FABIANA GOULART MARCONDES BRAGA

Acetona exalada como novo biomarcador do diagnostico de

insuficiéncia cardiaca

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Séao
Paulo para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias

Programa de Cardiologia
Orientador: Prof. Dr. Fernando Bacal

Sao Paulo
2012



FABIANA GOULART MARCONDES BRAGA

Acetona exalada como novo biomarcador do diagnostico de

insuficiéncia cardiaca

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao
Paulo para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias

Programa de Cardiologia
Orientador: Prof. Dr. Fernando Bacal

Sao Paulo
2012



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicagdo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

©reproducdo autorizada pelo autor

Marcondes-Braga, Fabiana Goulart
Acetona exalada como novo biomarcador do diagndstico de insuficiéncia
cardiaca / Fabiana Goulart Marcondes Braga. -- S&o Paulo, 2012.

Tese(doutorado)--Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo.

Programa de Cardiologia.
Orientador: Fernando Bacal.

Descritores: 1.Insuficiéncia cardiaca 2.Acetona 3.Marcadores biol6gicos
4.Diagnostico/métodos 5.Metabolismo 6.Expiracdo 7.Espectrofotometria

USP/FM/DBD-031/12




Dedicatdria




Aos meus pais, Edson Fortes Marcondes e Maria Cristina Goulart que sempre
acreditaram, incentivaram e investiram em mim; concluir este trabalho s6 foi

possivel tendo como base os valores e principios que me ensinaram.

A minha irma Luciana Goulart Marcondes Calixto

por sua constante torcida, apoio e amizade.

Ao meu esposo Leonardo Inacio Marcondes Braga por seu apoio, carinho,
companheirismo e cumplicidade, mas principalmente por seu amor incondicional,

que sempre meu deu forca para vencer qualquer obstaculo em minha vida.



Agradecimentos




Ao meu orientador, Prof. Dr. Fernando Bacal por sua incrivel percepcéo clinica,
que deu origem a idéia aparentemente “maluca” deste projeto; por ter acreditado que
eu poderia coloca-lo em prética e, por fim, por sempre me incentivar e possibilitar

meu crescimento ndo s6 como pesquisadora, mas também como médica.

Ao Prof. lvano G. R. Gutz, que apesar de seus inimeros compromissos e afazeres
contribuiu em todas as etapas de nosso trabalho desde a elaboracéo do dispositivo de
coleta e o desenvolvimento do método de analise quimica até a elaboracdo do artigo

cientifico.

Ao Prof. Dr. Paulo H. N. Saldiva por ter acreditado e investido na idéia que
originou nosso estudo e por sua contribuicdo para a andlise estatistica dos dados e

elaboracdo do artigo cientifico.

Ao colega Guilherme Lopes Batista pelo desenvolvimento e execucdo das analises

quimicas, mas especialmente por sua dedicacao irrestrita ao nosso trabalho.

Ao Prof. Dr. Edimar Alcides Bocchi, diretor da Unidade de Insuficiéncia Cardiaca e

Transplante, que permitiu e colaborou para a realizacdo do estudo.

Aos assistentes da Unidade de Insuficiéncia Cardiaca e Transplante, Dr? Silvia
Moreira Ayub-Ferreira, Dr. Victor Sarli Issa, Dr. Paulo Roberto Chizzola, Dr.
Germano Emilio Conceigéo Souza, Dr®. Fatima das Dores Cruz e Prof. Guilherme
Vieira Guimaraes pelo apoio e, especialmente, a Dr?. Silvia Moreira Ayub-Ferreira

e ao Dr. Victor Sarli Issa pela contribuicdo para as analises estatisticas.

Ao Dr. Mucio Tavares, Dr®. Danielle Menosi Gualandro, Dr. Luis Fernando B. C.
Seguro, Dr®. Tania Marie Ogawa, Dr. Sérgio Jallad, Dr* Michele Zanotti Galon,
Dr? Lais Vissoto Garchet Santos Reis, Dr® Monica Samuel Avila, Dr®. Priscila G.
Goldstein, Mariana Moreira Lensi e a todos os médicos da Unidade Clinica de

Emergéncia pelo apoio e contribuicdo na selecdo de pacientes candidatos ao estudo.



Aos meus colegas de pds-graduacdo Dr. Sandrigo Mangini, Dr. Odilson Silvestre,
Dr. Jefferson Luis Vieira, Dr. Abrdo Abuhab, Dr. Miguel Morita e Dr. Paulo Cury

Rezende por dividir as angustias e incertezas desta fase de nossa formacéo.

As secretarias Ana Carolina Rezende e Maria de Lourdes Ribeiro pelo constante
apoio e torcida e a Maria Cecilia Alves Lima pelo apoio e disponibilidade para a

realizacéo dos testes cardiopulmonares.

A todos os enfermeiros, técnicos e auxiliares de enfermagem por sua ajuda na coleta
de exames dos pacientes e, especialmente, a Kauana, Soraya, Ana Claudia, Priscila

e Silvana pela indicacdo de voluntarios para participar do grupo controle.

Aos pacientes, que em meio ao sofrimento causado pela propria doenga que 0s

aflige, em nenhum momento hesitaram em participar e colaborar com a pesquisa.

A Central Analitica do Instituto de Quimica da USP, em especial ao Marcio

Nardelli, a Adriana, a Cristiane e a Alessandra pelas analises cromatograficas.

Ao Centro de Tecnologia Biomédica (Divisdo de Bioengenharia) do InCor, em
especial a Dr® Idagene A. Cestari e ao engenheiro Simdo Bacht por sua

contribuicdo no desenvolvimento do primeiro dispositivo de coleta de ar exalado.

Aos membros participantes da minha banca de qualificacdo, Prof. Dr. Antonio
Carlos Pereira Barreto, Prof. Dr. Bruno Caramelli e Dr. Alexandre da Costa

Pereira pelas valiosas sugestdes que contribuiram para a finalizacdo desta tese.

A Comissdo de Pos-graduacio e a Sra. Neusa Rodrigues Dini, Sra. Juliana Lattari

Sobrinho e Sra. Eva Malheiros Guiss de Oliveira pela atencéo e orientagéo.

A Fundagdo do Amparo a pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), pela

concessdo do auxilio a pesquisa e 0 apoio financeiro para a realizacao deste projeto.



Sumario




SUMARIO

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
LISTA DE SIMBOLOS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE GRAFICOS

RESUMO
ABSTRACT
1 INTRODUGAQ  coovroeesssssesesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses
1.1 BiOMAICAUOIES crrereererreeseessesseessesssesssessesssessesssssssessesssesssessssssssssessessesssessssssssasessnes
1.1.1 CONCERITO  oeereeeerererresseesseessssssssssssssssssesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssnsssnsasns
1.1.2 Biomarcadores de insuficiéncia cardiaca ......eveeeseeeeseeeesneene.
1.1.3 Racional da busca por novos biomarcadores ...........oeeereeeenees
IR0 3 =T o g =T o= To [0 g T [= = | OO
1.2 Anélise do ar exalado como método diagndstiCO .ceveceereereereeen.
1.2.1 Andlise do ar exalado em individuos SaUdAVEIS ......cccecerererrrrennee.
1.2.2 Andlise do ar exalado em doencas do trato respiratério ...........
1.2.3 Anédlise do ar exalado em doengas metabdlicas ...
1.2.4 Andlise do ar exalado em doencgas cardiovasculares ............
1.2.5 Andlise do ar exalado na insuficiéncia cardiaca «.....coweessssensne.
2 OBJETIVOS oottt sssssssssssssssssssssssss s sssssssssssssssssassssasssssssssssssssssssssssssassssas
D2 I = 15 0 1= o P
2.2 SECUNUAITOS -eerereerrserrsersssrsrssrssasssssessssssssessssssssesssssssssssssssssesssessssessssssssessssssssssssessassssnes
3 CASUISTICA E METODOS  eeeeeserreeessesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssseeees
3.1 Desenho e populagcdo do €StUAO  .ereenrcereesececeseeessecsresssessseaans
3.2 Coleta dO ar ©Xalad D e errnirrseseseesssessesssessssssssssssssssessssssessssssesssssssssens

3.3 Determinacéao por cromatografia gasosa e espectrometria de
massas: analise quimica qualitativa s

3.3.1 Cromatografiad QASOSA ....cererrerssemsesssssssesssssssssssesssessssssssssssssssssnss

0 W W w Pk

10
10
12
13
14
14
15

17
18
18

19
22
25

28
28



3.3.2 Espectrometria de MaSSaAS ....mmmsssssssssssssssssssssssssssnes 30
3.3.3 Determinacao Por GC-MS .....erereeesesesssessesssssssessssessssssssnees 31

3.4 Determinacéao espectrofotométrica: anélise quimica

(0 LU= 1 L = L L 7 34
3.5 Tamanho amostral e analise estatiStiCa ... 37
4 RESULTADOS  .ooeerireeeseessssesssssesssassssssssessssssssssssessssssssssssssssssessssssesssssesssssassssnesees 39
4.1 Analise do grupo CONTROLE versus grupo IC et 41
4.1.1. Caracteristicas gerais da popUlaGa0 .....oeermeesseeseesnsssssesessnens 41
4.1.2. Determinagao de acetona exalada por GC-MS .......eneen. 44

4.1.3. Determinacédo de acetona exalada por Espectrofotometria ... 45

4.2 Analise do grupo ICCOMP versus ICDESCOMP .....erecrsesesnennn. 49
4.2.1. Caracteristicas gerais da pOpUIACEO .....cmresresnsssmsssssssssessanes 49
4.2.2. Determinacédo de acetona exalada por GC-MS .....ereeeecne, 53
4.2.3. Determinacéo de acetona exalada por Espectrofotometria ... 54

4.3 Analise do grupo ICCONG versus ICBXDB -.creeneessesssssensenes 58
4.3.1. Caracteristicas gerais da POPUIAGAD .....cowwereerreerreresersseesssesssensans 59
4.3.2. Determinagao de acetona exalada por GC-MS ......cineeene. 63
4.3.3. Determinacéo de acetona exalada por Espectrofotometria...... 64

4.4 Variaveis clinicas e laboratoriais associadas a acetona .......... 66
4.4.1. ANAlISE UNIVANAUA .......ooeeereeeereeeeersesesseee s s ssssessssessssssssssasessssassssaas 66
4.4.2. Analise multivariada — Regressao Linear Mdltipla ..................... 69
4.4.3. Correlacao entre acetona exalada e BNP ..o, 71

4.4.4. Correlagéo entre acetona exalada e catecolaminas séricas ... 72

4.4.5. Relac&o entre acetona exalada e classe funcional (NYHA) ..... 73
4.5 Evolucgéo dos pacientes iNClUuidOS ...t 74
B DISCUSSAQ ..ooooooeeeeeeeeseeeessssssssssssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssseseses 76
5.1 Grupo controle versus grupo IC ..eeeneeeseeseesseessesssesssesssessseens 77
5.2 Grupo IC compensada versus grupo IC descompensada ........... 81
5.3 Grupo IC com congestéao versus IC com hipoperfusdo ......... 84

5.4 Correlagdes e interferentes na acetona exalada ....eeeeevenneee 86



5.5 Explicagbes fisiopatoldgicas para o aumento da acetona

EXAlAAA NA IC ettt bbb s st s 88
5.6 Acetona exalada e gravidade da IC ... eeeeeecesseseeeesseeens 92
5.7 LIMitag0eS d0 €STUAOD  .eeereereeeseeeseenssesssesssesssesssssssssssssssesssessssessssesssanees 93
5.8 Consideragdes finais e implicagfes clinicas .....veeeneeesenenn. 93
B CONCLUSOES  ooooooererreeeeeeeeeeeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 95
BN A | = 1 P 97
ANEXO A - Dispositivo inicial de coleta do ar exalado e 98
ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ......ccoee.... 100
8 REFERENCIAS ooeeeeeeeteeeestesessesesssesssasessssssessssssssssssssssasessssssssssasessssssssssasesssasssssaasess 104
APENDICE

APENDICE A - Fichas dos pacientes incluidos
APENDICE B - Peticéo de depoésito de patente nos Estados Unidos
APENDICE C - Cesséo de direitos dos inventores para a USP
APENDICE D - Cesséo de direitos dos inventores para a FAPESP
APENDICE E - Peticdo de depdsito de patente no PCT

(Patent Cooperation Treaty)
APENDICE F - Deciséo editorial do CHEST



Lista de
Abreviaturas




LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ADHERE
AGL
AlT
ANP
ATP
AUC
AVC
BNP
bpm
BRA
DDVE
et al
FEVE
FC

FR
GC-MS

GGT
HAS
HC.FMUSP

IAM

IC

ICBXDB
ICCOMP
ICCONG
ICDESCOMP
IC95%

IECA

Acute Decompensated Heart Failure National Registry
acidos graxos livres

acidente isquémico transitorio

peptideo natriurético atrial

trifosfato de adenosina

area sob a curva

acidente vascular cerebral

peptideo natriurético do tipo B

batimentos por minuto

bloqueadores dos receptores de angiotensina Il
diametro diastdlico do ventriculo esquerdo

e outros

fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo

frequéncia cardiaca

frequéncia respiratéria

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas

gama-glutamiltransferase

hipertensao arterial sistémica

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo

infarto agudo do miocardio

insuficiéncia cardiaca

insuficiéncia cardiaca descompensada por baixo débito
insuficiéncia cardiaca compensada

insuficiéncia cardiaca descompensada por congestao
insuficiéncia cardiaca descompensada

intervalo de confianga 95%

inibidores da enzima de conversao da angiotensina Il



IMC

InCor

irm
MR-proADM
NGAL

NO
NT-proBNP

NYHA
OR
PAS
PAD
ppb
ROC
SPSS
TEC
USP
VD
VE

indice de massa corporal

Instituto do Coracao

incursdes respiratdrias por minuto
midregional-proadrenomedullin
neutrophil gelatinase-associated lipocalin
oxido nitrico

fracdo N-terminal do pro-horménio do
natriurético tipo B

New York Heart Association

odds ratio

presséao arterial sistélica

presséao arterial diastolica

partes por bilhdo

Receiver-operator-characteristic

peptideo

Software Statistical Package for the Social Science

tempo de enchimento capilar
Universidade de Sao Paulo
ventriculo direito

ventriculo esquerdo



Lista de
Simbolos




LISTA DE SIMBOLOS

cm
g/dL

kg

m

mL
mL/kg/min
mL/min
mEq/L
mg/dL
mg/L
mg%
mL/min
mm
mmHg
mol/L

mol L™ atm™
m/z

ML
pg/kg/min
Ho/L

n

ng/mL

nm

nmol/L

Y

pg/mL
pmol/L

ppb

r

I,2

centimetros cubicos
gramas por decilitro
quilograma

metros

mililitros

mililitros por quilo por minuto
mililitros por minuto

mEq por litro

miligrama por decilitro
miligramas por litro
miligrama porcento
mililitros por minuto
milimetros

milimetros de mercurio
mol por litro

mol por litro por atmosfera
relacdo massa/carga

microlitros

microgramas por quilo por minuto

microgramas por litro
namero de pacientes
nanogramas por mililitro
nandmetros

nanomol por litro
significancia estatistica
picogramas por ml
picomol por litro

partes por bilhdo
correlagcao

r quadrado



uU/L unidades por litro

X versus
% porcentagem

°C graus Celsius

°C/min graus Celsius por minuto
B coeficiente beta

< menor

> maior

> maior ou igual

< menor ou igual

- menos

= igual

* mais ou menos



Lista de
Tabelas




LISTA DE TABELAS

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Caracteristicas gerais dos controles e de pacientes

Caracteristicas gerais dos pacientes com IC
compensada e IC descompensada .............ccceevvvvveennnne

Caracteristicas ecocardiogréaficas, laboratoriais e
medicacbes em uso dos pacientes com IC
compensada e IC descompensada ..............ccccevvnnnnnne

Acuracia da acetona para o diagnéstico de IC ..............

