma, a DPOC, a fibrose cistica e outras situacdes que envolvam inflamacéo crénica e
stress oxidativo (Augusto et alii., 2009). A sua formacdo tem origem no processo de
oxidagdo e desaminacdo da L-arginina em citrulina e NO, através de um sistema de trés
isoenzimas denominadas 6xido nitrico sintases (NOS). Duas delas dao constitutivas: a
neuronal (NOS1 ou nNOS) e endotelial (NOS3 ou eNOS), sendo dependentes de
compostos de calcio ligados ao efeito pro-inflamatério e produzem NO em pequenas
quantidades que tem um papel regulador local. A terceira forma € induzida (NOS 2 ou
INOS) (indugdo por citocinas inflamatorias, endotoxinas e toxinas bacterianas),
independente dos compostos de célcio é responsavel pela producdo de grandes quantidades
de NO (Zhou et alii., 2012).
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A actividade da NOS3 & comum em células endoteliais da circulacdo bronquica e
pulmonar regulando assim o fluxo vascular, contribuindo para a producdo de NO
periférica. Além disso, a NOS3 também pode desempenhar um papel na reducdo da
exsudacdo de plasma nas vias aéreas e na regulacdo do batimento ciliar (Zhou et alii.,
2012).

No entanto, a concentracdo de 6xido nitrico na expiragdo ndo tem como Unica fonte a sua
producdo proveniente das isoenzimas NOS. Cerca de 70-90% do NO exalado, € libertado
por moléculas contendo grupos tiol (tal como a cisteina e a glutationa) que reagem com o

NO formando S-nitrosoproteinas e S-nitrosotiois (Zhou et alii., 2012).

Provou-se existir uma relagéo estreita entre a concentragdo de NO e a asma. (Minh et alii.,
2012).

A necessidade de existir uma padronizacdo continua a ser um desafio, porque uma série de
factores condicionam a concentracdo de 6xido nitrico na respiracdo humana. Sabe-se que 0
tabagismo reduz a concentragdo de NO a curto e longo prazo, um aumento de L-arginina
ou a terapéutica com broncodilatadores, tais como B-agonistas, conduzem a um aumento
do NO exalado e ocorre uma diminuicdo dos niveis de NO nos doentes sujeitos a

terapéutica oral de corticosterdides e/ou broncoconstritores. (Zhou et alii., 2012).

5. Mono6xido de carbono

O monodxido de carbono (CO) pertence a fase inorganica do ar expirado e as suas
principais fontes sdo a degradacédo enzimatica do heme, libertacédo néo relacionada com o heme
(tal como peroxidagdo lipidica, xenobioticos e bactérias) e exdgena (Kim et alii., 2012; Zhou et
alii., 2012).

O CO encontra-se maioritariamente ligado as hemoglobinas que se localizam nos
eritrécitos circulantes. Uma pequena parte esta ligada a outros compostos como a

mioglobina que se localiza nos tecidos.

A heme oxigenase (HO) é a enzima responsdvel pela producdo no organismo de
aproximadamente 85% do CO exalado a partir da degradacdo da hemoglobina. A

degradacdo oxidativa de proteinas heme pela HO no figado, actuando como um
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mecanismo de defesa contra o stress oxidativo, leva a que este orgao seja considerado o
principal produtor de CO, seguido pelo bago, cérebro e sistema eritropoiético. Os 15% de
CO remanescentes provém da degradacdo da mioglobina, guanilato ciclase e citocromos
(Zhou et alii., 2012).

A actividade da HO é induzida prioritariamente por espécies reactivas de oxigénio.
Existem trés isoformas de heme oxigenase: HO-1, HO-2 e HO-3. A HO-2 é expressa
constitutivamente na maioria dos tecidos, enquanto que HO-1 é a unica forma indutivel e

HO-3 é detectada apenas em ratos (Zhou et alii., 2012).

Um aumento da concentracdo de CO enddgeno induzido pela actividade da HO-1 pode ser
causado por: stress oxidativo, hipdxia, metais pesados, arsenito de sodio, heme ou seus
derivados, vérias citocinas e CO exdgeno.

Vaérios estudos revelaram que infecgbes virais do tracto respiratorio superior podem
também resultar numa indugdo da HO-1 levando a um aumento no CO exalado. (Zhou et
alii., 2012).

Assim, niveis elevados de mondxido de carbono no ar expirado, podem ser uma indicacdo
precoce de um processo infeccioso agudo, que pode levar a exacerbacdo da asma e DPOC.
(Zhou et alii., 2012).

6. Compostos azotados

A determinacdo de compostos azotados é feita desde 1977, quando algumas aminas foram
detectadas e quantificadas numa amostra de respiracdo humana (Miekisch et alii., 2004).
Os compostos azotados provém da alimentacdo e sdo depois convertidos no figado em
compostos menos toxicos como € o caso da ureia (Hibbard e Killard, 2011). A amoénia, que
ndo é convertida a ureia, é excretada na respiracdo (Natale et alii., 2014). No caso doenca
hepética, os niveis de amonia aumentam dado que a conversdo em ureia se torna ineficaz
(Miekisch et alii., 2004).

Tal como indicado na Figura 2, a amoénia € absorvida no figado e vai reagir com o didxido
de carbono originando fosfato de carbamoil. E o fosfato de carbamoil que entra no ciclo da

ureia e ao reagir com a ornitina origina citrulina. Os aminoacidos séo introduzidos no ciclo
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através da sua transaminacao por aspartato, que se combina com a citrulina para formar
argininosuccinato. O argininosuccinato é entdo dividido em fumarato e arginina que, por
sua vez, reage com arginase e agua para a producdo de ureia e ornitina, iniciando-se um
novo ciclo (Hibbard e Killard, 2011).

O aspartato por um processo secundario consegue controlar a amonia disponivel para as

primeiras reaccOes desta com o didxido de carbono (Hibbard e Killard, 2011).

Oxaloacetato

Agua NADH+ NAD+ +
Amonia 4 g cetoglutarato Schiff- base ' Glhitiits
Il\lCﬂllCdii’lﬁO II]tCm]Cd]ﬂl’lﬂ Glulamato ’
ln(%r(’)hse i dihidrogenase
Sangue —’ Amonia + Diéxido de carbono —————g»  Fosfato de carbamoil Aspartato
Fosfato de | aminotransferase
carbamoil
sintase
Ommitina Citrulina + Aspartato,[ 4 o-cetoglutarato
Ornitina
Transcarbomoilase
Ureia
+ Arginase . Argininosuccinato
A hidrolise sintase
Agua - -
Argininosuccinato
Liase
Arginase + Arginina ~lf— Argininosuccinato
Fumarato

Figura 2: Ciclo da ureia (adaptado de Hibbard e Killard, 2011).

O odor caracteristico da respiracdo de pacientes com urémia esta associado aos niveis
elevados de dimetilamina e trimetilamina (Natale et alii., 2014). O aumento da
concentracdo de amdnia esta também associado a insuficiéncia renal ou a infec¢do por
Helicobacter pylori (Miekisch et alii., 2004).

7. Perdxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio (H,O,) é considerado um potencial biomarcador da inflamacao
das vias aéreas e do stress oxidativo. VAarios sdo os estudos que associam variagdes nos

niveis de peroxido de hidrogénio com doencas pulmonares (Zhou et alii., 2012).
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A producéo de H,0O,, em individuos saudaveis, resulta da reducéo do oxigénio proveniente
da cadeia transportadora de electrdes. Esta transferéncia de electrbes da-se de modo
espontaneo ou é catalisada por enzimas numa reaccao do anido superdxido com protdes de
agua (Zhou et alii., 2012).
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Capitulo 111 — Principais patologias passiveis de deteccdo por testes respiratorios
1. Doengas pulmonares

Nos ultimos anos a anélise ao ar exalado surgiu como nova fronteira em testes médicos
para o diagnéstico e monitorizacdo de doencas pulmonares e tem tido uma rapida
evolucdo. Niveis elevados de hidrocarbonetos (por exemplo, pentano e etano) e NO
exalado foram detectados em amostras de respiracdo de pacientes com asma, DPOC,

pneumonia e fibrose cistica.
i. Asma

A asma é uma doenca inflamatéria cronica das vias aéreas que se caracteriza pela
hiperresponsividade bronquica e obstrucdo reversivel das vias aéreas. Em individuos
susceptiveis, origina episddios recorrentes de pieira, dispneia, aperto tordcico e tosse,
particularmente nocturna ou no inicio da manha. A maioria dos pacientes sofre de formas
leves a moderadas podendo facilmente controlar os sintomas com a toma de
corticosterdides (Portal da Saude, 2014; Zhou et alii., 2012). A asma afecta perto de 150
milhdes de pessoas em todo o mundo. Em Portugal, 0s niUmeros rondam as 600 mil pessoas
afectadas por esta patologia (Portal da Salude, 2014).

As concentracbes de NO encontradas no ar expirado podem ser utilizadas para a
identificacdo de individuos com asma extrinseca (atopica ou alérgica) e intrinseca. Em
individuos ndo-fumadores, um aumento da concentracdo de NO esté associada a qualquer
tipo de asma sendo que no caso da asma alérgica a sua concentracdo esta relacionada com
0 tempo de exposicdo ao agente alergénico (Zhou et alii., 2012). Conforme referido
anteriormente 0 NO pode ser sintetizado por 3 isoformas da NO sintetase. Os niveis
elevados de NO em pacientes com asma sdo atribuidos a reducéo das vias aéreas devido a
activacdo da NOS2 causada por danos epiteliais das vias aéreas e/ou inflamacdo. Este
aumento é util no rastreio da asma pois permite diferencia-la de outras causas de tosse
cronica (Kim et alii., 2012).

Numa outra linha, alguns estudos revelaram que a monitorizacao da eficacia do tratamento
anti-inflamatorio da asma em resposta a inalagéo de corticosterdides, pode ser comprovada

pela diminuigdo dos niveis de 6xido nitrico (Zhou et alii., 2012).
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Além do NO, tém sido desenvolvidos estudos que garantem uma poténcia melhorada em
marcadores como 0 etano e 0 pentano. Esses mesmos estudos mostraram que 0s niveis de
pentano numa crise aguda de asma estdo aumentados e restabelecem a niveis normais

quando tende para a recuperacdo (Zhou et alii., 2012).
ii. Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC)

A DPOC é uma doenca inflamatdria caracterizada pela falta de ar e pela obstrugdo das vias
aéreas (Kim et alii.,2012). Trata-se de uma doenga geralmente progressiva e com reduzida
reversibilidade. A sua origem estd normalmente associada a uma resposta inflamatoria
anomala dos pulmdes a inalacdo de particulas ou gases nocivos. Os sintomas verificados
podem ser variados e estdo relacionados com a evolucdo da doenga. Destacam-se a
hipersecrecdo de muco, a disfuncgdo ciliar, a limitagdo do débito aéreo, a hiperinsuflacao
pulmonar, a ocorréncia de anomalias das trocas gasosas e a hipertensdo pulmonar. Estas
alteracdes desenvolvem-se em funcdo do processo de evolucao da doenca (Portal da Saude,
2014).

Na DPOC, os niveis de NO registados no ar expirado estdo interligados com a gravidade
da doenca. Pacientes com DPOC estavel (portadores de doenca ligeira ou moderada)
apresentam concentracdes de NO mais baixos, enquanto que pacientes com DPOC instavel
tendem a apresentar niveis mais elevados. Deste modo pode dizer-se que o NO pode ser
utilizado como marcador Util para a monitorizagdo clinica nestes pacientes (Kim et alii.,
2012; Zhou et alii., 2012).

Apesar de alguns estudos relatarem valores reduzidos ou mesmo inalterados de NO em
pacientes com DPOC estavel, outros reportam niveis elevados de NO em pacientes na
mesma situacdo. Esta contradicdo pode ser explicada pelos superoxidos produzidos em
situacbes de stress oxidativo, que reagem com o NO formando peroxinitrito. Este
peroxinitrito na sua forma instavel pode assumir a forma de nitrato que vai aparecer no ar

expirado de pacientes com DPOC (Zhou et alii., 2012).