Caracteristicas gerais dos pacientes dos grupos
ICCONG € ICBXDB ..ot

Caracteristicas ecocardiograficas, laboratoriais e
medicacbes em uso dos pacientes dos grupos
I[CCONG € ICBXDB ....ccoiiiiiiiiee et

Andlise univariada das variaveis continuas em relacao
a acetona exalada ..........ccccceeeeeiiieeeeeeiieeeen

Andlise univariada das varidveis categoéricas em
relacdo a acetona exalada .............ccoeevvvvvviiiiiicicee e,

Andlise univariada das medicacbes utilizadas em
relacdo a acetona exalada ........cccccceeeeeeeiiiiiiiciiiinne,

Regressao Linear Mdltipla para acetona exalada .........

Evolucdo dos pacientes com IC ........cccoviiviiiiiiiieiinninnee.

43

51

52

58

61

62

67

68

69

74



Lista de
Figuras




LISTA DE FIGURAS

Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Producdo do peptideo natriurético do tipo B (BNP). O
BNP é produzido a partir do pre-pro-BNP, um precursor
de 134 aminoacidos liberado diante do estresse de
parede o cardiomiécito. O peptideo sinal de 26
aminoacidos € removido do pre-pro-BNP e da origem ao
pro-BNP, uma seqiiéncia de 76 aminoacidos que é entdo
clivada na fracdo N-terminal do proBNP (NT-proBNP)
biologicamente inativo e no BNP, uma molécula
biologicamente ativa de 32 aminoacidos ............ccccc.eevunees 4

Relacdo: genoma, transcriptoma, proteoma e

MeEetaboloma ..........oooiiiiii i 9
Desenho do eStudo .........cccocoviiiiiiiiiiii 25
Dispositivo de coleta do ar exalado.................cccvvenenene. 27
Diagrama esquematico do sistema GC-MS...................... 30

Cromatografo a gas acoplado (GC17A) a espectrobmetro
de massas (QP5050A) ....uuvuiiieieiiieeeeeeeeeeee e 32

Representacéo tipica do cromatograma da amostra de ar
exalado de um dos pacientes com insuficiéncia cardiaca
descompensada, visualizado pelo software CLASS-
GC5000. Painel A: Separacdo de componentes da
amostra de acordo com a afinidade pela fase
estacionéaria. Painel B: espectro de massa caracteristico
(0 F= = (o =] (0] o - 33

Representacdo da reagdo de salicilaldeido com acetona
€M MEIO DASICO .....evviiiiiiiiii e 34

Painel A: Coloracdo da solucdo apdés reacdo da acetona
com salicilaldeido. Concentracbes de acetona: 0,0
(branco); 0,7; 1,7; 2,8 e 3,4 mg/L. b) Curva de calibracao
obtida por espectrofotometria a 474 nm, apos 10h de
=Y Tox= o RO 35



Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Representacdo da acetona (propanona): modelo, férmula
estrutural e formula molecular .............cccccooeiiiiiieiiiiiinnns

Cromatografia gasosa-espectrometria de massas de um
individuo do grupo controle. O painel superior indica a
separacdo dos componentes da amostra e o0 painel
inferior o espectro de massas da acetona que produziu o
pico cromatografico observado no painel superior ............

Cromatografia gasosa-espectrometria de massas de um
paciente do grupo IC. O painel superior indica a
separacdo dos componentes da amostra e o painel
inferior o espectro de massas da acetona que produziu o
pico cromatografico observado no painel superior ............

Cromatografia gasosa-espectrometria de massas de um
paciente do grupo IC compensada. O painel superior
indica a separacdo dos componentes da amostra e o
painel inferior o espectro de massas da acetona que
produziu o pico cromatografico observado no painel
S 011 1 0] PRSP

Cromatografia gasosa-espectrometria de massas de um
paciente do grupo IC descompensada. O painel superior
indica a separacdo dos componentes da amostra e o
painel inferior o espectro de massas da acetona que
produziu o pico cromatografico observado no painel
£ 011 o PP

Cromatografia gasosa-espectrometria de massas de um
paciente do grupo IC descompensada com congestao
(ICCONG). O painel superior indica a separacdo dos
componentes da amostra e o painel inferior o espectro de
massas da acetona que produziu o pico cromatogréafico
observado no painel SUPErior ..........ccceeeiieviviiiiii e,

Cromatografia gasosa-espectrometria de massas de um
paciente do grupo IC descompensada com hipoperfusao
/baixo deébito (ICBXDB). O painel superior indica a
separacao dos componentes da amostra e o painel
inferior o espectro de massas da acetona que produziu o
pico cromatografico observado no painel superior ............

41

44

45

53

54

63



Figura 17 - Alteracdes metabolicas sistémicas na IC avancada

Figura 18 - Metabolismo da célula miocardica normal ...............

Figura 19 - Dispositivo inicial de coleta de ar exalado ...............



Lista de
Graficos




LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 -

Grafico 2 -

Grafico 3 -

Gréafico 4 -

Grafico 5 -

Grafico 6 -

Gréafico 7 -

Gréafico 8 -

Gréafico 9 -

Gréfico 10 -

Gréfico 11 -

Concentracdo de Acetona exalada nos grupos controle
insuficiéncia cardiaca ............ccoovcciiiiiiiiiiiie e

Concentracdo de BNP plasmatico nos grupos controle e
insuficiéncia cardiaca ............ccooocciviiiiiiiiiie e,

Curvas ROC da Acetona exalada e do BNP plasmatico
para 0 diagnostico de IC  ......cceeeiiiiiiiieee e

Concentracdo de Acetona exalada nos grupos IC
compensada e IC descompensada ............ceeveveeivieeennenn.

Concentracdo de BNP plasmatico nos grupos IC
compensada e IC descompensada ............ceeeeveeieeeeeennnnn.

Curvas ROC de Acetona exalada e BNP plasmatico
para o diagnéstico de IC descompensada ......................

Concentracdo de Acetona exalada nos grupos IC com
congestao e IC com hipoperfusdn .........cccccceveeeeeeiiininnnns

Concentracdo de BNP plasmatico nos grupos IC com
congestao e IC com hipoperfusdn .........ccccccevveeeeeiiiiiinnnns

Correlacdo entre Acetona exalada e BNP plasmatico ...

Correlacdo entre acetona exalada e catecolaminas
SEIICAS ...coieeeeeieeeeeeee e ——————

Correlacdo entre Acetona exalada e diferentes classes
fUNCIONAIS ...

46

47

48

55

56

57

65

66

71

72

73



Resumo




RESUMO

Marcondes-Braga FG. Acetona exalada como novo biomarcador do
diagnostico de insuficiéncia cardiaca [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2012.

A insuficiéncia cardiaca € uma sindrome clinica de alta morbimortalidade e
por este motivo é crescente o interesse em se estudar novos biomarcadores
da doenga visando buscar caminhos para novas estratégias terapéuticas.
Neste contexto, a andlise do ar exalado pode ser promissora. Baseado
nestes dados e na observacdo de que pacientes com insuficiéncia cardiaca
grave exalam odor peculiar, ainda em estudo piloto, nds identificamos
acetona no ar exalado de pacientes com insuficiéncia cardiaca. Assim,
nosso estudo teve por objetivo priméario avaliar o papel da acetona exalada
como biomarcador do diagndstico de insuficiéncia cardiaca e de insuficiéncia
cardiaca descompensada. Como objetivo secundario, avaliar sua relacéo
com a classe funcional segundo a classificacdo da New York Heart
Assocation (NYHA) e sua correlacdo com o peptideo natriurético do tipo B
(BNP). Entre maio de 2009 e setembro de 2010, pacientes consecutivos com
disfuncédo sistdlica (grupo IC) admitidos na emergéncia (insuficiéncia
cardiaca descompensada — grupo ICDESCOMP) e pacientes estaveis nos
altimos trés meses encaminhados para o teste cardiopulmonar (insuficiéncia
cardiaca compensada — grupo ICCOMP) foram submetidos a coleta de ar
exalado (extracdo em agua) para posterior analise qualitativa por
cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas e quantificacéo
por espectrofotometria de absorcédo, através da reacdo com salicilaldeido.
Entre os 235 pacientes avaliados, 89 foram incluidos (59 com insuficiéncia
cardiaca descompensada e 30 com insuficiéncia cardiaca compensada),
61% do sexo masculino e com mediana de idade de 52 anos. Vinte
individuos saudaveis (grupo controle) pareados por idade participaram do
estudo. O valor mediano (intervalo interquartil) de acetona exalada foi maior

no grupo IC em relacdo ao controle [3,70 pg/L (1,69-10,45 ug/L) versus 0,39



pg/L (0,30-0,79 pg/L), p < 0,001]. O valor mediano de acetona em pacientes
com insuficiéncia cardiaca descompensada foi maior do que no grupo com
insuficiéncia cardiaca compensada [7,80 pg/L (3,60-15,20 pg/L) versus 1,22
pug/L (0,68-2,19 pg/L), p < 0,001]. A acurdcia do método tanto para o
diagndstico de insuficiéncia cardiaca (acetona > 1,16 ug/L; area sob a curva
= 0,94) quanto para o diagnostico de insuficiéncia cardiaca descompensada
(acetona > 2,50 pg/L; area sob a curva = 0,93) foi aproximadamente 85 %,
semelhante a acuracia do BNP (BNP > 42 pg/mL; area sob a curva = 0,97 e
BNP > 424 pg/mL; area sob a curva = 0,94, respectivamente). Houve
correlacdo positiva entre acetona exalada e BNP (r = 0,772, p < 0,001).
Observamos aumento progressivo nas concentracfes de acetona exalada
de acordo com a piora da classe funcional segundo NYHA (p < 0,001).
Assim, podemos concluir que nosso estudo revelou a acetona exalada como
um novo biomarcador do diagnéstico de insuficiéncia cardiaca e de
insuficiéncia cardiaca descompensada, que estd associado a maior
gravidade da doenca e que apresenta correlacdo positiva com BNP. Sua
dosagem é um novo método de diagndstico ndo invasivo que pode ser

realizado a beira leito, cuja acuracia é semelhante a do BNP.

Descritores:
1. Insuficiéncia cardiaca 2. Acetona 3. Marcadores Bioldgicos

4. Diagndstico/método 5. Metabolismo 6. Expiracdo 7. Espectrofotometria
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ABSTRACT

Marcondes-Braga FG. Exhaled breath acetone as a new biomarker of heart
failure diagnosis [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo”; 2012.

Heart failure (HF) is a condition associated with high mortality and frequent
hospital admissions. In this context, multiple biomarkers of heart failure
severity have emerged recently. However, the usefulness of most of these
biomarkers has not been fully established. Exhaled breath has been
considered a suitable tool (biomarker) to evaluate different diseases. Based
on the clinical observation that patients with acute decompensated heart
failure (ADHF) exhale a distinct odor, in a pilot study we have identified
acetone in exhaled breath of heart failure patients and this study aimed to
evaluate the role of acetone as a new biomarker of heart failure and ADHF
disease. As secondary aims, we intended to analyze the relation to New York
Heart Association (NYHA) class and the correlation with B-Type Natriuretic
Peptide (BNP). Patients with systolic dysfunction (HF group) admitted
consecutively at the emergency room (ADHF group) and stable patients
referred to the cardiopulmonary test (chronic HF — CHF group) between May
2009 and September 2010 were submitted to exhaled breath collection
(extraction into water). Acetone identification was done by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and its determination by
absorption spectrophotometry after reaction with salicylaldehyde. Twenty
healthy subjects matched for age were enrolled (control group). Among 235
patients with HF, 89 were included in the study (59 ADHF and 30 CHF), 61%
male, with median age of 52 years. Median exhaled breath acetone value
(interquartile range) was higher in the HF group when compared to control
group [3.7 pg/L (1.69-10.45 pg/L) versus 0.39 pg/L (0.30-0.79 ug/L), p <
0.001] and also higher in ADHF when compared to CHF group [7.80 pg/L
(3.60-15.20 pg/L) versus 1.22 ug/L (0.68-2.19 pg/L), p < 0,001]. The
accuracy of the method to diagnose CHF (Acetone > 1.16 ug/L; AUC = 0.94)
and ADHF (Acetone > 2.5 pg/L; AUC = 0.93) was similar to the accuracy of



BNP (BNP > 42 pg/mL; AUC = 0.97 and BNP > 424 pg/mL; AUC = 0.94,
respectively). There was a positive correlation between exhaled breath
acetone and plasmatic BNP (r = 0.772, p < 0.001). Levels of exhaled breath
acetone were different among the four different NYHA classes (p<0.001). In
summary, we can conclude that our study showed exhaled breath acetone as
a new biomarker of heart failure and ADHF. It is associated with heart failure
severity and has a good correlation with BNP. This is a promising non-
invasive diagnostic method of heart failure, whose accuracy is equivalent to
BNP.

Descriptors:

1. Heart Failure 2. Acetone 3. Biological markers 4. Diagnosis/methods

5. Metabolism 6. Exhalation 7. Spectrophotometry



Introducao




2

Introdugdo

1 INTRODUCAO

O envelhecimento da populacdo gera mudancga no cenario das doencgas
cardiovasculares em nosso pais e em todo o mundo. Tal fato, de certa forma
contribui para o aumento na prevaléncia da insuficiéncia cardiaca (IC). AIC € a
via final comum da maioria das doencas que acometem o coracdo, sendo o
mais importante desafio clinico atual na area da saude.

Apesar dos avangos no tratamento medicamentoso e nos cuidados
multidisciplinares observados nas ultimas duas décadas, a IC ainda € uma
sindrome clinica associada a alta mortalidade. Episddios de descompensacao
da doenca seguidos de admissfes hospitalares sédo frequentes e implicam em
pior progndstico e maior custo.? Segundo dados do DATASUS de 2011,° as
doencas do sistema circulatério sdo a principal causa de mortalidade no Brasil
(21 %), sendo a IC a principal responsavel pelos Obitos de origem
cardiovascular neste periodo (28 %) e a principal causa cardiovascular de
internacdo hospitalar (22 %). Diante da alta morbimortalidade da IC, h& grande
interesse em se encontrar biomarcadores da doenca que possam auxiliar no
seu manejo clinico e, desta forma, gerar maior eficiéncia na decisdo
terapéutica.

Ao avaliarmos pacientes com IC em nossa instituicdo, observamos que
muitos pacientes internados por IC descompensada exalam odor peculiar,
sendo o odor mais evidente entre pacientes mais graves, muitas vezes
dependentes de drogas vasoativas. A presenca de tal odor € menos frequente,
embora ndo ausente, entre pacientes ambulatoriais. Assim, postulamos que a
substéancia responsavel por tal odor poderia ser um bom biomarcador de IC e

de sua gravidade.
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1.1 Biomarcadores

1.1.1 Conceito

Biomarcadores sdo marcadores biol6gicos que podem ser objetivamente
medidos e quantificados como indicadores de processos bioldgicos normais,
processos patogénicos ou respostas a intervencdes terapéuticas.* Apresentam
uma variedade de funcdes que pode corresponder a diferentes estagios do
desenvolvimento da doenca e podem ser utilizados para pacientes que
aparentemente ndo apresentam doenca (biomarcador de triagem diagndstica);
para pacientes com suspeita de doenca (biomarcador diagndstico) e para
aqueles sabidamente portadores da doenca (biomarcador progndstico).’> Desta
forma, biomarcadores podem ser usados tanto para determinar a

susceptibilidade a determinada doenca como definir a elegibilidade para

terapias especificas.