Conforme anteriormente referido, os hidrocarbonetos etano e pentano sdo biomarcadores
de peroxidagdo lipidica (Miekisch et alii., 2004) tendo ambos sido detectados no ar
exalado por pacientes com DPOC. Os seus niveis encontram-se aumentados em pacientes
com DPOC, sendo os niveis de etano elevados correlacionaveis com a gravidade da doenca
(Zhou et alii., 2012).
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2. Diabetes

A diabetes, segundo dados de 2011 da Organiza¢do Mundial de Satde (OMS), atinge cerca
de 346 milhdes de pessoas em todo o Mundo. E uma doenca metabdlica que se caracteriza

pelo aumento da concentracdo de glucose no sangue (Silva, 2012).

Um conjunto de reaccBes quimicas assegura 0 processo continuo de decomposicdo e
renovagdo do metabolismo, ajudando a manter a homeostase do organismo. Alguns
disturbios metabdlicos alteram essas reacgbes quimicas levando a modificacdo das
concentracdes de compostos organicos volateis ou a producdo de novos compostos
organicos volateis, podendo assim ser possivel a sua identificagdo por via respiratoria
(Haick et alii., 2013). E o caso da diabetes que da origem a proeminentes alteracdes dado
que a insuficiéncia de insulina causa uma profunda alteracdo do metabolismo que conduz a
um aumento da concentracdo em glucose ou uma intensa lipolise. Nestes pacientes ha um
aumento da concentracdo em acetona no sangue e subsequente passagem para O ar
alveolar. Assim, o nivel de concentracdo em acetona no ar exalado pode ser correlacionado

indirectamente com os produtos metabdlicos da diabetes.

3. Cancro

Segundo dados da OMS, o cancro é considerado uma das principais causas de morte a
nivel mundial com cerca de 12 milhdes de novos casos a cada ano que passa (Haick et alii.,
2013). O desenvolvimento de cancro estd fortemente associado ao stress oxidativo e
inducdo das enzimas do citocromo P450. O stress oxidativo resulta do desequilibrio entre a
formacdo e desativacdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e radicais livres. As ROS
podem ser formadas na mitocondria ou entdo ter origem exdgena, por exemplo, fumo de
cigarro, poluicdo ou radiacdo. Durante o stress oxidativo, os radicais livres e ROS saem da
mitocondria dando origem a alcanos volateis. Além disso, enzimas do citocromo P450 que
catalisam a oxidacdo de substancias quimicas organicas podem ser reguladas por
moléculas de ROS no tecido humano (Haick et alii., 2013).

No caso do cancro de mama, hd um aumento do stress oxidativo e uma inducdo das

enzimas do citrocromo P450, levando a peroxidacdo lipidica dos acidos gordos
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polinsaturados das membranas celulares 0 que resulta num aumento da formacdo de

alcanos voléateis na respiracdo (Haick et alii., 2013).

4. Helicobacter pylori

A infeccdo por Helicobacter pylori tem sido uma das doencas gastrointestinais mais
estudadas, sendo o teste respiratério a ureia amplamente aplicado para o seu diagndstico
clinico. A Helicobacter pylori é um agente patogénico que coloniza a mucosa géastrica
humana e esté associada a Ulcera géstrica, Ulcera duodenal, gastrite e cancro gastrico (Kim
et alii., 2012; Elfvin et alii., 2014).

Apresenta uma taxa de infeccdo de 25%, nos paises ocidentais, e vai aumentando
proporcionalmente a idade. Uma regra de ouro diz que a prevaléncia da infeccao pelo H.

pylori é aproximadamente idéntica a idade (Amann et alii., 2014).

Um dos problemas na erradicacao da bactérica recorrendo a medicacao esta na resisténcia a
antibidticos como a claritromicina. Durante a ultima década, a taxa de sucesso caiu de mais
de 90% para aproximadamente 80% (Amann et alii., 2014).Estudos recentes mostraram
que a H. pylori interfere com as ROS, tal como o anido superoxido (O;), que esta
envolvido no processo de eliminacdo de microorganismos invasores. Numa situacdo
considerada normal, os neutrofilos fagocitam as bactérias invasoras dando origem a um
aumento das espécias reactivas. No caso da infec¢do por H. pylori, esta persiste ha mucosa

gastrica sugerindo que interfere com o sistema de radicais livres (Elfvin et alii., 2014).

Actualmente, um dos métodos de diagndstico é o teste de respiracdo de ureia e envolve a
medicdo da actividade da urease do organismo através de ingestdo de **C-ureia ou **C-
ureia. O teste consiste no paciente ingerir uma capsula contendo a ureia marcada com **C
ou **C. Uma vez no estdmago, se a bactéria estiver presente esta vai aumentar os niveis de
urease, metabolizando a ureia, e dando origem a di6éxido de carbono marcado (**CO, ou

4C0,) como mostra a equacdo a sequir apresentada (Equagio 1)

Equago 1;: (NH5),CO + H,O — CO, + 2NHj;
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Os compostos marcados séo absorvidos pelo sangue e difundem-se até aos pulmdes onde
vao ser excretados na expiracdo permitindo ser detectados (Costanzo, 2010; Hibbard e Kil-
lard, 2011).

Trata-se de um teste ndo invasivo e que pode ser feito num curto espaco de tempo (apenas
30 minutos) sendo por isso uma mais valia na monitorizacdo desta infeccdo (Amann et
alii., 2014).

5. Cirrose

A cirrose, na maioria das vezes, provem de uma situacdo de doenca hepética crénica que
trds ao doente varios tipos de complicacbes desde o risco de desenvolvimento de
carcinoma hepatocelular a hipertensdo devido ao desenvolvimento de fibrose no figado
conduzindo em ultima instancia a perda de funcdo devido ao desaparecimento da massa
funcional do figado e de desvio portossistémico caracterizada por ictericia e encefalopatia
hepética (Dadamio et alii., 2012).