1.1.2 Biomarcadores de insuficiéncia cardiaca

Dispnéia aguda é um sintoma comum em pacientes atendidos na sala de
emergéncia, apresenta fisiopatologia complexa e pode ser causada por mais de
30 doencgas diferentes, sendo as doencas inflamatérias pulmonares e a IC as
causas mais frequentes.

Até o presente momento, 0s peptideos natriuréticos sdo o0s mais
estudados biomarcadores de diagnéstico de IC e compreendem o peptideo
natriurético do tipo B (BNP), a fracdo N-terminal do pro-horménio BNP (NT-
proBNP) e o peptideo natriurético atrial (ANP).
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O BNP foi descrito pela primeira vez em 1988 e foi chamado
originalmente de peptideo natriurético cerebral por ter sido isolado do tecido
cerebral porcino. Apenas posteriormente descobriu-se que seu principal efeito
estava relacionado ao estresse hemodindmico do midcito ventricular e seu
nome foi entdo modificado. O BNP é produzido a partir do pre-pro-BNP, um
precursor de 134 aminoacidos liberado diante do estresse de parede do
cardiomiécito. Um peptideo sinal de 26 aminoacidos € removido do pre-pro-
BNP e da origem ao proBNP, uma sequéncia de 76 aminoacidos que € entdo
clivada na fracdo N-terminal do proBNP (NT-proBNP), uma molécula
biologicamente inativa e no BNP, uma molécula biologicamente ativa de 32
aminoécidos (figura 1).° O ANP é um peptideo preferencialmente sintetizado e
secretado pelos atrios, € estocado em granulos e liberado na corrente

sanguinea diante de estimulos especificos.®

Pre-Pro-BNP,_134

N’ Peptideo

sinal (26aa)

Mi6cito Pro-BNP_0s
\ ———-—-—/

Sangue
Pro-BNP,_10s

clivagem

N-terminal
pro—BNP1_76 B’\”:’77-108
T estresse = 120 min \t‘,,? = 20 min
de parede .
Inativo Ativo (32 aa)

Figural-  Producdo do peptideo natriurético do tipo B (BNP). O BNP é
produzido a partir do pre-pro-BNP, um precursor de 134
aminoacidos liberado diante do estresse de parede o
cardiomidécito. Um peptideo sinal de 26 aminoacidos é removido
do pre-pro-BNP e da origem ao pro-BNP, uma seqiiéncia de 76
aminoacidos que é entdo clivada na fracdo N-terminal do proBNP
(NT-proBNP) biologicamente inativa e no BNP, uma molécula
biologicamente ativa de 32 aminoacidos
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Estes peptideos sdo liberados na corrente sanguinea em resposta ao
aumento do volume ventricular e agem suprimindo o sistema renina-
angiotensina-aldosterona e o sistema nervoso simpatico. Desta forma, induzem
vasodilatacdo, natriurese e diurese, mantendo a homeostase de sodio por
estimular excrecéo de sédio e agua pelos rins. &’

O estudo clinico que demonstrou a importancia do BNP para o
diagnoéstico de IC foi “Breathing Not Properly Study”. Neste estudo, 1 586
pacientes com dispnéia aguda foram avaliados e o ponto de corte de BNP de
100 pg/mL conferiu 90 % de sensibilidade e 76 % de especificidade para o
diagnostico de IC em pacientes que se apresentavam a sala de emergéncia
com dispnéia aguda.? Muller et al® mostraram que o uso do BNP em associagéo
com variaveis clinicas auxilia na avaliacdo diagndstica e no tratamento dos
pacientes com dispnéia aguda, podendo reduzir o tempo de internagéo, porém
nao afeta a mortalidade destes pacientes.

O papel do NT-proBNP no diagndstico de IC em pacientes com dispnéia
aguda também foi estudado. O estudo PRIDE® mostrou que o NT-proBNP
sozinho ou em associacao com variaveis clinicas € superior ao uso apenas de
variaveis clinicas para o diagnéstico de IC e que valores de NT-proBNP
menores que 300 pg/mL sdo 6timos para afastar IC como causa da dispnéia
aguda na sala de emergéncia.

Apesar das evidéncias favoraveis em relagdo ao BNP e NT-proBNP no
diagndstico de IC, ainda ha limitacfes ao seu uso na pratica clinica, pois estes
peptideos podem elevar-se na presenca de anemia,'’ insuficiéncia renal

12,13

cronica,*?*® obesidade'* e idade avancada.®

Em estudo com 541 pacientes com IC, Hogenhuis et al**

mostraram que
tanto os niveis séricos de hemoglobina quanto a taxa de filtragdo glomerular
estiveram independentemente associados aos niveis de BNP e NT-proBNP.
Inimeros estudos avaliaram a relagdo entre niveis de BNP/NT-proBNP e
funcao renal. Os achados de Tsutamoto et al*?> sugerem que a reducao na taxa

de filtracdo glomerular contribui para elevacdo de BNP, especialmente em
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pacientes com taxa de filtracdo glomerular menor que 60 ml/min. McCullough et
al** também demonstraram que alteracéo da funcdo renal influencia no ponto
de corte de BNP para o diagndstico de IC.

Os niveis de BNP sofrem ainda influéncia da idade (niveis mais elevados
em idosos), do género (niveis mais elevados nas mulheres)™ e do indice de
massa corporal (IMC) (niveis mais baixos em obesos). Em estudo realizado por
Daniels et al,** sugere-se alteracéo dos pontos de corte de BNP para 170 pg/mL
para o diagnostico de IC em pacientes com peso normal; 110 pg/mL para
pacientes obesos e 54 pg/mL para pacientes com obesidade grau 3.

Vale ainda ressaltar que niveis elevados de BNP e NT-proBNP n&do séo
patognomonicos do diagnoéstico da IC. Embora o valor preditivo negativo tanto
de BNP < 100 pg/mL quanto de NT-proBNP < 300 pg/mL sejam altos e,
portanto, excelentes métodos para afastar o diagnostico de IC, o valor preditivo
positivo de ambos é menos robusto e sé auxilia o clinico a afastar outras
causas de dispnéia e definir o diagnostico de IC quando BNP > 500 pg/mL e
NT-proBNP > 900 pg/mL. A faixa intermediaria € considerada zona cinzenta e
ndo permite o diagnéstico de certeza de I1C.*%*

Recentemente, novos imunoensaios que permitem a deteccdo de
fragmentos estaveis de pro-horménios como reflexo da liberagcdo de hormonios
maduros tém sido desenvolvidos. Neste contexto, a mensuracdo da regido
média do pré-horménio do ANP (MR-proANP) pode ser realizada. Estudo
recente, envolvendo 1641 pacientes, mostrou que o ponto de corte de MR-
proANP de 120 pmol/L conferiu 97 % de sensibilidade e 59,9 % de
especificidade para o diagnéstico de IC, além de forte correlagdo com BNP (r =
0,919; p < 0,001). A MR-proANP parece ter ainda papel relevante no
diagndstico de IC em situacdes de maior limitagdo no uso do BNP, tais como
obesidade ou quando BNP encontra-se na zona cinzenta (entre 100 e 500
pg/mL), porém nao ha valor adicional do uso de MR-proANP em pacientes

idosos ou com insuficiéncia renal.
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Assim, apesar do relevante papel dos peptideos natriuréticos para o
diagnéstico de IC ainda ha limitagcdes que servem de motivacao para a busca
de biomarcadores mais apropriados em situacdes especificas como, por
exemplo, a proteina S100B, um biomarcador de injaria cerebral que foi isolado
em miocérdio de ratos e apresenta niveis elevados em pacientes com IC
guando comparados a individuos saudaveis, além de apresentar correlacdo
positiva com NT-proBNP.® Os peptideos natriuréticos sdo também os
biomarcadores de prognéstico mais amplamente estudados até o presente
momento. Entre pacientes com IC cronica, grandes estudos mostram que niveis

elevados de BNP estdo associados & maior morbidade e mortalidade®®?*

e que
BNP é preditor independente de morte stbita.?> Entre pacientes com IC
admitidos na sala de emergéncia, niveis elevados de BNP estiveram
associados a maior taxa de eventos (admisséo hospitalar ou morte por todas as
causas) em 90 dias em estudo envolvendo 464 pacientes com IC? e maior
mortalidade cardiovascular em 1 ano em estudo envolvendo 91 pacientes com
IC aguda.?* Metanalise recente incluiu estudos que avaliaram o valor do BNP
ou NT-proBNP na admissdo hospitalar para predizer prognéstico. A conclusao
da metandlise foi de que estes biomarcadores reduzem tempo de
hospitalizacéo, mas ndo afetam a mortalidade intra-hospitalar.?

O uso de BNP e NT-proBNP para guiar terapéutica também tem sido
avaliado em diversos estudos, porém os resultados ainda s&o controversos.?®?’
Recentemente, duas metanalises sugeriram reducdo de mortalidade no grupo
cujo tratamento foi guiado pelo BNP ou NT-proBNP.?®2° No entanto, seus
resultados ndo podem ser considerados definitivos uma vez que se baseiam
apenas em dados sumarizados publicados de cada estudo e ndo em dados
individuais dos pacientes envolvidos nos respectivos estudos.*°

Diante das limitacbes ja pontuadas e da persistente alta
morbimortalidade da IC, nos ultimos anos multiplos biomarcadores de
diagnéstico e prognéstico da IC tém sido descritos:” MR-proANP,® proteina

S100B,* MR-proADM (midregional-proadrenomedullin),®3* NGAL (neutrophil
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32,33 34,35

gelatinase-associated lipocalin), troponina® e proteina ST2

|.37

copeptina,
soluve

No entanto, devido a alta complexidade que envolve a fisiopatologia da
doenca, ndo h& até o presente momento um biomarcador que,
simultaneamente, reflita a avaliacéo clinica da IC e permita maior conhecimento

sobre mecanismos fisiopatologicos da doenca.

1.1.3 Racional da busca por novos biomarcadores

Os biomarcadores de IC atuais, em sua maioria, foram descobertos
como extensdo de estudos fisiol6gicos que investigaram vias conhecidas da
doenca. No entanto, o conhecimento de mecanismos moleculares de diferentes
doencas € essencial no campo biomédico. Desta maneira, um biomarcador
ideal deve permitir o reconhecimento inequivoco de mecanismos especificos da
doenca em questéao.

Novas tecnologias, tais como a espectrometria de massas, que permite
determinar peptideos e metabdlitos com alta precisdo até mesmo em fluidos
complexos, estdo comecando a possibilitar a caracterizacdo sistematica de
variagbes em genes, acido ribonucléico, proteinas e metabdlitos associados a
doencas especificas. Estudos genéticos identificardo indubitavelmente variantes
gue podem ser 0s proprios biomarcadores ou que irdo apontar marcadores
circulantes para posterior exploracdo. No entanto, dentro deste novo conceito
gue envolve a descoberta de novos biomarcadores, maior atencdo tem sido
dada ao estudo de protebmica e metaboldbmica, pois estas tecnologias
fornecem informacdes complementares sobre a complexidade do fenétipo de

uma doenca. A Figura 2 ilustra este processo.
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[ Genoma ] [Transcriptoma] [Proteoma ]
) Proteinas
Genes E=m==p RNAmM m=mm) Proteinas m=p Modificadas | ——1
Transcri¢&o Translacéo Processamento
celular
Reacgdes

enzimaticas

[ Metaboloma ]

Metabdlitos

Figura2 - Relacdo: genoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma
(Modificado de Gerszten et al, 2008)

A seqliéncia de proteinas e metabdlitos em uma célula pode mudar
rapidamente em resposta a alteracdes ambientais, assim proteoma (proteinas)
e metaboloma (bioquimica — lipides, acUcares, nucleotideos, aminoacidos ou
aminas) refletem o estado de uma célula ou grupo de células em determinado
momento.® Muitas das moléculas biologicamente relevantes para doencas em
humanos s&o proteinas encontradas em baixas concentracfes, cuja
determinacao exige técnicas especificas. A baixa sensibilidade e especificidade
dos testes de determinacdo da maioria das proteinas humanas é a maior
barreira técnica para a inclusdo na préatica clinica de novos biomarcadores.*®
Nos ultimos cinco anos, a metabolémica (estudo de pequenas moléculas)
passou de uma subarea pouco conhecida da quimica analitica para a principal
descoberta praticada por centenas de laboratorios em todo o mundo. Recentes
estudos sugerem que o metaboloma humano compreende cerca de 3000
moléculas e esforgcos tém sido feitos para catalogar todo o metaboloma
humano.394°
Este progresso tanto nos estudos de protebmica quanto de

metabolémica deve-se aos avancos nas técnicas de espectroscopia por
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ressonancia e espectrometria de massas, que permitem hoje a identificagéo de
centenas de metabdlitos a partir de diferentes tipos de amostras bioldgicas e,
consequentemente, a identificacdo de novos biomarcadores, a descoberta de
novas drogas e etc. Quando combinado a genbmica, transcriptbmica e
protebmica, o estudo do metaboloma pode ser util na interpretacdo e
compreensao de processos bioldgicos complexos.

Assim, a busca por novos biomarcadores da IC deve guiar-se pelo uso
de novas tecnologias que permitam melhor entendimento da doenca e,

consequentemente, melhora no manejo clinico da mesma.
1.1.4 Biomarcador ideal

A alta complexidade das alteracdes bioquimicas e neuro-hormonais
envolvidas na fisiopatologia da IC claramente sugere que dificilmente um dnico
biomarcador isolado sera capaz de refletir todas as caracteristicas desta
doenca. No entanto, para que um biomarcador seja util na préatica clinica,
algumas caracteristicas sdo necessarias. E preciso que o novo biomarcador:

» seja determinado de forma rapida e acurada, com custo razoavel;

> forneca informacdes adicionais a avaliacao clinica;

» forneca informacdes que permitam melhor entendimento da doencga;

>

seja elemento relevante para a deciséo terapéutica.
1.2 Analise de ar exalado como método diagndstico

Recentemente tem sido crescente o interesse na investigacdo dos

pulmdes de forma n&o invasiva incluindo a identificagdo de biomarcadores no ar
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exalado como o 6xido nitrico (NO) ou aqueles encontrados no condensado do
ar exalado. Dados obtidos através de técnicas como a espectrometria de
massas sugerem que o ar exalado contém cerca de 400 componentes, embora
aproximadamente 30 tenham sido especificamente identificados. Os
componentes mais comumente identificados no condensado do ar exalado séo
adenosina, amolnia, acetona, peroxido de hidrogénio, isoprostanos,
leucotrienos, 6xidos nitrogenados, peptideos, citocinas, prétons e varios fons.*
A andlise do ar exalado tem sido considerada ferramenta promissora na
avaliacdo de diferentes doencas por ter o potencial de responder as
necessidades médicas de expandir o nUmero de ensaios ndo invasivos para
compreender os multiplos mecanismos patolégicos que envolvem doencas
respiratérias e/ou sistémicas.*** No entanto, o estudo do ambiente inflamatério
e quimico das vias aéreas ainda é muito recente e apresenta questdes nao
totalmente respondidas. Assim, aprimoramentos e modificacdes nas técnicas
existentes precisam ser realizados para permitir a obtencdo de métodos com
maior sensibilidade e maior reprodutibilidade para deteccdo de determinado
biomarcador.*®444°
Segundo as recomendacdes da Sociedade Toracica Americana e da

1 a coleta do ar exalado é um método

Sociedade Respiratéria Européia,*
completamente ndo invasivo e as amostras do trato respiratério podem ser
obtidas a partir de coletas feitas repetidas vezes com intervalos curtos de tempo
entre as mesmas. Os coletores podem ser portateis e usados em grande
variedade de locais incluindo unidade de terapia intensiva, consultérios médicos
e até em casa. A coleta do condensado do ar exalado néo afeta as vias aéreas
como ocorre em outros procedimentos mais invasivos usados na obtencao de
amostras respiratorias e pode ser coletada com minimo risco e inconveniéncia
para os pacientes.*® Estas atribuicdes fazem com que a coleta do ar exalado
seja ferramenta Util tanto para investigacdes epidemiologicas quanto para
auxiliar no entendimento do curso de tempo de processos patologicos

importantes.
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Devido a vasta diversidade do ar exalado propriamente dito, este método
ainda nao atingiu todo o potencial de sua aplicabilidade clinica. Como o nimero
de investigadores estudando cada biomarcador ainda é relativamente pequeno,
0 processo para determinacdo da metodologia padréo para cada biomarcador
especifico é lento. No entanto, uma vez validada a metodologia especifica para
cada biomarcador, o uso do ar exalado pode contribuir muito para a pratica
clinica por fornecer informacdes extremamente Uteis sobre aspectos criticos de

determinada doenca.

1.2.1 Analise de ar exalado em individuos saudaveis

O ar exalado de individuos saudaveis contém diferentes componentes
gue podem ser determinados por espectrometria de massas. O maior estudo
realizado em individuos saudéaveis avaliou o ar exalado de 30 voluntarios sadios
semanalmente por 6 meses. Os metabdlitos mais freqlientemente encontrados
nesta populagédo foram amoénia, acetona, metanol, etanol, propanol, acetaldeido
e isopreno.*” As concentracdes de amodnia podem aumentar com a idade,
porém as concentracdes de acetona ndo variam significativamente com a
idade.*®

No entanto, nem todos os metabdlitos presentes no ar exalado se
originam realmente do ar alveolar.*® Estudo realizado por Wang et al*® avaliou a
concentracdo de diferentes substancias no ar exalado de individuos saudéaveis
através de coleta via oral, via nasal e também o ar presente na cavidade oral
diariamente durante 30 dias. As concentra¢des de acetona, metanol e isopreno
no ar exalado quando coletado via oral ou via nasal ndo diferiram e, portanto,
tais substancias refletem a interface alveolar e séo verdadeiramente sistémicas.
As concentragbes de amonia, etanol e cianeto de hidrogénio foram muito

menores quando a coleta foi nasal do que oral, além de apresentarem-se em
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altas concentragcdes na cavidade oral e, portanto, ndo refletem liberacao
alveolar. Por fim, propanol, acetaldeido e formaldeido aparentemente tém
origem tanto sistémica quanto oral.

Vale ressaltar que as concentracdes de diferentes componentes no ar
exalado também podem sofrer influéncia da dieta, principalmente quando o
componente avaliado é a acetona, que aumenta diante de dieta cetogénica ou

pobre em carboidrato.**

1.2.2 Andlise de ar exalado em doencas do trato respiratorio

A analise de marcadores exalados permite a monitoragdo nao invasiva
de inflamacéo e estresse oxidativo em doencas do trato respiratorio tais como
asma, doenca pulmonar obstrutiva crénica, fibrose cistica, bronquiectasia e
doenca pulmonar intersticial. Diversos componentes volateis ja foram
identificados no ar exalado (NO, mondxido de carbono e hidrocarbonos) e
componentes ndo volateis no condensado do ar exalado (proteinas,
mediadores) de pacientes com doenca do trato respiratério.>?

A analise do ar exalado € especialmente importante em pacientes com
asma e doenca pulmonar obstrutiva crénica por permitir monitoracéo de futuras
alteracdes de funcdo pulmonar.®® Em pacientes com fibrose cistica, sugere-se
que a presenca de Oxido nitrico esta associada a maior gravidade da doenca,
assim como a presenca de interferon gama, nitrito e 8-isoprostano no
condensado do ar exalado destes pacientes.”® Em pacientes submetidos ao
transplante de pulmdo, o ar exalado pode ter importante papel para
monitoragao de rejeicdo aguda. Em estudo com 44 transplantados, a presenca
de compostos sulfuricos no ar exalado esteve relacionada a rejeicdo aguda. A

presenca de acetona ou hidrocarbonos n&o conferiu maior risco de rejeicéo.>”
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1.2.3 Andlise de ar exalado em doencas metabdlicas

Os achados de alteracbes no ar exalado de pacientes com doencas
metabolicas, particularmente Diabetes mellitus, sdo antigos. Em 1998, Nelson

et al’®

mostraram correlacdo positiva entre o estado metabdlico de criancas
com diabetes e a concentracdo de acetona exalada. A concentracdo de
acetona no ar exalado varia de 300 a 900 partes por bilhdo (ppb) em individuos
saudaveis, sendo maiores que 1 800 ppb em pacientes diabéticos. A deteccdo
destas baixas concentracbes requer sensores sensiveis e seletivos para
acetona e para tanto se busca o desenvolvimento de dispositivos portateis que

permitam a deteccdo de acetona de forma rapida e eficaz.®’

1.2.4 Andlise de ar exalado em doencas cardiovasculares

Apesar do grande numero de estudos que envolvem o uso do ar exalado
como método diagndéstico em doencas respiratorias e metabdlicas, poucos sédo
os estudos que avaliaram o ar exalado em doencas cardiacas. Ha relatos da
presenca acetona no ar exalado de pacientes submetidos a cirurgia cardiaca
imediatamente apds o término do uso de circulacao extracorpérea.®® Embora os
pacientes deste estudo apresentassem doencas cardiovasculares, o estresse
do procedimento, assim como a circulacao extracorporea e o jejum prolongado
poderiam ser 0s responsaveis pela alteracdo do metabolismo sistémico e

consequente aumento na produgdo de corpos cetbnicos.
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1.2.5 Andlise de ar exalado na insuficiéncia cardiaca

Diferentemente das doencas respiratérias, o estudo do ar exalado na IC
ainda néo foi tdo amplamente explorado. Dentre 0s componentes presentes no
ar exalado destes pacientes destaca-se a determinagcdo de NO. As
concentracbes de NO estdo elevadas em pacientes com IC quando
comparados a individuos saudaveis, e ainda mais elevados em episédios de
descompensacéo da doenca.”® A presenca de NO exalado parece refletir tanto
a producdo nas vias aéreas quanto em ceélulas endoteliais vasculares e
apresenta correlacéo inversa com a resisténcia vascular pulmonar e sistémica
provavelmente devido aos seus efeitos vasodilatadores.®® Assim, o NO exalado
pode ser utilizado como uma medida facilmente obtida e quantificada da
resposta a terapia na IC avancada.

Até o presente momento, a analise do condensado do ar exalado de

pacientes com IC foi avaliada apenas por Kupari et al®

gue demonstraram que
a concentracdo de acetona no ar exalado esta elevada em pacientes com IC
quando comparados a individuos saudaveis. Neste estudo, 0s autores sugerem
gue pacientes com IC apresentam predisposicdo a cetose e que a mesma esta
relacionada a congestdo, vez que as concentracdes de acetona foram mais
elevadas entre os pacientes que apresentavam estase jugular. No entanto, o
namero de pacientes envolvidos no estudo foi pequeno, sendo que apenas 11
pacientes com sinais clinicos de congestéo foram avaliados. Além disso, toda a
coleta foi realizada apés 12 horas de jejum e este fato pode ter interferido nos
valores encontrados de acetona exalada.

Apesar de raros os estudos do ar exalado em pacientes com IC, seus
resultados sdo interessantes por refletirem mecanismos fisiopatologicos da
doenca. Assim, a realizagcdo de estudos maiores e controlados que permitam

confirmar achados prévios e ampliar o conhecimento sobre a perspectiva de
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uso deste método ndo invasivo para diagnostico e prognostico desta sindrome
clinica de alta morbimortalidade € mandatoria.

Diante destas evidéncias da literatura® e a partir da observacéo clinica
de que pacientes com IC exalam odor peculiar em vigéncia de
descompensacdo da doenca, ainda em estudo piloto, nés identificamos a
presenca de acetona no ar exalado de pacientes com IC, confirmando achados

de Kupari et al.®*

Assim, considerando as limitagcdes dos biomarcadores em IC
disponiveis, a praticidade da coleta do ar exalado e a disseminacdo de novas
tecnologias como a espectrometria de massas que permite a identificacdo de
biomarcadores dos mecanismos fisiopatoldégicos da IC, ndés desenvolvemos
estudo visando avaliar a relevancia clinica da acetona exalada para o
diagnéstico de IC e de IC descompensada e suas implicagdes como

biomarcador de gravidade de IC.
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2 OBJETIVOS

2.1 Primério

Analisar o ar exalado de pacientes com IC e avaliar o papel da acetona
exalada como biomarcador do diagnéstico de |IC compensada e

descompensada.

2.2 Secundarios

> Avaliar a correlacédo da acetona exalada com BNP plasmatico;

> Avaliar a relacdo da acetona exalada com as diferentes classes
funcionais da IC segundo a New York Heart Association (NYHA);

> Avaliar a capacidade da acetona exalada em diferenciar IC de acordo

com o perfil hemodinamico de apresentacédo na Unidade de Emergéncia,
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3 CASUISTICA E METODOS

Pacientes com IC acompanhados no ambulatério de Insuficiéncia
Cardiaca e Transplante do Instituto do Coracéo (InCor) do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC.FMUSP) foram
avaliados no periodo de maio de 2009 a setembro de 2010 para inclusdo no
estudo. A inclusdo e/ou exclusdo dos pacientes respeitou os critérios abaixo
descritos. Os pacientes incluidos foram comparados com individuos saudaveis
pareados por idade. O estudo recebeu a aprovacdo da Comissio de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa do HC.FMUSP sob numero 1045/07.

Critérios de Incluséo:

» Pacientes com idade superior a 18 anos de ambos 0s sexos;

» Pacientes com cardiomiopatia dilatada e disfuncéo sistolica (diametro
diastélico de ventriculo esquerdo - DDVE > 55 mm e fracéo de ejecdo o
ventriculo esquerdo - FEVE < 40 %).

> Pacientes com sintomas de IC de acordo com critérios de Framingham:®
presenca simultanea de dois critérios maiores ou um critério maior e dois
menores.

Critérios maiores:

- Dispnéia paroxistica noturna

- Estase jugular

- Estertores pulmonares

- Cardiomegalia (indice cardiotoracico > 0,5)

- Edema agudo de pulméo

- Terceira bulha cardiaca

- Refluxo hepato-jugular

- Perda de peso > 4,5 kg em 5 dias em resposta ao tratamento
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Critérios menores:

- Edema bilateral de membros inferiores

- Tosse noturna

- Dispnéia de esforgo

- Hepatomegalia

- Derrame pleural

- Reducéo da capacidade funcional em um terco da maxima

- Taquicardia (freqiiéncia cardiaca - FC > 100 batimentos por minuto -

bpm)

Critérios de exclusao:

>

>
>
>

Y VvV

Pacientes portadores de Diabetes mellitus

Pacientes portadores de doenca hepética cronica

Pacientes portadores de neoplasias ou doenca do tecido conectivo
Pacientes portadores de doenca renal cronica conhecida previamente ao
quadro de descompensacdao (creatinina > 2,5 mg/dL e uréia > 100 mg/dL
e/ou clearance de creatinina < 50 mL/kg/min)

Gestantes

Pacientes em uso cronico de corticoides

Auséncia de uso de betabloqueador

Pacientes portadores de doencas cronicas como as acima citadas, assim

como pacientes em uso cronico de corticoide foram excluidos do estudo porque

tais doencas e drogas podem interferir diretamente com o metabolismo de

lipidios e, portanto, poderiam exercer forte influéncia sobre a producdo de

acetona. Os betabloqueadores também podem interferir neste metabolismo e,
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por ser medicamento essencial para o tratamento da IC, optamos por incluir

apenas pacientes ja em uso de betabloqueador.

3.1 Desenho e populagédo do estudo

O estudo foi desenhado para ser realizado em trés diferentes etapas
conforme ilustrado na figura 3.

Primeiramente, analisamos a acetona exalada de pacientes com
insuficiéncia cardiaca (grupo IC) e comparamos com individuos saudaveis
(grupo CONTROLE). O grupo IC era composto por pacientes com o diagnastico
clinico de IC segundo critérios de Framingham® associado & presenca de
disfuncéo sistdlica (FEVE < 40 %). O grupo CONTROLE era composto por
individuos sem doenca cardiaca conhecida com funcéo sistolica normal e sem
qualquer doenca aguda ou cronica, pareados por idade em relacdo ao grupo IC.

Em uma segunda etapa, os pacientes do grupo IC foram agrupados de
acordo com seu perfil clinico em dois grupos: IC compensada (grupo ICCOMP)
e IC descompensada (grupo ICDESCOMP). O grupo ICCOMP foi formado a
partir de pacientes consecutivos encaminhados do ambulatério de IC para
realizacdo do teste cardiopulmonar e, portanto, com sintomas estaveis sem
necessidade de internagao por pelo menos trés meses. O grupo ICDESCOMP
foi formado por pacientes do ambulatério de IC admitidos consecutivamente na
Unidade de Emergéncia Clinica do Instituto do Coracdo do HC.FMUSP.

Como objetivo secundario de nosso estudo, foi avaliada a capacidade da
acetona presente no ar exalado de pacientes com IC descompensada em
auxiliar no diagnostico diferencial entre os perfis hemodinamicos mais
freqlientes na admissdo hospitalar conforme descrito por Nohria et al.?® Para
isto os pacientes do grupo ICDESCOMP foram subdivididos em dois grupos:
grupo ICCONG composto por pacientes com sinais de congestdo, mas sem
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sinais de hipoperfuséo (perfil quente e congesto) e grupo ICBXDB, composto
por pacientes com sinais de hipoperfusdo associados a sinais de congestéo
(perfil frio e congesto). Para a inclusdo nestes dois ultimos grupos foi utilizada a

presenca de dois ou mais dos critérios abaixo descritos.

Sintomas/sinais de congestao (dois ou mais):
» dispnéia aos esforgos;
» ortopnéia;
» dispnéia paroxistica noturna;
» dispnéia de repouso;
» estertores pulmonares;
» sibilancia;
» edema de membros inferiores;
» estase jugular;
» terceira bulha cardiaca
» sinais radiolégicos de congestao como inversao de trama; opacidade

basal; derrame pleural.

Sintomas/sinais de hipoperfusao (dois ou mais):

» hipotenséo (presséo arterial sistélica - PAS < 80 mm Hg);
taquicardia,
pulso filiforme;
extremidades frias;
tempo de enchimento capilar lentificado (TEC > 3 segundos);
nauseas ou vomitos;

inapeténcia;

V V.V V V V VY

oliguria;
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Os pacientes foram avaliados imediatamente apds sua chegada ao
hospital: pacientes com IC descompensada logo apés sua admissao na sala de
emergéncia e pacientes com IC compensada ou individuos do grupo controle
foram avaliados no Laboratdrio de Insuficiéncia Cardiaca do InCor. Uma vez
assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, todos os pacientes
incluidos receberam dieta padronizada pelo estudo, que consistia em um copo
de cha e trés biscoitos, e foram submetidos a coleta de sangue para
determinacdo de BNP, eletrdlitos, funcdo renal, perfil hepatico, hemograma,
lactato venoso, catecolaminas plasmaticas e urina tipo 1. Ap6s a coleta de
amostras sanguineas, os pacientes foram submetidos a coleta de ar exalado,
aproximadamente 60 minutos apds a ingestao da dieta acima referida, a fim de
evitar que os efeitos do jejum prolongado pudessem interferir em nossas
andlises.