A bidpsia hepética foi durante muito tempo o principal método de diagnéstico de cirrose,
no entanto apresenta-se como um teste altamente invasivo incapaz de avaliar a capacidade
funcional do figado ndo sendo o ideal para uma monitorizacdo frequente. Para contrariar
estes factos, desenvolveu-se uma nova versdo de testes que utilizam os COV’s para a
deteccdo e monitorizacdo da cirrose. Os primeiros estudos feitos na area identificaram
metilmercaptano e sulfureto de dimetilo no ar expirado de pacientes cirréticos em coma
hepético (Dadamio et alii., 2012).

Para a deteccdo da cirrose utilizou-se o teste de respiracdo usando *C-galactose. O teste
consiste na administracdo de uma dose de galactose ndo marcada e de *C-galactose.
Amostras sdo colhidas antes da administracdo e apds a ingestdo em intervalos de 30
minutos até decorridas 4 horas. Demonstrou-se ser possivel a distincdo das varias classes

de cirrose (Francesco et alii., 2004).

No caso da cirrose, quando se fala de niveis de COV’s alterados, esta variacao faz-se sentir
a nivel da maioria dos compostos. Este facto € explicado tendo em conta que o figado € o

principal responsavel pela metabolizagcdo de produtos toxicos para o organismo. Se a
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funcdo hepatica se encontra comprometida, a concentragdo de metabolitos na circulacéo

sistémica vai aumentar (Dadamio et alii., 2012).

6. Ma4 absorcao da lactose

A ma absorcdo da lactose é uma realidade comum na populacdo mundial contando com
cerca de 75% da populacdo afectada (Alexandre et alii., 2013). Esta condi¢éo caracteriza-
se pela incapacidade dos individuos em absorver ou digerir a lactose devido a falta de
enzimas intestinais. Esta auséncia vai-se manifestar numa permanéncia desta substancia no
[imen intestinal levando a retencdo de fluidos que causam diarreia e distensdo abdominal.
Cerca de 80% das pessoas com ma digestdo da lactose também sofrem de ma absorcédo de
frutose (Amann et alii., 2003).

As bactérias do intestino metabolizam os hidratos de carbono para espécies de baixo peso
molecular, tais como o dioxido de carbono, &cidos gordos de cadeia curta, ésteres, alcoois e
hidrogénio, que sdo eliminados na expiracdo do ar. Isto permite um diagnostico rotineiro e
ndo invasivo, medindo os niveis de hidrogénio no ar apés a ingestdo de um aglcar com
suspeita de ma absor¢cdo (Amann et alii., 2003). O hidrogénio forma-se a partir da

fermentacdo de hidratos de carbono néo digeridos (Alexandre et alii., 2013).

Um diagndstico de méa absorcdo é considerado quando a concentracdo de hidrogénio se
encontra 20 ppm acima da linha de base (Alexandre et alii., 2013). Este nivel é obtido apds
uma laténcia de cerca de 60-90 min (Amann et alii., 2003).
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Capitulo 1V — Procedimento para a analise de biomarcadores em amostras de ar

exalado

Tal como descrito anteriormente ha vérias espécies que podem ser usadas como
biomarcadores podendo a sua determinacdo ser efectuada em diversos contextos. No
entanto, qualquer processo analitico tem forcosamente que se iniciar com a recolha da
amostra. Seguidamente, e dependendo da espécie, utilizam-se equipamentos diferentes

para efectuar a sua anélise.

1. Amostragem — recolha e pré-concentracao

O primeiro passo para a obtencdo de resultados de qualidade numa qualquer anélise, € a
correcta recolha de uma amostra. A variabilidade dos resultados depende em muito da
auséncia de procedimentos padrdo para a colecta da amostra da respiragdo, técnica de pré-

concentracdo e posterior método de andlise (Natale et alii., 2014).

A recolha das amostras pode ser feita em modo on-line ou off-line. O modo on-line
caracteriza-se por ser um metodo directo onde a recolha é feita directamente para o sistema
da andlise, havendo uma perda reduzida de compostos. No modo off-line a recolha é feita
para um recipiente (saco especifico, composto de retencdo ou canister). Este modo é
utilizado quando nédo é possivel proceder a uma analise imediata da amostra e/ou quando
amostras que necessitam de um pré-tratamento (Ferreira, 2011). A utilizacdo de recipientes
de recolha tem ser efectuada de forma conveniente ja que pode expor o ar expirado a uma
série de condicBes que podem interferir com a integridade da amostra. Os sacos de colheita
sdo constituidos por filmes poliméricos que podem libertar compostos que reagem
guimicamente com o0s constituintes da amostra. Estas reac¢fes podem levar a formacao de
substancias que vdo alterar a amostra em estudo. No entanto, este recurso permite estender
as analises a um muito maior numero de pessoas (que deste modo ndo tém de se deslocar a
locais mais centralizados onde se encontram 0s equipamentos necessarios para a

determinacdo) com uma consequente reducéo do seu custo unitario.

Algumas caracteristicas devem ser tidas em conta quando se escolhe o recipiente da

amostra. Este deve ser de facil manuseamento e transporte, ter capacidade de
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armazenamento das substancias de interesse, por um periodo longo (ou seja, deve garantir

a estabilidade dos compostos desde a recolha até ao momento da analise) (Ferreira, 2011).

Existem no mercado varios tipos de sacos, sendo os Tedlar®, os mais utilizados e Flex Film

a mais recente aposta (Ferreira, 2011).

Relativamente ao método de colheita, podem distinguir-se dois tipos (Figura 3):
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50 ; | : :
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Figura 3: Respiracéo dividida em varias fases tendo em conta a concentracéo de CO, (adaptado de Miekisch
et alii., 2004) No grafico pode observar-se as vérias fases da respiracdo. Na Fase | inicia-se a expiracdo onde
a concentracdo de CO; é nula. Segue-se a Fase Il onde o CO, aumenta significativamente relativamente a
fase anterior. A fase Il onde a concentragdo de CO, se mantém mais ou menos constante ao longo do tempo.
E também no final desta fase que se atinge a concentragio maxima de CO,, possivel num ciclo respitatorio.
Apos esta terceira fase inicia-se a inspiragdo, marcando o inicio de um novo ciclo.

Colheita da respiracéo total: é a recolha mais directa de amostra, ndo necessitando de
equipamentos adicionais. No entanto tem como desvantagens associadas, o efeito dilui¢do
e contaminacdo devido ao ar existente no espaco entre a boca e os bronquiolos terminais
(“dead-space air”). O ar exalado recolhido corresponde ao ar total das trés fases (Fase I,
Fase Il e Fase IlI) (Figura 3) (Natale et alii., 2014).

Colheita da respiracdo alveolar: este tipo de colheita pressupde a separagdo do ar

alveolar do restante ar (Fase Ill), possibilitando a obtencdo de concentragbes aumentadas
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de COV’s (Natale et alii., 2014). O ar alveolar por ndo se encontrar diluido consegue
atingir concentracdes de COV’s trés vezes superiores as concentracdes detectadas na
respiracdo total (Ferreira, 2011). Para conseguir essa separacdo estdo disponiveis dois

métodos:

o Controlo do tempo da colheita da respiracdo - € o método mais simples mas ao
mesmo tempo menos eficaz; é efectuada a recolha automatica da amostra ap6s um tempo
pré-determinado depois do inicio da expiracdo. O grande inconveniente desta técnica é a
variabilidade devido as diferencas de volumes individuais do “dead-space air’e as
diferengas individuais no processo da respiragao.

. Controlo da amostra alveolar - é um método realmente eficaz e consiste no
principio de que a concentracdo de CO, expirado vai aumentando a medida que a
respiracdo decorre atingindo-se a concentragdo méxima no momento que antecede um
novo ciclo respiratério (tal como se pode observar na Figura 3). Assim sendo a colheita
deve ser realizada no momento exacto que antecede um novo ciclo respiratério (Natale et
alii., 2014).

Na amostragem ha, ainda, a considerar se a recolha é feita numa Unica respiracdo ou se

provém de varios ciclos de respiracao.

Outros factores a ter em conta sdo a presenca de contaminantes e as condi¢bes de
armazenamento. Por exemplo, os COV’s provenientes do ar inalado existente no meio
ambiente, podem dar uma informagéo errada quanto a sua concentragdo no corpo humano.

Para contrariar este tipo de contaminagéo pode:

o respirar-se ar puro por um tempo pré-determinado, e s6 depois efectuar a recolha da

amostra nas medicdes necessarias
. efectuar-se a subtracgdo do “sinal de fundo” do ar do sinal da respiragao.

Apesar de teoricamente a primeira alternativa parecer simples e de facil execug&o, torna-se
ineficaz por ser impossivel eliminar totalmente os COV’s inalados e também porque
muitos compostos exdgenos demoram dias até serem eliminados do corpo humano. Assim,

a correccdo para a contaminagdo externa passa frequentemente por efectuar a colecta e

32



Anadlise de ar expirado para diagndstico de patologias

analise de duas amostras de ar: uma de respiracdo e outra do ar ambiente (Natale et alii.,
2014).

Ja no que diz respeito as condi¢des de armazenamento devem ser tidos todos os cuidados

para evitar possiveis fontes de contaminacao.

Devido a reduzida concentracdo das espécies em analise nas amostras ar expirado, as
técnicas de pré-concentracdo sdo de grande importancia para o processo de analise. Ha
varias técnicas que se podem adoptar: “vasilha” metalica, extracgdo em fase solida em
varios solventes e microextraccdo em fase solida em fibras revestidas de silica fundida
(Francesco et alii., 2004; Miekisch et alii., 2004).

i. “Vasilha” metalica

O método consiste em recolher a amostra de ar expirado para um recipiente de aco
inoxidavel revestido com silica fundida. E possivel remover a agua e o didxido de carbono

sem perder os COV’s existentes (Francesco et alii., 2004).

ii. Extraccdo em fase solida

Os COV’s podem ser isolados dos restantes constituintes de uma amostra recorrendo a um
solvente adequado. Os analitos sofrem depois eluicdo por dessorcdo térmica o que vai

permitir uma maior concentracdo das substancias de interesse (Francesco et alii., 2004).

As principais vantagens deste método passam por uma boa estabilidade e limites de

deteccdo baixos (Amann et alii., 2014).

Esta técnica foi aplicada em moléculas como isopreno, etano, pentano, verificando-se uma

sensibilidade melhorada (Francesco et alii., 2004).
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iii. Microextraccao em fase solida

Este método de amostragem inicia-se pela colheita da amostra, em sacos de plastico
Tedlar®. Depois da colheita, 0s sacos sao aquecidos a 40 °C, onde ocorre a microextraccao
com fibras de carboxen-polidimetilsiloxano. As fibras séo utilizadas para inserir no método
de analise, por exemplo, espectrometria de massa associada a cromatografia gasosa

(Francesco et alii, 2004).

Foi também utilizado um método que recorre a um tubo de vidro em que as extremidades
sdo fechadas onde € inserida a fibra. Este sistema tende a ser menos complexo que o
anteriomente descrito, possibilitando a sua utilizacdo em testes de rotina (Francesco et alii.,
2004).

As principais vantagens deste método prendem-se com o facto de ser um aparelho
pequeno, de facil de manuseamento, que necessita de pequenos volumes de amostra sendo

0 processamento da amostra automatizado (Amann et alii., 2014).

2. Métodos analiticos

Para a andlise da expiracdo humana tém sido desenvolvidas vérias técnicas experimentais,
algumas das quais recorrendo a associacao de equipamentos aproveitando as sinergias de
cada um. A tabela a seguir apresentada (Tabela 1) faz um breve resumo dos métodos
existentes e das suas caracteristicas gerais. Na tabela podem-se comparar 0s Vvarios
métodos analiticos através do modo de operacdo, marcador utilizado bem como a sua
origem e a gama de deteccdo de cada técnica que pode variar de ppt, (partes por trilido de

volume) a ppby (partes por bilido de volume).
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Tabela 1: Métodos analiticos para anélise de ar expirado (adaptado de Kim et alii., 2012).