Com relagcdo ao delineamento, este foi um estudo transversal no que

tange a avaliacdo da acetona exalada nos diferentes grupos acima descritos.
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Pacientes do Ambulatério de Insuficiéncia Cardiaca (FE<40%)

(n=235)
Pacientes submetidos | Sala de Emergéncia
ao TCP (n=52) (n=183)
. ) Pacientes excluidos:
Pacientes excluidos: -59 DM
- 11DM - 18 sem uso BB
- 6 sem uso BB - 17 FE>40%
= ; IFREC>40% - -14IRC
5 -11BCP
Grupo - 1 recusa ’ .Aanpo 3 -3CH
Controle Insuficiéncia Cardiaca S —

(n=30+59 =89)

(n=20) &

Grupo
ICDESCOMP
(n=59)

Grupo

ICCOMP
(n=30)

Grupo Grupo
ICCONG ICBXDB
(n=30) (n=29)

Coletade ar exalado (GC-MS / espectrofotometria)
Dosagem plasmatica de BNP

Figura3-  Desenho do estudo

IC — insuficiéncia cardiaca; ICCOMP - insuficiéncia cardiaca compensada; ICDESCOMP —
insuficiéncia cardiaca descompensada; ICCONG - insuficiéncia cardiaca com congestao;
ICBXDB - insuficiéncia cardiaca com baixo débito; FE — fracdo ejecdo; TCP - teste
cardiopulmonar; IRC - insuficiéncia renal crénica; BB - betabloqueador; BCP -
broncopneumonia; CH — cirrose hepéatica; GC-MS — cromatografia gasosa — espectrometria de
massas; BNP — peptideo natriurético atrial do tipo B.

3.2 Coleta do ar exalado

Para a coleta do ar exalado, foi desenvolvido inicialmente um dispositivo

junto com o Laboratorio de Bioengenharia do InCor com base na descricéo de
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aparelhos usados em outros trabalhos na literatura.®®* Tal dispositivo, ilustrado
e descrito no anexo A, foi utilizado durante o estudo piloto. No entanto,
observou-se dificuldade para os pacientes com IC descompensada respirarem
continuamente por um dispositivo fechado por tempo prolongado. Além disso, a
quantidade de amostra recolhida era diminuta (dificultando a andlise posterior),
vez que na regido refrigerada do impinger ocorre condensacao da pequena
guantidade de vapor de agua contida no ar exalado e de gases sollveis em
agua. Apos varios aperfeicoamentos do aparelho de amostragem realizados no
Instituto de Quimica chegou-se a uma versao simples e eficiente do coletor.

O dispositivo de coleta, em sua versao final, utilizado durante todo o
periodo de coleta de amostras de ar exalado, encontra-se ilustrado na figura 4 e
€ composto por um tubo de entrada (A) que conduz o ar exalado; um recipiente
de vidro tipo impinger (B) contendo um difusor (C) submerso em agua destilada
(D), que aumenta o contato gas/agua; um recipiente feito de plastico com um
isolante térmico, preenchido com um banho de gelo/dgua (E) e uma bolsa
plastica vazia e totalmente fechada (F) afora o tubo de entrada pelo qual é
conectada ao ducto de saida do impinger, permitindo a coleta de um volume
fixo de 7,6 litros de ar exalado. Para aumentar a eficiéncia de retencédo da
acetona, agua destilada é acrescentada ao impinger antes do inicio da coleta
(volume constante de 5 mL se mostrou apropriado) e o ar exalado € borbulhado
no liquido com difusor poroso. Tira-se proveito, assim, da alta solubilidade da
acetona na agua e da elevada superficie de contato entre as bolhas e o liquido
(comparado as paredes do impinger), minimizando, também, as perdas por
volatilizagcdo na transferéncia posterior da amostra. Estudos realizados com
gerador de gas de concentracdo padronizada de acetona alimentando dois
coletores ligados em série mostraram que a eficiéncia da retencdo de acetona

na fase liquida é de 78 % para o coletor da figura 4. &
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Figura4 -  Dispositivo de coleta do ar exalado. A — tubo de entrada do ar
exalado; B — frasco de vidro (impinger); C — difusor; D — agua
destilada; E — banho de agua e gelo; F — bolsa plastica vazia e
totalmente fechada com volume fixo de 7,6 litros

Apoés a coleta, o liquido de amostragem € prontamente transferido para
pequeno recipiente de vidro com tampa rosqueada. Para preservacdo da
amostra até o momento da analise (por vezes, duas semanas), 0 congelamento
a 80 °C negativos mostrou-se apropriado em termos da conservagéo do teor de
acetona. A recuperacao do teor de acetona apoés as etapas de congelamento,
conservagdo a 80 °C negativos por periodos variaveis de 2 a 43 dias seguida
de descongelamento foi de 76 + 11 %.%° A andlise das amostras teve
seguimento por duas técnicas muito distintas e complementares. Para
identificacdo das espécies quimicas mais relevantes adicionadas ao ar exalado

hY

pelos pacientes com IC, recorreu-se a técnica de cromatografia gasosa
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acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), dada sua potencialidade para
separacao, identificacdo e determinacdo semi-quantitativa de multiplos
constituintes nas amostras, com alta sensibilidade e seletividade.®®®’ Para a
guantificacdo mais exata da concentracdo de acetona na solugcdo aquosa
coletada, recorreu-se a espectrofotometria de absorcdo. O método utilizado
consiste em reagir acetona com salicilaldeido e medir a absorcado de luz do

produto colorido formado.®®

3.3 Determinacao por cromatografia gasosa e espectrometria de massas:

andlise quimica qualitativa

Para a andlise quimica das amostras coletadas, foi utilizada a GC-MS
como técnica padrdo para avaliacdo da composicao do ar exalado. A figura 5
representa um diagrama esquematico do sistema GC-MS. Em diferentes
estudos, este método mostrou-se eficaz na identificacdo de acetona exalada em
pacientes diabéticos® ou ainda na determinacdo de acetona, aménia e propanol

do material exalado por voluntarios sadios.

3.3.1 Cromatografia a Gas

A cromatografia a gas® é um método fisico de separacéo, no qual a
amostra é eluida por uma corrente de gas inerte (fase moével) através de uma
coluna empacotada ou capilar (fase estacionaria). A separacdo dos
componentes da amostra se da, de forma genérica, em funcdo de sua maior ou
menor afinidade pela fase estacionaria ou movel. Devido a sua simplicidade e

efetividade para separar os componentes de misturas, a cromatografia a gas é
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uma das técnicas mais importantes em andlise quimica. E amplamente usada
para analises de espécies quimicas e para determinar constantes
termoquimicas tais como calores de solucao e vaporizacdo, pressédo de vapor e
coeficientes de atividade. A cromatografia a gas é também usada para
monitorar 0s processos industriais de forma automatica: analisam-se as
correntes de gas periodicamente e, com base nos resultados, realizam-se
correcbes no processo de forma manual ou automatica para compensar
variacfes ndo desejadas. Muitas analises de rotina sao realizadas rapidamente
no campo medicinal e outros. Por exemplo, por meio do uso de apenas 0,1 cm®
de sangue, é possivel determinar as porcentagens de oxigénio dissolvido,
nitrogénio, diéxido de carbono e monéxido de carbono. A cromatografia a gas é
atil também na analise de contaminantes do ar, alcool no sangue e Oleos
essenciais.

A técnica consiste primeiramente na introducdo da amostra - com prévia
vaporizacao, se necessaria - numa corrente de gas inerte, normalmente hélio,
nitrogénio ou argbnio, que atuardo como gas de arraste. O fluxo de gas passa
pela coluna empacotada através da qual cada componente da amostra se
desloca numa velocidade diferente, devido a interagdo de cada componente
com a fase estacionaria ndo volatil. As substancias que tém a maior interacado
com a fase estacionaria sdo retidas por mais tempo no sistema e, portanto,
separadas daquelas de menor interacdo. A medida que as substancias eluem
da coluna, estas podem ser quantificadas por um detector e/ou tomadas para
outra analise (figura 5).

Existem dois tipos de cromatografia a gas: cromatografia Gas - Sélido e
cromatografia Gas — Liquido. A cromatografia Gas - Sélido se baseia na fase
estacionaria solida, na qual a retencdo das substancias analisaveis é a
consequéncia das diferencas na adsorcdo fisica. Na cromatografia Gas —
Liquido a fase estacionaria consiste em um filme de um liquido n&o volatil
aplicado a parede interna de uma coluna capilar (ou sobre grédos de material
inerte de enchimento da coluna). As diferencas na particdo dos analitos entre a
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fase gasosa (movel) e a fase liquida (estacionaria, podendo ser apolar, pouco
polar ou fortemente polar). Estas diferencas no equilibrio de particdo permitem
que 0os componentes da mistura se separem e apresentem tempos de retencao

distintos do ponto de injecdo na coluna até o detector.

1 9 | ) 11 Fylll_ll L0

Figura5-  Diagrama esquematico do sistema GC-MS. 1- Cilindro com gas de
arraste; 2 — Ajuste de pressao e vazao; 3 — Seringa com amostra;
4 — Injetor; 5 — Coluna cromatografica; 6 — Forno de coluna; 7 —
Sistema de ionizagao; 8 — Analizador de massa quadrupolar; 9 —
Bomba de vacuo; 10 — Detector de ions; 11 — Espectro de massas
(para cada composto separado pela coluna, por exemplo acetona)

3.3.2 Espectrometria de massas

667 6 uma técnica analitica capaz de

A espectrometria de massas
separar e detectar ions de acordo com sua relagdo massa-carga mediante
desvio de sua trajetéria numa camara sob vacuo por aplicagcdo de campos
elétricos, em combinacdo ou ndo com campos magnéticos. As moléculas da
amostra precisam ser ionizadas antes da introducdo no espectrometro, sendo

gue neste processo costuma ocorrer, também, fragmentacdo de moléculas.
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Com base na relagdo massa-carga dos ions detectados, é possivel, em
geral, identificar as moléculas de origem, desde que nédo se trate de misturas
complexas, caso em que a separacdo cromatografica prévia se torna
necesséria. Existem diversos tipos de espectrémetros de massas, cada qual
com suas caracteristicas, resolucdo, custo e aplicacdes. Dentre o0s
espectrometros mais comuns cabe citar os espectrébmetros quadrupolares
baseados na aplicacdo de radiofreqiéncia, sendo frequentemente preferidos
para detectores em cromatografia, por serem mais compactos e de custo menor
(figura 5).

A espectrometria de massas pode proporcionar informacéo sobre a
composicdo atdmica e molecular de materiais inorganicos e organicos, sendo
atil também para a elucidacdo da estrutura de moléculas novas.®®®’

O espectrometro de massa convencional apresenta quatro partes
bésicas:

» um sistema de manipulacdo para introduzir a amostra desconhecida

no equipamento, cujo interior € mantido sob vacuo;

» uma fonte de ions, que cria fragmentos gasosos da amostra;

» um analisador que separa os ions que sédo produzidos na fonte de

acordo com as diferentes relacdes de massa-carga,

» um detector, no qual os ions separados sao recolhidos e

quantificados.

3.3.3. Determinacao por GC-MS

A andlise das amostras estudadas foi realizada na Central Analitica do
Instituto de Quimica da USP, em cromatégrafo GC 17A (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan) com coluna de polietileno glicol, 30m x 0,25 mm (Carbowax GC-
745R), acoplado a espectrometro de massas QP5050A (Shimadzu Corporation,
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Kyoto, Japan), utilizando ionizacdo por impacto de elétrons. A figura 6 ilustra o
GC-MS acima referido.

Figura6 -  Cromatografo a gas (GC 17A) acoplado a espectrometro
de massas (QP5050A)

Para a analise, a amostra € descongelada em temperatura ambiente e
sao injetados 5 L da solucdo aquosa no cromatdgrafo a gas, nas seguintes
configuracdes: injetor a 220 °C, fluxo de 4,9 mL/min, temperatura inicial da
coluna 60 °C durante 3 minutos, rampa de aquecimento a 40 °C/min até atingir
temperatura de 220 °C, na qual permanece em um patamar durante 10
minutos. O monitoramento dos ions formados era realizado por Selected lon
Monitoring, monitorando-se os fragmentos de relacdo massa/carga (m/z) 37, 38,

39, 41, 42, 43, 44, 58 e 59. Para estabelecimento do método de monitoramento
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acima, foram realizados previamente injec6es do headspace da fracdo liquida
coletada no modo Scan Mode, sob as mesmas condi¢cbes. Os dados obtidos
pelo método cromatografico foram analisados em um primeiro momento
utilizando-se o software CLASS-GC5000 (Shimadzu, fornecido originalmente
com o aparelho; representacédo tipica gerada por este software € apresentada
na figura 7) e posteriormente os dados foram decodificados e tratados
numericamente em planilha tipo Microsoft Excel. A resposta do método foi
avaliada por curva de calibracdo, com padrées recém-preparados de acetona
em agua deionizada, nas concentra¢cbes 0,0 (branco), 0,6; 1,3; 3,3; 6,5 e 32,7
mg/L.%

Grupo Pico cromatografico de
IC descompensada | Acetona
” A
g i
@ 75
S
g
850 .
0,5 1,0
Tempo de retengéo/min
& 43 B
2 Espectro de massas da
8 Acetona
gsa 5
Q
=
©
& O .
40 50 60
Razéo m/z
Figura7 -  Representacgdo tipica do cromatograma da amostra de ar exalado

de um dos pacientes com insuficiéncia cardiaca descompensada,
visualizado pelo software CLASS-GC5000. Painel A: Separagao
de componentes da amostra de acordo com a afinidade pela fase
estacionaria. Painel B: espectro de massa caracteristico da
acetona
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Para melhorar a sensibilidade e a capacidade de quantificacdo de
acetona por esta técnica, o método foi adaptado para a injecéo direta da fracédo
aguosa no GC-MS e monitoramento idnico por Selected lon Monitoring dos ions
m/z 43 e 58, referentes a acetona. Os valores da integracdo dos picos
correspondentes a acetona, em m/z 43 e m/z 58 mostraram-se proporcionais a
concentracdo de acetona em padrfes analisados, sendo que a quantificacéo se

mostra de 4,2 vezes mais sensivel quando realizada pelo ion m/z 43.

3.4 Determinacdo espectrofotométrica: analise quantitativa

A acetona sofre condensacdo aldolica com solucdo aquosa de

salicilaldeido em meio bésico, gerando produto conforme figura 8.

OH | PN
H H
+ )k /u\éH! —_
OH OH OH
HnD OH O

g\)K 2 AJ cJJ\ OH

~H

OH

T 0 OH O

,rf TN
o — O
OH 0
-H,0 bﬁujg QH
OH HO

Figura8 - Representacdo da reacdo de salicilaldeido com acetona em meio
basico™
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Esta reacdo € lenta, mas o produto apresenta coloracdo distinta do
reagente, ensejando determinacgdo colorimétrica ou fotométrica, sendo possivel
definir condicbes em que a absorbancia devido ao produto guarde relagao linear
com a concentracdo de acetona (figura 9). Conforme estudo da literatura, nao

ha interferéncia significativa de outros compostos usualmente presentes no ar

exalado.”

;

) B 1,200
1 1,000 ﬁ//

0,800 /
0,600 /

0,400 -

4 .__ 0,200

0,000 R2 =0,9951

0 5 10 15 20 25

Absorbancia

Concentragao de Acetona (ug/L)

Figura 9 — Painel A: Coloracdo da solucdo apds reacdo da acetona com o
salicilaldeido. ConcentragBes de acetona: 0,0 (branco); 0,7; 1,7;
2,8 e 3,4mg/L. Painel B: Curva de calibracdo obtida por
espectrofotometria a 474 nm, apds 10h de reacao.

Para a preparacdo do reagente, adiciona-se inicialmente 2 mL de
hidroxido de sodio 10,6 mol/L em um baldo de 50 mL cheio a metade com agua
deionizada. A este baldo misturam-se 600 pL de salicilaldeido, seguidos de 20
mL da solucéo de hidréxido de sédio, completando-se com agua deionizada.®®

Na etapa de determinagdo, misturam-se 500 pL de reagente
colorimétrico com 500 yL de amostra e aguarda-se um periodo de tempo preé-

definido para que a reacdo se processe. Para estabelecer o melhor
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comprimento de onda de trabalho, em termos de linearidade da resposta e
precisdo das medidas, amostras com concentracdes conhecidas foram medidas
em espectrofotbmetro em uma faixa de 450 a 600 nm (a cada 2 nm).
Comprimentos de onda inferiores a 450 nm nao foram considerados por ser alta
demais a absorbancia (> 2,5), mesmo na auséncia de acetona (ou seja, no
branco). Para tanto, utilizou-se espectrofotdmetro do tipo diode array HP8452A.
O comprimento de onda escolhido foi 474 nm.

Para medicdes rotineiras empregou-se espectrofotometro 600 Plus da
Femto, que apresenta resolugcdo de 0,001 unidades de absorbancia e ajuste
manual de comprimento de onda, mantido fixo em 474 nm. A curva analitica
(curva de calibragéo), representada na figura 9, foi construida com solucdes de
concentracfes conhecidas obtidas por sucessivas diluicdbes de acetona pura
(Sigma-Aldrich, 99,5 %), na faixa de 0,3 a 30,0 mg/L. O reagente colorimétrico,
bem como os padrdoes de acetona, foram sempre preparados imediatamente
antes da realizacdo das determinacées.®

A reacao da amostra com salicilaldeido se completa em 10 horas a 25 °C
permitindo a quantificacdo de acetona sendo a absorbancia estavel pelo menos
por 24 horas apos o inicio da reacdo. Medidas mais rapidas para concentracdes
maiores de acetona ainda podem ser realizadas medindo-se a absorbancia em
tempo menor do que 10 horas.

O limite de detecc¢do estimado para o referido método diagnéstico foi de
0,3 mg de acetona por litro de 4gua ou 1,5 ug de acetona coletados em 5 mL de
agua contidos no impinger em que se faz a amostragem (figura 4). O

correspondente limite de quantificagéo é de 1,0 mg/L.%°
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3.5 Tamanho amostral e analise estatistica

Ndo existem estudos prévios comparando acetona exalada entre
pacientes com IC compensada e descompensada ou com diferentes perfis
hemodinamicos (com congestdo ou em baixo débito). Apenas um estudo® na
literatura nos mostra dados de acetona exalada em pacientes com IC, porém foi
utilizada amostra pequena e os valores foram expressos em mediana, nao
sendo possivel o célculo do tamanho amostral com base neste Unico estudo.
Além disso, o estudo foi publicado em 1995 na era pré-betabloqueador o que
dificulta a extrapolacéo dos resultados para atualidade. Assim, para o calculo do
tamanho amostral utilizamos dados de nosso estudo piloto e estimamos que 30
pacientes em cada grupo seria suficiente para atingir um poder de 80% com um
erro de 5 % para atingir o objetivo primario.

Os pacientes do grupo IC foram comparados aos pacientes do grupo
controle quanto as variaveis clinicas, laboratoriais e ecocardiograficas. Os
pacientes dos grupos IC compensada e IC descompensada, assim como
pacientes dos grupos IC com congestdo e IC com hipoperfusdo (em baixo
débito), foram comparados quanto as variaveis clinicas, laboratoriais,
ecocardiograficas e também quanto a etiologia da cardiomiopatia e ao
tratamento medicamentoso recebido.

Os dados categoricos foram representados através de frequéncia
absoluta (n) e frequéncia relativa (%) e para avaliar a associacdo entre as
variaveis categoéricas foi utilizado o teste de Qui-Quadrado de Pearson ou do
teste exato de Fisher (quando pelo menos uma das frequéncias esperadas foi
menor do que 5).

Os dados continuos de cada variavel foram inicialmente comparados
com a curva normal através do teste de distancia Kolmogorov-Smirnov e
classificados em paramétricos e ndo parameétricos. Os dados paramétricos

foram representados através de média e desvio padrao da amostra e 0S grupos
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independentes comparados entre si através do teste t de Student para medidas
nao repetidas. Os dados ndo paramétricos foram representados atraves de
mediana e variacao interquartil, quartil inferior (percentil 25) e quartil superior
(percentil 75) e os grupos independentes comparados entre si através do teste
de Mann-Whitney. Para avaliar a correlagdo entre varidveis continuas foi
utilizada a correlacdo de Sperman. Para analisar diferencas das variaveis
continuas de acordo com a classificagdo da NYHA, nos utilizamos o teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.

Curvas ROC (receiver-operator-characteristic) foram construidas para
acessar a sensibilidade e a especificidade do método diagndstico. A area sob a
curva (AUC) indica a acuracia diagnéstica do teste, sendo que AUC > 0,8
significa boa acuracia.

Para acessar a influéncia das variaveis na concentracdo de acetona
exalada noés realizamos analise univariada e valor de p < 0,10 foi requerido para
gue as variaveis fossem incluidas na analise multivariada através da regressao
linear multipla.

Para avaliar a capacidade da acetona exalada e do BNP em predizer o
diagndstico de IC e IC descompensada, noés utilizamos o método de regressao
logistica.

Foi considerado para o estudo, risco alfa menor ou igual a 5 % de
cometer erro tipo | e risco beta menor ou igual a 5 % de cometer erro tipo 2.
Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do pacote
estatistico SPSS (Software Statistical Package for the Social Science) for

Windows versao 13.0.
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4 RESULTADOS

Entre maio de 2009 e setembro e 2010, foram avaliados para incluséo no
estudo 235 pacientes em acompanhamento no Ambulatério de Insuficiéncia
Cardiaca do InCor, 183 pacientes admitidos na Unidade de Emergéncia e 52
pacientes estaveis encaminhados para a realizacdo do teste cardiopulmonar.
Dentre estes pacientes, 89 completaram os critérios para inclusdo no estudo e
compuseram o0 grupo IC. Trinta pacientes apresentavam-se com IC
compensada (grupo ICCOMP) e 59 com IC descompensada (grupo
ICDESCOMP), sendo 30 do grupo ICCONG e 29 do grupo ICBXDB. Foram
selecionados para participar como controles, 20 pacientes pareados pela idade
(figura 3).

Os motivos para exclusdo do estudo foram: presenca de Diabetes
mellitus (n = 70); IC descompensada com FEVE > 40 % (n = 18); auséncia de
uso de betabloqueador (n = 24); insuficiéncia renal crénica - creatinina prévia
maior que 2,5 mg/dL (n = 17); hepatopatia crbénica (n = 3); recusa do paciente (n
= 3) e infec¢éo pulmonar (n = 11) (figura 3).

Nossos resultados confirmaram a presenca de acetona ou propanona no
ar exalado de pacientes com IC conforme dados do estudo piloto e dados

1
1.6

apresentados por Kupari et al.”> A figura 10 ilustra as formulas, estrutural e

molecular da acetona.
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Formula estrutural Modelo de uma molécula
de acetona

H H

|
H—C —C—C—H

H O H

Formula molecular

CHs CO CHs3

Figura 10 - Representacdo da acetona (propanona): modelo, férmula
estrutural e formula molecular

4.1 Andlise do grupo CONTROLE versus grupo IC

4.1.1 Caracteristicas gerais da populacao

As caracteristicas gerais da populacdo com IC e do grupo controle,
assim como a comparacao entre 0s grupos, encontram-se listadas na tabela 1.

No grupo controle, houve predominio de voluntarios do sexo feminino (55
%), raca branca (75 %), com mediana (intervalo interquartil) de idade 45,5 anos
(43,3 — 55,5 anos) e de peso de 70 kg (63,8 — 77,7 kg). Nao apresentavam
doenca cardiaca ou comorbidades, a mediana da FEVE foi de 65,5 % (65,0 —
69,8 %) e do DDVE foi 48,0 mm (44,2 — 50,0 mm). As variaveis clinicas e
laboratoriais foram compativeis com a normalidade.

No grupo IC, houve predominio do sexo masculino (61,8 %) embora sem

diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle. Houve
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predominio da raca branca (57,3 %); a mediana de idade foi de 52 anos (44,5—
61,0 anos) e de peso 65 kg (59,5-76,0 kg). A mediana da FEVE foi de 24 %
(19,5-30,0 %) e do DDVE 67 mm (62,0—-73,5 mm). Observamos odor peculiar
em 50,6 % dos pacientes do grupo IC e em nenhum dos pacientes do grupo
controle. Quanto as comorbidades, observou-se que 38,2 % do pacientes
tinham hipertenséo; 27 % dislipidemia; 18 % relatavam antecedente de infarto
agudo do miocéardio (IAM) e 13,5 % acidente vascular cerebral (AVC) ou
acidente isquémico transitorio (AIT). A etiologia predominante entre pacientes
com IC foi cardiomiopatia chagésica (37,1 %), seguida de cardiomiopatia
idiopatica (22,5 %), hipertensiva (18 %), isquémica (13,5 %) e outras (9 %).
Quanto as variaveis clinicas a mediana da PAS foi 96 mm Hg (80 — 110 mm
Hg), da pressao arterial diastélica (PAD) 70 mm Hg (60-70 mm Hg) e da FC foi
68 bpm (60-76 bpm). Quanto ao tratamento medicamentoso, 94 % dos
pacientes usavam inibidores da enzima de conversdo de angiotensina Il (IECA)
ou blogueadores dos receptores de angiotensina (BRA), 100 %
betabloqueadores, 81 % diuréticos de alca, 69 % espironolactona, 37 %

hidralazina e nitrato, 37 % digoxina e 19 % diuréticos tiazidicos.
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos controles e pacientes com IC
Caracteristicas Controle (n=20) IC (n=89) p
Sexo Masculino n(%) 9 (45,0) 55 (61,8) 0,168
Raca Branca n(%) 15 (75,0) 51 (57,3) 0,143
Idade (anos) 45,5 (43,3 - 55,5) 52 (44,5 - 61,0) 0,133
Peso (kg) 70,0 (63,8 - 77,7) 65,0 (59,5 - 76,0) 0,216
Antecedentes n(%)
HAS 0(0) 34 (38,2) 0,001
DLP 4(20) 24 (27,0) 0,519
IAM 0(0) 16 (18,0) 0,040
AVC/AIT 0(0) 12 (13,5) 0,220
Anemia 0(0) 4 (4,5) 0,334
Tabagismo 4(20) 2(2,2) 0,002
Ritmo Sinusal n(%) 20 (100) 55 (61,8) 0,038
Odor peculiar n(%) 0(0) 45(50,6) <0,001
Exame fisico
PAS (mmHg) 110 (110 - 128) 96 (80 — 110) <0,001
PAD (mmHg) 70 (70 — 80) 70 (60 — 70) 0,018
FC (bpm) 75 (70 - 80) 68 (60 — 77) 0,005
FR (irm) 16 (14 - 16) 22 (18 - 28) <0,001
Saturagdo O, (%) 94,5 (94,0 — 95,8) 95 (94 - 96) 0,682
Ecodopplercardiograma
FEVE (%) 65,5 (65,0 — 69,8) 24,0 (19,5-30,00 <0,001
DDVE (mm) 48,0 (44,2 —50,0) 67 (62— 73,5) <0,001
Disfungéo Diastolica n(%) 4(20) 42 (47,2) 0,026
Disfuncéo de VD n(%) 0(0) 55 (61,8) <0,001
Laboratorio
Hemoglobina (g/dl) 14,3 (13,2 - 15,2) 13,1 (12,1 -14,3) 0,004
Uréia (mg/dl) 31,5(24,0 - 39,0) 51,0 (37,0 -74,00 <0,001
Creatinina (mg/dl) 0,80 (0,70 — 1,05) 1,22 (0,97 — 1,58) <0,001
Saédio sérico (mEg/L) 139 (138 — 140) 138 (136 — 140) 0,104
Potéssio (mg/dl) 4,2 (4,0-4,4) 4,4 (4,0-4,8) 0,211
Glicemia (mg%) 92,0 (82,8 - 97,8) 92,0 (85,0 — 99,0) 0,802
TGO (U/l) 21,5 (19,0 — 25,8) 30,0 (21,5 -44,5) 0,005
TGP (U/l) 39,0 (32,5 - 45,3) 41,0 (33,0 -54,0) 0,349
Fosfatase alcalina (U/l) 85,0 (62,0 — 98,5) 110,0 (86,0 - 167,0) <0,001
Gama GT (U/l) 31,5(26,2 —54,2) 129,0 (62,0 —230,5) <0,001
Bilirrubinas (mg/dI) 0,48 (0,40 — 0,58) 0,94 (0,58 -1,60) <0,001
Lactato (mg/dL) 15 (10 -18) 17 (13 -25) 0,023
Catecolaminas (pg/ml) 220,5(179,3 — 321,3) 703,0 (446 — 1237) <0,001

Variaveis continuas foram expressas em mediana (variagdo interquartil; percentil 25 — percentil 75).
IC — insuficiéncia cardiaca; IMC — indice de massa corporal; HAS — hipertenséo arterial sistémica; DLP — dislipidemia;
IAM — infarto agudo do miocérdio; AVC — acidente vascular cerebral; AIT — acidente isquémico transitério; PAS —
pressédo arterial sistélica; PAD — presséo arterial diastélica; FC — frequéncia cardiaca; FR — freqiiéncia respiratoria;
FEVE - fragdo de ejegdo de ventriculo esquerdo; DDVE — diametro diastélico do ventriculo esquerdo; VD — ventriculo
direito; TGO — transaminase glutdmico oxalacética; TGP transaminase glutdmico piravica; Gama GT — gama glutamil

transferase.
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4.1.2 Determinacéo acetona exalada por GC-MS

As figuras, 11 e 12, exemplificam os resultados da andlise por GC-MS de
um individuo do grupo CONTROLE e outro do grupo IC, respectivamente. No

painel A, encontra-se 0 pico cromatografico (intensidade) da substancia

detectada. No painel B, encontramos 0 peso molecular do componente

sinalizado no painel A (acetona).

Grupo Pico Cromatografico
CONTROLE T de Acetona
1001 TIC * 1.0 31,009,
3708 1.0
7 mﬁ}o
aw 10
015510 10
5905 1.0
2%
05 075 1
L ] 1567 .
Espectrometria de massa
de Acetona i
50
0 _
4 ' 0 ' ‘ 60
Figura 11 - Cromatografia gasosa-espectrometria de massas de um individuo

do grupo controle. O painel superior indica a separacdo dos
componentes da amostra e o painel inferior o espectro de massas
da acetona que produziu o pico cromatografico observado no
painel superior
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Grupo IC Pico Cromatografico
de Acetona
TIC 1.0 16,296 .
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Figura 12 - Cromatografia gasosa-espectrometria de massas (GC-MS) de um
paciente do grupo IC. O painel superior indica a separacdo dos
componentes da amostra e o painel inferior o espectro de massas
da acetona que produziu o pico cromatogréafico observado no painel
superior

4.1.3 Determinacédo acetona exalada por Espectrofotometria

O produto da reacdo da amostra de ar exalado com salicilaldeido foi
submetido a leitura espectrofotométrica e o0s valores de absorbancia
encontrados para cada amostra foram comparados com os das concentracoes
de acetona da solucdo padrao, utilizando-se a curva de calibracdo analitica de
acetona, ilustrada na figura 9.

Através do teste de Kolmogorov-Smirnov, observamos que os valores de

acetona exalada, assim como os de BNP, apresentam distribuicdo assimétrica
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e, portanto, suas concentracfes foram representadas através de mediana e
intervalo interquartil.