Pré- Hidrocarponetos; Per_o>,(i(_1agéo opt,
concentragio Aldeidos; I|p|d,|qa; opb
Sulfetos Bactérias v
Metabolismo
. Amonia; de proteinas;
DUfEHE Etanol Intoxicagdo e ppby
abuso
. ) Peroxidacéo
Directa Etano; CO lipidica ppby
Metabolismo
, Amoniaco; das prote_inas;
Pré-coluna de ! Metabolismo
multi-capilar ACHOE de dextrose; ppby
Isopreno "
Biossintese de
colesterol
Biossintese de
Directa Isopreno coles_tero[; ppt
Peroxidacéo Y
lipidica
Tempo real Compo_stos Per_oxio_lagéo opt
aromaticos lipidica v
Directa Né&o S' ntesg o!o PPty
6xido nitrico ppby,
Pré- Diferentes Peroxidacéo b
concentragao COV’s lipidica PPOv

#GC-MS - cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa
®SIFT-MS - espectrometria de massa associada a um tubo de deriva de seleccéo de ides
°PTR-MS - espectrometria de massa associada a reacgdo de transferéncia de protdes

i. Espectrometria de mobilidade i6nica (IMS)

A IMS eé um método analitico selectivo em que os ides, provenientes de moléculas de uma
amostra gasosa, sdo separados e identificados de acordo com a sua relacdo massa/carga
quando viajam num campo eléctrico uniforme na direccdo oposta a um fluxo gas

transportador neutro (Biasioli et alii., 2011). O processo decorre a pressdo ambiente e tem
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inicio com a ionizagdo do gas inerte por uma fonte de ionizagdo. Uma série de reaccdes
subsquentes leva a formacdo de ides reactivos que vao interagir com as moléculas da
amostra formando ides-produto, que s&o inseridos num campo eléctrico estavel que os faz
viajar ao longo do tubo de deriva com velocidades diferentes de acordo com a sua massa e
estrutura unica. Ou seja, 0s iBes-produto sdo separados de acordo com a sua mobilidade e

no final do seu percurso séo recolhidos pelo detector (Figura 4). (Kim et alii., 2012).

O sinal recolhido esta dependente do tempo que os ides demoram até chegar ao detector. O
tempo decorrido é inversamente proporcional a mobilidade i6nico do composto (Ferreira,
2011).
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Figura 4: Representacdo esquematica da espectrometria de mobilidade idnica (IMS) (adaptado de Ferreira,
2011). a) a fase de ionizacdo ocorrida na regido de ionizacdo; b) os ifes-produto sdo detectados no detector

segundo a sua mobilidade permintindo por meios graficos a sua disting&o.

ii. Cromatografia gasosa (GC)

O método mais comum para a analise de compostos a nivel vestigial na respiragdo humana

tem sido a cromatografia gasosa associada a um detector de ionizagdo em chama (GC-
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FID), a sua combinacdo com um espectrometro de massa (GC-MS) ou espectrometria de
mobilidade i6nica (GC-IMS) (Kim et alii., 2012).

O principio do método baseia-se na injec¢do da amostra numa coluna cromatogréfica. A
amostra é depois transportada ao longo da coluna por um fluxo de um gas inerte. E na
coluna que ocorre o processo de separacdo dos varios compostos constituintes da amostra,
separagdo esta que ¢ feita de acordo com a afinidade que tém com o material que constitui
o revestimento liquido da coluna e os pontos de ebulicdo dos compostos (Hibbard e
Killard, 2011; Kim et alii., 2012). Conforme referido anteriormente varios sistemas de
deteccdo tém sido interligados ao GC constituindo uma mais valia na quantificacdo de

compostos na respiracdo humana.

Entre as principais desvantagens apontadas a GC, destacam-se os factos de nao ser possivel
uma quantificacdo em tempo real e de as colunas cromatograficas poderem ser danificadas
pela humidade presente no ar expirado, pelo que se torna necessario recorrer um passo

adicional para remover qualquer vapor de dgua (Hibbard e Killard, 2011).
ii.a. Cromatografia gasosa associada a deteccao de ionizagdo em chama (GC-FID)

A cromatografia associada a detec¢cdo de ionizagdo em chama é o método analitico mais
utilizado nas anéalises a ar exalado ja que é o detector comum para a determinacao de
compostos organicos. Em geral, apresenta uma sensibilidade bastante elevada, uma ampla
faixa de resposta linear e um reduzido ruido de fundo. Os compostos organicos sdo
gueimados em chama, e ddo origem a ides e electrbes que conduzem a uma varia¢do do
potencial eléctrico. E esse potencial eléctrico que vai permitir a deteccdo quantitativa ou

qualitativa dos compostos (Kim et alii., 2012).
ii.b. Cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa (GC-MS)

A espectrometria de massa € uma técnica analitica em que atomos e/ou moléculas de uma
amostra sdo ionizados e/ou fragmentados, sendo os i6es produzidos separados de acordo
com a sua relacdo massa/carga (m/z). O padrdo de fragmentacdo obtido permite a
identificacdo da espécie e a quantificacdo dos fragmentos, o doseamento do composto alvo.

A associacdo do GC ao MS constitui uma enorme mais valia para a separacdo e
identificacdo de COV’s em matrizes complexas como é o caso do ar expirado. Inicialmente

0s compostos sdo separados na coluna cromatografica, chegando ao detector MS
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isoladamente, ja que possuem tempos de retencdo diferentes (Figura 5). Assim, apds a
separagdo dos varios constituintes da amostra, a sua analise qualitativa e quantitativa é feita
por espectrometria de massa, tendo como base a relagdo e abundancia dos fragmentos m/z
obtidos (Arakawa et alii., 2013; Bagjagbo, 2012).
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loo:J / /
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‘Cromatografia gasosa
Espectrometria de massa Computador

Figura 5: Cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa (adaptado de Ferreira, 2011)

Devido as suas vantagens, a técnica de GC-MS tem sido muito utilizada na anélise de
COV’s na respiracdo humana (Kim et alii., 2012). Como a maioria dos COV’s existentes
no ar expirado se encontra em concentracfes muito reduzida (na ordem do ppt), é

frequentemente necessario recorrer a pré-concentracao da amostra (Bagjagbo, 2012).

ii.c. Cromatografia gasosa associada a espectrometria de mobilidade i6nica (GC-
IMS)