A concentracdo mediana de acetona exalada no grupo IC foi 3,70 pg/L
(1,69 -10,45 ug/L) e no grupo controle 0,39 pg/L (0,30-0,79 ug/L), apresentando
diferenca estatisticamente significante (p < 0,001) conforme representado no
grafico 1. A concentracdo mediana de BNP sérico no grupo IC foi 997,0 pg/mL
(329,0-2059,0 pg/L) e no grupo controle de 9,5 pg/mL (4,5-13,5 pg/mL),
apresentando também diferenca estatisticamente significante (p < 0,001)

conforme representado no gréfico 2.

Gréfico 1 - Concentracdo de Acetona exalada nos grupos controle e
insuficiéncia cardiaca
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Gréfico 2 - Concentracdo de BNP plasmatico nos grupos controle e
insuficiéncia cardiaca

<0,001
5000 — } Bt {
— s
£ 4000 -
b0
2
o
2
@© 3000 -
Q
o
o)
UT
O
©
= 2000 —
ol
=
[S)
o
1000 - —
0 — ——— —L
| I
Grupo Grupo IC

Controle
IC — insuficiéncia cardiaca; BNP — peptideo natriurético do tipo B

A capacidade da concentracdo de acetona exalada diferenciar pacientes
com IC de individuos saudaveis, sem disfuncdo ventricular sistolica, foi avaliada
através da analise da curva ROC (grafico 3). A quantificacdo da acetona
exalada apresentou boa acuracia diagnéstica para diferenciacdo entre
pacientes com IC e individuos controles (area sob a curva = 0,94, com intervalo
de confianca 95 % I1C95 % = 0,91-0,99). O melhor ponto de corte de acetona

exalada, encontrado através da curva ROC, para o diagnostico de IC foi de 1,16
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pg/L. Este valor de corte conferiu sensibilidade de 83 %, especificidade de 100
% e acuracia de 86 % para o diagnostico de IC (tabela 4).

Avaliamos também a capacidade diagndéstica da dosagem de BNP para
definir IC nesta populagéo e observamos boa acuracia diagnostica (area sob a
curva = 0,97, 1C95% = 0,94-1,00) (gréafico 3). O melhor ponto de corte de BNP
encontrado em nossa populagéo para diferenciar IC foi de 42 pg/mL, conferindo
sensibilidade de 92 %, especificidade de 100 % e acuracia de 94 % para o

diagnéstico de IC.

Grafico 3 - Curvas ROC de Acetona exalada e BNP plasmatico para
o diagndstico de IC
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Observamos ainda que valores de acetona exalada maiores que 1,16
pg/L foram capazes de predizer o diagnodstico de IC em 86,2 % dos casos e que
valores de BNP maiores que 42 pg/mL identificaram 93,6 % dos casos. Quando
considerados simultaneamente no modelo de regressao logistica foi possivel

predizer o diagnostico de IC em 95,4 % dos casos.

4.2 Andlise do grupo ICCOMP versus ICDESCOMP

4.2.1 Caracteristicas gerais da populacdo

Para avaliar se a dosagem de acetona no ar exalado poderia ser um
marcador de descompensacdo da IC foram avaliados, separadamente, 0s
pacientes com IC.

As caracteristicas gerais desta populacdo (IC compensada e IC
descompensada) encontram-se listadas e comparadas na tabela 2, assim como
as caracteristicas ecocardiogréaficas, laboratoriais e as medica¢cbes utilizadas
por cada grupo encontram-se na tabela 3.

No grupo IC compensada, o sexo masculino (63,3 %) e a raca branca
(60 %) foram mais frequentes, a mediana (intervalo interquartil) da idade foi de
48,5 anos (42,0-56,5 anos) e do peso foi de 70 kg (62,5-80,4 kg). A etiologia
predominante foi a cardiomiopatia idiopética (40 %), seguida da hipertensiva (30
%) e das cardiomiopatias chagasica (13,3 %), isquémica (13,3 %) e outras (3,3
%). Quanto as comorbidades, observou-se que 36,7 % dos pacientes tinham
hipertenséo; 26,7 % dislipidemia; 13,3 % relatavam antecedente de IAM e 10%
de AVC. A mediana da PAS foi 100 mm Hg (90-110 mm Hg), de PAD 70 mm
Hg (60-70 mm Hg), de FC 68 bpm (60—70 bpm) e de freqUiéncia respiratoria
(FR) 16 irm (14-18 irm). A mediana da FEVE foi de 25,5 % (20,0-31,3 %) e do
DDVE 65,5 mm (60,8-74,3 mm). Observamos odor peculiar em 76,3 % dos

pacientes do grupo IC descompensada e em nenhum dos pacientes com IC
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compensada (p < 0,001). Quanto as variaveis laboratoriais, vale destacar
valores medianos de hemoglobina 13,4 g/dL (12,6—-14,7 g/dL), uréia 38,5 mg/dL
(30,8-51,3 mg/dL), creatinina 1,02 mg/dL (0,92-1,15 mg/dL), transaminase
glutdmico oxalacética (TGO) 23,5 mg/dL (20,5-31,8 mg/dL), enzimas
canaliculares como fosfatase alcalina 84,5 U/L (70,8-98,5 U/L) e gama glutamil
transferase (GGT) 51,0 U/L (37,0-91,0 U/L), bilirrubinas 0,55 mg/dL (0,41-0,90
mg/dL) e catecolaminas plasmaticas 462,5 pg/mL (362,3-533,8 pg/mL). Por fim,
em relacéo ao tratamento da IC os pacientes do grupo ICCOMP estavam bem
medicados: 100 % em uso de betabloqueador; 96,7 % em uso de IECA ou BRA
e 76,7 % em uso de espironolactona.

No grupo IC descompensada também houve predominio de pacientes do
sexo masculino (61 %) e da raca branca (55,9 %). A mediana da idade foi de 52
anos (46-63 anos) e do peso 65,0 kg (55,0-70,5 kg). Diferentemente do grupo
compensado (p = 0,001), a etiologia predominante entre 0os pacientes do grupo
ICDESCOMP foi a chagasica (49,2 %), seguida das cardiomiopatias idiopatica
(13,5 %), isquémica (13,5 %), hipertensiva (11,9 %) e outras (11,9 %). Quanto
as variaveis clinicas, a mediana da PAS foi de 90 mm Hg (80-100 mm Hg), da
PAD 60 mm Hg (50-75 mm Hg) da FC 68 bpm (60-80 bpm) e da FR 26 irm (22—
28 irm). Observa-se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
guanto a PAS (p = 0,002) e a FR (p < 0,001). A mediana do DDVE foi 67 mm
(62—74 mm), semelhante ao grupo ICCOMP (p = 0,869). No entanto, a FEVE foi
discretamente menor 23 % (17-29 %), p = 0,040. Quanto as variaveis
laboratoriais, observamos diferenca entre os grupos em relacdo aos niveis de
uréia 63 mg/dL (43-82 mg/dL), creatinina 1,34 mg/dL (1,04-1,75 mg/dL),
fosfatase alcalina 140 U/L (103-183 U/L), GGT 173 U/L (117-296 UIL),
bilirrubinas 1,29 mg/dL (0,81-1,96 mmol/L) e catecolaminas 984 pg/mL (582—
1750 pg/mL) e hemoglobina 12,9 g/dl (12,0-13,8 /dL). Em relacdo ao
tratamento farmacolbégico, os pacientes do grupo ICDESCOMP também
estavam bem medicados: 100 % em uso de betabloqueador; 93,2 % em uso de
IECA ou BRA e 64,4 % em uso de espironolactona.
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Tabela 2 - Caracteristicas gerais dos pacientes com IC compensada e IC

descompensada
Caracteristicas ICCOMP IC DESCOMP p
(n=30) (n=59)
Sexo Masculino n(%) 19 (63,3) 36 (61,0) 0,832
Raca Branca n(%) 18 (60,0) 33 (55,9) 0,714
Idade (anos) 48,5 (42,0 — 56,5) 52,0 (46,0 — 63,0) 0,104
Peso () 70,0 (62,5 -80,4) 65,0 (55,0 — 70,5) 0,097
IMC 24,8 (22,5 — 27,8) 20,8 (23,3 —25,9) 0,084
Etiologia n(%) 0,001
Isquémico 4 (13,3) 8 (13,5)
Chagasico 4 (13,3) 29 (49,2)
Hipertensivo 9 (30,0) 7(11,9)
Idiopatico 12 (40,0) 8 (13,5)
Outras 1(3,4) 7 (11,9
Classe Funcional n(%) <0,001
1/2 20 (66,7) 0 (0)
3 10 (33,3) 29 (49,2)
4 0 (0) 30 (50,8)
Perfil Hemodinamico <0,001
A 30 (100) 0 (0,0)
B 0 (0,0) 30 (50,8)
C 0 (0,0) 29 (49,2)
Antecedentes n(%)
HAS 11 (36,7) 23 (39,0) 0,832
DLP 8 (26,7) 16 (27,1) 0,964
IAM 4 (13,3) 12 (20,3) 0,416
AVC 3(10,0) 9 (15,3) 0,493
Anemia 0 (0,0) 4 (6,8) 0,144
Tabagismo 1(3,3) 1(,7) 0,662
Odor peculiar n(%) 0 (0,0) 45 (76,3) <0,001
Exame fisico
PAS (mm Hg) 100 (90 - 110) 90 (80 — 100) 0,002
PAD (mm Hg) 70 (60 — 70) 60 (50 — 75) 0,275
FC (bpm) 68 (60 — 70) 68 (60 — 80) 0,111
FR (irm) 16 (14 — 18) 26 (22 — 28) <0,001
Saturacao O, (%) 95 (94 — 96) 95 (94 — 96) 0,229

Variaveis continuas foram expressas em mediana (percentil 25 — percentil 75).
ICCOMP - insuficiéncia cardiaca compensada; ICDESCOMP — insuficiéncia cardiaca descompensada; IMC — indice de
massa corporal; HAS — hipertenséo arterial sistémica; DM — diabetes mellitus; DLP — dislipidemia; IAM — infarto agudo
do miocérdio; AVC — acidente vascular cerebral; DPOC — doencga pulmonar obstrutiva cronica; IRC — insuficiéncia renal
cronica; PAS — presséo arterial sistolica; PAD — pressao arterial diastélica; FC — frequéncia cardiaca; FR — frequéncia

respiratoria.
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Tabela 3 - Caracteristicas ecocardiograficas, laboratoriais e medicacbes em uso
dos pacientes com IC compensada e IC descompensada

Caracteristicas ICCOMP IC DESCOMP p
(n=30) (n=59)
Ritmo Sinusal n(%) 21 (70,0) 34 (57,6) 0,576
Ecocardiograma
FEVE (%) 25,5 (20,0 — 31,3) 23,0 (17,0 -29,0) 0,040
DDVE (mm) 65,5 (60,8 — 74,3) 67,0 (62,0 — 74,0) 0,869
Disfuncéo Diastolica n(%) 22 (73,3) 20 (33,9) <0,001
Disfuncao de VD n(%) 14 (46,7) 41 (69,5) 0,036
Laboratorio
Hemoglobina (g/dL) 13,4 (12,6 — 14,7) 12,9 (12,0 -13,8) 0,038
Hematdcrito (%) 41,0 (38,8 — 44,0) 39,0 (37,0 —43,0) 0,108
Uréia (mg/dL) 38,5 (30,0 - 51,0) 63,0 (43,0-82,00 <0,001
Creatinina (mg/dL) 1,02 (0,92 — 1,15) 1,34 (1,04 — 1,75) 0,001
Saodio sérico (mEqg/L) 138,0 (136,8 — 139,3) 138,0 (136,0 — 140,0) 0,976
Potassio (mg/dL) 4,3(3,9-4,7) 4,5 (4,0-4,8) 0,617
Glicemia (mg%) 94,5 (86,5 — 97,3) 89,0 (84,0 —99,0) 0,373
TGO (U/L) 23,5 (20,5 -31,8) 32,0 (24,0 - 57,0) 0,001
TGP (U/L) 41,0 (34,8 —50,5) 41,0 (33,0 - 60,0) 0,955

Fosfatase alcalina (U/L)

GGT (U/L)
Bilirrubinas (mg/dL)
Lactato (mmol/l)

Catecolaminas (pg/mL)

Drogas n(%)
IECA
BRA
IECA/BRA
Beta-blogueador
Espironolactona
Diurético de Alga
Diurético tiazidico
Hidralazina/Nitrato
Digoxina
Amiodarona
Aspirina
Estatina

84,5 (70,8 — 98,5)
51,0 (37,0 — 91,0)
0,55 (0,41 — 0,90)
14,0 (10,0 -21,0)

22(73,3)
7(23,3)
29(96,7)
30(100)
23(76,7)
20(66,7)
5(16,7)
12(40)
14(46,7)
3(10,0)
5(16,7)
6(20,0)

1,29 (0,81 — 1,96)
19,0 (15,0 — 27,0)

49(83,1)
6(10,2)
55(93,2)
59(100)
38(64,4)
52(88,1)
12(20,3)
21(36,2)
19(32,2)
9(15,3)
24(40,7)
13(22,0)

140,0 (103,0 — 183,0) <0,001
173,0 (117,0 — 296,0) <0,001

<0,001
0,002

462,5 (362,3 — 533,8) 984,0 (582,0 — 1750,0) <0,001

0,281
0,096
0,504
1
0,239
0,015
0,677
0,728
0,182
0,493
0,022
0,825

Variaveis continuas foram expressas em mediana (percentil 25 — percentil 75).

ICCOMP - insuficiéncia cardiaca compensada; ICDESCOMP - insuficiéncia cardiaca descompensada; FEVE — fragdo
de ejecd@o de ventriculo esquerdo; DDVE — didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo; VD — ventriculo direito. TGO —
transaminase glutamico oxalacética; TGP — transaminase glutamico pirdvica; GGT — gama glutamil transferase; IECA —
inibidores da enzima de conversdo de angiotensina; BRA — bloqueadores dos receptores de angiotensina Il
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4.2.2 Determinagao Acetona exalada por GC-MS

As figuras, 13 e 14, ilustram os resultados da analise por GC-MS de um
paciente do grupo ICCOMP e outro do grupo ICDESCOMP respectivamente, e
confirmam a presenca de acetona nas amostras de ar exalado de pacientes de
ambos os grupos. Observa-se gque a intensidade do pico de acetona no grupo
ICCOMP foi menor do que o pico observado no cromatograma de um paciente
do grupo ICDESCOMP.