Conforme mencionado anteriormente, o espectrometro de mobilidade i6nica é um detector
capaz de identificar e quantificar moléculas ionizadas em misturas gasosas. Os compostos
sdo separados de acordo com a sua mobilidade a medida que viajam numa fase mdvel
gasosa a pressao atmosférica sob o efeito de um campo eléctrico (Figura 6). O uso desta
técnica hifenada permite rentabilizar as potencialidades dos dois métodos, tendo sido

utilizada na analise de etanol e acetona no halito humano. (Kim et alii., 2012).
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Figura 6: Representacdo esquematica de um sistema cromatografia gasosa associada a espectrometria de
mobilidade ionica (adaptado de Palmer e Limero, 2001)

iii. Espectrometria de massa associada a reaccao de transferéncia de protdes
(PTR-MS)

Esta técnica permite uma analise de mistura de gases sem a necessidade de recorrer a pré-
concentracdo ou a processos de separacdo, sendo assim vantajosa para mistura de gases
como é o caso do ar expirado (Kim et alii., 2012; Amann et alii., 2003). A sua medigdo é
feita tendo em conta a razdo m/z, permitindo uma elevada selectividade e sensibilidade
(Amann et alii., 2003). Elementos com elevada abundancia no ar expirado como N, CO,

ou H,0 néo interferem na anélise (Kim et alii., 2012).

Os principais constituintes de um aparelho de medicdo PTR-MS sédo uma fonte de ides,
uma camara de reaccGes e um analisador de massa (Figura 7). A ioniza¢do quimica é
induzida por reaccdes de transferéncia de protdes com o H3O" como i&o reagente primario.
(Kim et alii., 2012). Como a maioria dos COV’s tem grande afinidade para os protdes, a
sua ionizacdo quimica ocorre prontamente (Equacdo 2). Os ides formados, sdo
posteriormente detectados e quantificados por espectrometria de massa, ou seja, tendo em
conta a sua razdo massa/carga. A quantidade de i6es formados na camara de reac¢ao esta
relacionada com a concentracdo de compostos organicos volateis existentes na amostra

gasosa de respiracdo (Bagjagbo, 2012).
Equagdo 2: H30" + VOC — VOCH™ + H,0

Esta metodologia é de grande vantagem na analise de amostras complexas, como é 0 caso
do ar expirado. N&o é necessario efectuar a pré-concentracdo e/ou separacdo da amostra
antes da analise, tendo esta técnica sido utilizada na determinacdo de cerca de 30 COV’s
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com concentracdes ao nivel do ppt (Kim et alii., 2012). A técnica foi também aplicada na
investigacdo da emissdo de COV’s intra e inter-pacientes bem como na sua monitorizagao
durante o sono (Kim et alii., 2012). O procedimento é adequado para a observacdo nédo
invasiva e online de processos metabdlicos que, anteriomente, ndo era possivel. A
limitacdo apontada a técnica reside no facto de a caracterizacdo das substancias ser
efectuada apenas pela sua razdo m/z o que limita a sua identificacdo quimica. Esta restri¢do
pode, no entanto, ser ultrapassada pela associa¢do a uma coluna GC, de modo a que uma
mistura com diferentes COV’s possa ser separada antes de chegar ao sistema PTR-MS
(Kim et alii., 2012).
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Figura 7: Espectrometria de massa associada a reacgdo de transferéncia de protdes (adaptado de Hibbard e
Killard, 2011).

iv. Espectrometria de massa associada a um tubo de deriva de selec¢ao de iGes
(SIFT-MS)

A técnica SIFT-MS é um espectrometro de massa de ionizagdo quimica que utiliza ides
precursores para ionizar gases numa amostra gasosa. E uma técnica analitica relativamente
recente, que esta na origem da metodologia PTR-MS atras referida. Apds injeccdo da
amostra no equipamento, sdo produzidos iGes por uma descarga eléctrica e passam através
de um quadropolo onde sdo separados de acordo com a sua razdo m/z. Esta separagédo
funciona como um filtro que permite que apenas 0s iGes com uma m/z especifica passem
para a parte seguinte do instrumento, o tubo de deriva. Os iGes que entram no tubo de
deriva sdo misturados com um fluxo de gas inerte (hélio) e os ibes positivos precursores -

Hs;0", NO* ou O," - reagem com as moléculas da amostra (Equacdes 3 e 4), originando
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ibes-produto, que sdo transportados ao longo de um segundo quadrupolo (inserido no
espectrometro de massa) no final do instrumento. Os iBes-produto sdo detectados pelo
espectrometro de massa (Figura 8) (Kim et alii., 2012; Bagjagbo, 2012).

Equagdo 3: H;0" + VOC — VOCH" + H,0
Equagdo 4: O," /INO" + VOC — VOC™ + 0,/NO

A semelhanca do que acontece com a técnica PTR-MS, no SIFT-MS a fragmentac&o dos
ifes-produto é muito reduzida pelo que se pode analisar a mistura de compostos no ar sem
a necessidade de utilizar técnicas de separacdo demoradas, como no GC-MS, o que permite
uma analise em tempo real. Além disso, apresenta também como vantagens o facto de ser
aplicavel a uma vasta gama de compostos e de ter trés reagentes disponiveis (HsO", NO* e
0,") permitindo uma maior capacidade de identificacio das moléculas. E possivel
constatar esta mais valia no caso da acetona, em que esta pode reagir por meio de
transferéncia de protdes com HzO" para originar CH;COCHsH", obtendo-se uma raz&o m/z
de 59, através da transferéncia de carga com O," para produzir CH;COCH3;" com razdo m/z
de 58, por ultimo pode reagir com NO* dando origem a CH3COCH3NO™ com uma razdo
m/z de 88. Utilizacdo de trés iGes reagentes permite uma identificacdo inequivoca e uma

quantificacdo precisa (Bagjagbo, 2012).

Esta técnica é aplicada na quantificacdo precisa de amonia em amostras de ar exalado em
pacientes com suspeita de colonizacdo do tracto gastrointestinal por Helicobacter pylori
(Kim et alii., 2012).
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Figura 8: Espectrometria de massa de iBes seleccionados do tubo de escoamento (adaptado de Hibbard e
Killard, 2011).
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v. Espectrometria de laser

A espectrometria de laser € um método selectivo tendo sido usado na analise de um
conjunto de biomarcadores como o etano (indicador para stress oxidativo), amonia (dialise
renal), 6xido nitrico (inflamacao das vias respiratérias), formaldeidos e acetaldeidos como
indicadores do cancro da mama ou pulméo ou o monoxido de carbono (Kim et alii., 2012).
A sua selectividade deve-se ao facto de utilizar comprimentos de onda muito especificos,
ndo havendo possibilidade de sobreposicdo com espectros de compostos existentes em
maiores concentra¢fes no ar como a dgua ou o dioxido de carbono (Amann et alii., 2014),
sendo possivel a deteccdo de compostos moleculares em concentragcbes muito reduzidas.
Apresenta ainda como vantagem o facto de a amostra ndo necessitar de qualquer tipo de
tratamento, sendo a analise possivel em tempo real (Kim et alii., 2012).

O principio do método consiste em fazer atravessar a amostra por um feixe de laser a um
comprimento de onda especifico para cada molécula que se pretende detectar. Depois
disso, o detector mede a quantidade do feixe de laser que foi absorvido que é proporcional
a concentracdo da espécie em andlise (Kim et alii.,2012).

Actualmente estes sistemas sdo ainda muito complexos, pelo que ainda ndo se registaram
utilizacdes em grande escala. No entanto, o rapido avango da tecnologia faz antever que
este venha a ser um método analitico importante na andlise do ar exalado (Kim et alii.,
2012).

vi. Sensores quimicos

Os sensores quimicos sdo dispositivos capazes de produzir uma impressdo digital quimica

de uma amostra respiratdria (Francesco et alii., 2004).

O sensor € composto por um eléctrodo, geralmente um metal e um cristal de quartzo
(Figura 9). O quartzo é revestido com uma substancia quimica especifica para cada
composto a medir, que fluem através do sistema. O eléctrodo € responsavel pelas
oscilagbes do quartzo, que com frequéncias muito especificas vai dar informacgéo sobre a
massa do analito. As alteragdes na frequéncia sdo proporcionais a massa do analito na
amostra (Hibbard e Killard, 2011).
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Figura 9: Representacdo esquematica de um sensor quimico especifico para a detec¢cdo de amonia (adaptado
de Hibbard e Killard, 2011).

A agregacdo de sensores quimicos em matrizes foi introduzida pela primeira vez, com o
objectivo de ultrapassar a selectividade limitada dos sensores de gas em estado sélido. Um
conjunto de sensores permite a quantificagdo e identificacdo de compostos com um
desempenho superior ao de um unico dispositivo (Natale et alii., 2014). Esta capacidade ¢é
comparada com um sistema de armazenamento numa base de dados, que permite que uma
amostra desconhecida seja incluida numa das classes existentes na base de dados

(Francesco et alii., 2004).

O conjunto de sensores de gas tem uma semelhanca muito estreita com as propriedades dos
neurdnios receptores olfactivos (ORN) (Natale et alii, 2014). Dada esta analogia, 0s
sensores quimicos sdo muitas vezes denominados por nariz-electronico, dada a sua

semelhanca com o comportamento olfactivo do nariz humano (Biasioli et alii., 2011).

Os narizes eletrénicos sao bons instrumentos para a classificacao dos diferentes padrGes de
COV. Este é o caso observado em vérias patologias, onde, em vez da variacdo da
concentracdo alguns dos biomarcadores, € o perfil global dos COVs que se encontra
alterado (Natale et alii., 2014).

Os sensores quimicos sao uma ajuda limitada para a identificacdo de doencas relacionadas
com compostos volateis, no entanto podem ser uma ferramenta valiosa na classificagdo dos

individuos de acordo com a patologia de interesse (Natale et alii., 2014).

Num estudo realizado para o diagnéstico do cancro do pulméo foram utilizados sensores
quimicos, que compreendem oito microbalancas de quartzo revestidas com diferentes

metaloporfirinas. Confirmou-se a alta sensibilidade desta combinacdo de sensores para
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alcanos e compostos aromaticos, que s@o reconhecidos como marcadores do cancro do
pulméo (Kim et alii., 2012).

Um outro estudo utilizou uma aplicagdo com uma microbalanga de cristal de quartzo
modificado com Ag’-ZSM para o diagnostico da diabetes. O sensor mostrou elevada
sensibilidade e selectividade para a acetona (Kim et alii., 2012).
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Concluséao

O ar expirado é constituido por diversos compostos capazes de fornecer informagéo sobre
0 estado de saude dos individuos. Dada esta capacidade, tem havido um crescente interesse
pela comunidade cientifica, pois muitos compostos encontrados no ar expirado podem ser
utilizados como biomarcadores de patologias. Trata-se de um exame nao-invasivo, de facil

execucao, repetivel e indolor face ao métodos tradicionais de diagndstico e monitorizacao.

No entanto, para os testes respiratorios fazerem parte da pratica clinica ainda é necessario
transpor algumas barreiras. E fundamental a existéncia de um maior nimero de estudos
para a compreensdo e correlacdo da alteracdo dos compostos detectados no ar expirado
com 0s processos metabolicos e respectiva associacdo a patologias. A uniformizacdo dos
processos de recolha e analise da amostra € mais um aspecto a melhorar nos testes
respiratorios. Por Gltimo, a padronizacdo de dados das matrizes respiratdrias devem ser um

aspecto a considerar visto ser essencial para a introducdo destes testes no ambiente clinico.

Numa perspectiva futura, acredita-se que o ar expirado pode alargar-se para o &mbito da
microbiologia e genética visto serem encontrados no ar expirado ADN e RNA de celulas e
microorganismos sugerindo que estes podem ser utilizados para o diagnostico de
patologias. Espera-se que nos proximos anos mais testes respiratorios ja aprovados pela
FDA entrem na préatica clinica tornando-se uma mais valia para o diagnostico e
monitorizacdo ndo invasiva de patologias e que mais estudos sejam feitos no sentido de

novos testes serem aprovados.
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