Grupo Pico Cromatografico
ICCOMP de Acetona
TIC*10 5800% 1.0 53531
754 37.05¢ 1.0 53.05 1.0
3810° 1.0
3905 1.0
50 41.10° 1.0
42100 1.0
254 43.00% 1.0
5 1.0 } e,
075 1 15
' : 2410
Espectrometria de massa :
de Acetona
50 58
I 50 50

Figura 13 - Cromatografia gasosa-espectrometria de massas de um paciente
do grupo IC compensada. O painel superior indica a separagao dos
componentes da amostra e o painel inferior o espectro de massas
da acetona que produziu o pico cromatogréafico observado no painel
superior
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Grupo ~_ Pico Cromatografico
ICDESCOMP de Acetona

TIC*1.0 5800 1.0 18527
370610 59.05° 1.0 N
3810 1.0
39.05* 1.0

411010
4210 1.0
50+ 4200010 L }\

44,05 1.0

754

o

05 1 15
0 . 2916
Espectrometria de massa

de Acetona

504

IR \

40 ’ 50 ‘ ‘ 80

58

Figura 14 - Cromatografia gasosa-espectrometria de massas de um paciente
do grupo IC descompensada. O painel superior indica a separagéo
dos componentes da amostra e o painel inferior o espectro de
massas da acetona que produziu o pico cromatografico observado
no painel superior

4.2.3 Determinacéo acetona exalada por Espectrofotometria

Através da andlise espectrofotométrica, observamos que a concentracao
mediana de acetona encontrada no ar exalado de pacientes com IC
descompensada foi 7,80 pg/L (3,60-15,20 pg/L) e em pacientes com IC
compensada foi 1,22 pg/L (0,68-2,19 pug/L), apresentando diferenca
estatisticamente significante (p<0,001) conforme apresentado no grafico 4. A
concentracdo mediana de BNP plasmatico para pacientes com IC
descompensada foi 1 527 pg/mL (905-2475 pg/mL) e para IC compensada 224
pg/mL (45-394 pg/mL), também demonstrando diferenca estatisticamente

significativa (p < 0,001), conforme apresentado no gréafico 5.
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Gréfico 4 -
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ICCOMP - Insuficiéncia cardiaca compensada; ICDESCOMP - Insuficiéncia cardiaca descompensada
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Gréfico5- Concentracdo de BNP nos grupos IC compensada e IC

descompensada
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BNP - Peptideo natriurético do tipo B; ICCOMP - Insuficiéncia cardiaca compensada; ICDESCOMP - Insuficiéncia
cardiaca descompensada

A capacidade da concentracdo de acetona diferenciar pacientes com IC
descompensada, mais grave, foi avaliada também através da analise da curva
ROC (gréfico 6). O método espectrofotomeétrico utilizado para determinacdo da
concentracdo de acetona mostrou ter boa acuracia diagnostica para
diferenciacao entre individuos com IC descompensada e IC compensada (area
sob a curva = 0,93, 1C95 % 0,88-0,98, p < 0,001). O melhor ponto de corte
encontrado para esta diferenciacao foi de 2,50 pg/L. Valores acima de 2,50 pg/L

conferiram especificidade de 80 %, sensibilidade de 86 % e acuracia de 84 %
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para o diagnéstico de IC descompensada (tabela 4). Quanto ao BNP, observou-
se também boa acuracia para diferenciar pacientes descompensados (area sob
a curva = 0,94, 1IC95% 0,88-0,99, p < 0,001). A concentracdo de BNP de 424
pg/mL foi o melhor ponto de corte encontrado para o diagnostico de IC
descompensada. Este valor conferiu especificidade de 100 % e sensibilidade de

92 % para o diagndstico de IC descompensada.

Grafico 6 - Curvas ROC de Acetona exalada e BNP plasmatico para o
diagndstico de IC descompensada

1.0 = /_/__//—/
08
% BNP>424 pg/ml, AUC=0,94
— : (1C95%: 0,88-0,99)
T Acetona>2,5 pg/L, AUC=0,93
% (1C95%: 0,88 — 0,98)
'z 04 -
A
G2 |
0’0 = 1 1 1 ]
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1- Especificidade

BNP: Peptideo natriurético do tipo B; IC95 % - intervalo de confianca 95%; AUC: area sob a curva
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Tabela 4 - Acurécia da acetona para o diagnéstico de IC
Acetona exalada Sensibilidade Especificidade Acurécia
Diagnéstico de IC 83 % 100 % 86 %
(Acetona 1,16 pg/L)
Diagndstico de IC descomp 86 % 80 % 84 %

(Acetona 2,50 pg/L)

IC: insuficiéncia cardiaca

Observamos ainda que valores de acetona exalada maiores que 2,50
pg/L permitiram identificar pacientes em IC descompensada em 84,3 % dos
casos e que valores de BNP maiores que 424 pg/mL identificaram 92,1 % dos
casos. Quando considerados simultaneamente no modelo de regresséo

logistica continuam identificando 92,1 % dos casos.

4.3 Analise do grupo ICCONG versus ICBXDB

Uma vez demonstrada diferenca significativa da concentracdo da
acetona exalada entre pacientes com IC descompensada e IC compensada,
nosso estudo teve como objetivo secundario avaliar se a presenca de acetona
no ar exalado de pacientes com IC descompensada seria capaz de auxiliar no
diagnoéstico diferencial entre os perfis hemodindmicos mais frequentes na

1% perfil quente e

admissédo hospitalar conforme descrito por Nohria et a
congesto (grupo ICCONG), ou seja, pacientes com sinais de congestdo, mas
sem sinais de hipoperfusao e perfil frio e congesto (grupo ICBXDB), ou seja,

pacientes com sinais de hipoperfusédo associados aos sinais de congestao.
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4.3.1 Caracteristicas gerais da populacéo

As caracteristicas gerais desta populag¢édo (IC com congestdo e IC com
hipoperfusdo) encontram-se listadas e comparadas na tabela 5, assim como as
caracteristicas ecocardiograficas, laboratoriais e as medicacdes utilizadas por
cada grupo encontram-se na tabela 6.

No grupo ICCONG, o sexo masculino (67,7 %) e a raca branca (60,0 %)
foram mais frequentes, a mediana da idade foi de 58,5 anos (47,5-66,3 anos),
do peso foi de 65,5 kg (63,0-75,0 kg) e do IMC foi 24,5 (22,3 — 26,7). A etiologia
predominante foi a cardiomiopatia chagasica (43,3 %), seguida da isquémica
(20,0 %), hipertensiva (13,3 %), idiopatica (6,7 %) e outras (16,7 %). Quanto as
comorbidades, observa-se que 43,3% do pacientes tinham hipertenséo; 33,3 %
dislipidemia; 20,0 % relatavam antecedente de IAM e 20,0 % AVC ou AIT. A
mediana da PAS foi 100 mm Hg (90-132 mm Hg), da PAD 70 mm Hg (60-90
mm Hg), da FC 75 bpm (60-85 bpm) e da FR 26 irm (22—-28 irm). Os sintomas
gue identificam congestao pulmonar e congestao sistémica estiveram presentes
na maioria dos pacientes (83 e 96 % dos pacientes, respectivamente). Sinais ou
sintomas sugestivos de hipoperfusdo tais como tontura ou TEC lentificado
foram pouco observados nesta populacdo. A mediana da FEVE foi de 24,5 %
(18,5-30,5 %) e do DDVE 65 mm (61,0-70,3 mm) e 66,7 % dos pacientes
apresentavam disfuncdo de ventriculo direito (VD). Quanto as variaveis
laboratoriais, vale destacar valores medianos de hemoglobina 13,1 g/dL (12,3-
14,6 g/dL), uréia 49,0 mg/dL (39,7-72,0 g/dL), creatinina 1,17 mg/dL (0,99-1,38
mg/dL), glicemia de jejum 90,5 mg% (85-101 mg%) e catecolaminas
plasmaticas 732 pg/mL (443-1124 pg/mL) que demonstram que 0s pacientes
nao apresentavam anemia importante, insuficiéncia renal cronica ou Diabetes
mellitus, mas mantinham estado hiperadrenérgico. Também nao apresentavam

alteracdo significativa de transaminases ou enzimas canaliculares apesar dos
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sinais clinicos de congestdo hepatica como hepatomegalia, presente em 96 %
dos pacientes. Por fim, em relacdo ao tratamento da IC, os pacientes estavam
bem medicados: 100 % em uso de betabloqueador; 96 % em uso de IECA ou
BRA e 67 % em uso de espironolactona.

No grupo ICBXDB também houve predominio de pacientes do sexo
masculino (55,2 %) e da raca branca (51,7 %). A mediana da idade foi de 50
anos (40-57 anos), do peso 60 kg (52-70 kg) e do IMC foi 22,3 (20,4 — 24,6). A
etiologia predominante foi a chagasica (55,2 %), seguida das cardiomiopatias
idiopatica (20,7 %), hipertensiva (10,3 %), isquémica (6,9 %), e outras (6,9 %).
Sintomas de hipoperfusdo como TEC lentificado e tontura estiveram presentes
em 96,6 e 75,9 % dos pacientes respectivamente e sintomas de congestéo
também foram frequentes (ortopnéia presente em 96,6% dos pacientes e
dispnéia paroxistica noturna em 93,1 % dos pacientes deste grupo). Quanto as
variaveis clinicas, a mediana da PAS foi de 80 mm Hg (70-90 mm Hg), de PAD
60 mm Hg (40-66 mm Hg), da FC 64 bpm (60-80 bpm) e da FR 26 irm (22—-28
irm). Observa-se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos quanto
a PAS e a PAD (p < 0,001). A mediana da FEVE foi 20 % (17-26 %), tendendo
a ser menor do que no grupo ICCONG, porém sem diferen¢a estatisticamente
significativa (p = 0,056) e a mediana do DDVE foi 71 mm (65,0-75,5 mm),
discretamente maior (p = 0,019) do que no grupo ICCONG. Observamos odor
peculiar em 89,7 % dos pacientes do grupo ICBXDB e em 63,3 % dos pacientes
do grupo ICCONG (p = 0,018). Quanto as variaveis laboratoriais, observamos
gue o grupo com hipoperfusao apresentava valores medianos mais elevados de
uréia (71 x 49 mg/dL, p = 0,003), creatinina (1,59 x 1,17 mg/dL, p = 0,001),
catecolaminas plasmaticas (1 467 x 732 pg/mL, p = 0,004) e lactato venoso (25
x 17 mg/dL, p = 0,001), sem alteracdo significativa em relagdo as outros
parametros laboratoriais. Em relacdo ao tratamento farmacolégico, os pacientes
também estavam bem medicados: 100 % em uso de betabloqueador; 89,7 %

em uso de IECA ou BRA e 62,1 % em uso de espironolactona.
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Tabela 5 - Caracteristicas gerais dos pacientes dos grupos ICCONG e ICBXDB

Caracteristicas ICCONG (n=30) ICBXDB (n=29) p
Sexo Masculino n(%) 20 (67,7) 16 (55,2) 0,365
Raca Branca n(%) 18 (60,0) 15 (51,7) 0,522

Idade (anos) 58,5 (47,5 - 66,3) 50,0 (40,0 - 57,0) 0,032
Peso (g) 65,5 (63,0 — 75,0) 60,0 (52,0 — 70,0) 0,022
Etiologia n(%) 0,261
Isquémico 6 (20,0) 2 (6,9)
Chagasico 13 (43,3) 16 (55,2)
Hipertensivo 4 (13,3) 3(10,3)
Idiopatico 2 (6,7) 6 (20,7)
Outras 5(16,7) 2 (6,9)
Antecedentes n(%)
HAS 13 (43,3) 10 (34,5) 0,486
DLP 10 (33,3) 6 (20,7) 0,275
IAM 6 (20,0) 6 (20,7) 0,948
AVC/ AIT 6 (20,0) 3(10,3) 0,302
Anemia 1(3,3) 3(10,3) 0,284
Tabagismo 0 (0,0) 1 (3,4) 0,305
Odor peculiar n(%) 19 (63,3) 26 (89,7) 0,018
Sintomas n(%)
Ortopnéia 28 (93,3) 28 (96,6) 0,574
DPN 26 (86,7) 27 (93,1) 0,413
Tontura 13 (43,3) 22 (75,9) 0,011
Sincope 2 (6,7) 7 (24,1) 0,062
Exame fisico
PAS (mmHg) 100 (90 — 132) 80 (70 — 90) <0,001
PAD (mmHgQ) 70 (60 — 90) 60 (40 — 66) <0,001
FC (bpm) 75 (60 — 85) 64 (60 — 73) 0,121
FR (irm) 26 (22 - 28) 26 (22 — 28) 0,884
Saturacéo O; (%) 95 (94 — 96) 94 (94 — 96) 0,555
EC pulmonar n(%) 28 (93,3) 24 (82,8) 0,209
RHJ n(%) 25 (83,3) 26 (89,7) 0,478
TJ n(%) 29 (96,7) 28 (96,6) 0,981
Ascite n(%) 15 (50,0) 21 (72,4) 0,078
Hepatomegalia n(%) 29 (96,7) 29(100,0) 0,321
Edema periférico n(%) 27 (90,0) 23 (79,3) 0,254
TEC > 3 seg n(%) 8 (26,7) 28 (96,6) <0,001

Variaveis continuas foram expressas em mediana (variagdo interquartil; percentil 25 — percentil 75). ICCONG —
insuficiéncia cardiaca com sinais de congestdo; ICBXDB - insuficiéncia cardiaca com baixo débito/hipoperfuséo; IMC —
indice de massa corporal; HAS — hipertenséo arterial sistémica; DLP — dislipidemia; IAM — infarto agudo do miocardio;
AVC - acidente vascular cerebral; AIT — acidente isquémico transitério; DPN — dispnéia paroxistica noturna; PAS —
presséo arterial sistolica; PAD — presséo arterial diastélica; FC — freqiiéncia cardiaca; FR — frequiéncia respiratéria; EC —
estertor crepitante pulmonar; RHJ — refluxo hepato-jugular; TJ — turgéncia jugular; TEC — tempo de enchimento capilar.
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Tabela 6 - Caracteristicas ecocardiograficas, laboratoriais e medicacdes em
uso dos pacientes dos grupos ICCONG e ICBXDB

Caracteristicas

ICCONG (n=30) ICBXDB (n=29) p

Ritmo Sinusal n(%)
Ecodopplercardiograma
FEVE (%)

21 (70,0) 13 (44,8) 0,060

24,5(185-30,5) 20,0(17,0-26,0) 0,056

DDVE (mm) 65,0 (61,0-70,3) 71,0 (65,0-75,5) 0,019
Disfuncéo Diastolica n(%) 10 (33,3) 10 (34,5) 0,926
Disfuncao de VD n(%) 20 (66,7) 21 (72,4) 0,632
Laboratorio
Hemoglobina (g/dL) 13,1 (12,3 - 14,6) 12,7 (11,7 -13,7) 0,131
Uréia (mg/dL) 49,0 (39,7-72,00 71,0(62,0-99,0) 0,003
Creatinina (mg/dL) 1,17 (0,99 — 1,38) 1,59 (1,21 -2,25) 0,001
Saodio sérico (mEqg/L) 139 (138 — 140) 137 (134 -139) 0,011
Potéssio (mg/dL) 4,2 (3,9 -4,6) 46 (42-4,9) 0,035
Glicemia (mg%) 90,5 (85,0 -101,5) 88,0(82,0-98,0) 0,295
TGO (U/L) 32,0 (25,8-50,5) 22,0(30,0-78,0) 0,808
TGP (U/L) 42,0(34,5-57,00 38,0(31,0-79,00 0,529
Fosfatase alcalina (U/L) 147,5 (105,8 —183,0)127,0 (100,0 — 195,5)0,682
Gama GT (U/L) 171,5 (114,8 — 313,3)177,0 (112,5 — 308,5) 0,958
Bilirrubinas (mg/dL) 1,17 (0,75 -1,72) 1,49 (0,95 -2,07) 0,129
Lactato (mg/dL) 17,0 (13,0 -20,0) 25,0 (18,0 -32,0) 0,001

Catecolaminas (pg/mL) 732 (443 — 1124) 1467 (878 —2241) 0,004
Drogas n (%)

IECA 26 (86,7) 23 (76,7) 0,451
BRA 3(10,0) 3(10,3) 0,965
IECA/BRA 29 (96,7) 26 (89,7) 0,284
Betabloqueador 30 (100,0) 29 (100,0) 1,0

Espironolactona 20 (66,7) 18 (62,1) 0,712
Diurético de Alca 24 (80,0) 28 (96,6) 0,049
Diurético tiazidico 6 (20,0) 6 (20,7) 0,948
Hidralazina/Nitrato 10 (33,3) 11 (37,9) 0,543
Digoxina 9 (30,0) 10 (34,5) 0,713
Amiodarona 4 (13,3) 5(17,2) 0,637
Aspirina 14 (46,6) 10 (34,5) 0,341
Estatina 9 (30,0) 4 (13,7) 0,133

Variaveis continuas foram expressas em mediana (percentil 25 — percentil 75). ICCONG - insuficiéncia cardiaca com
sinais de congestdo; ICBXDB - insuficiéncia cardiaca com baixo débito/hipoperfusdo; FEVE — fracdo de ejegdo de
ventriculo esquerdo; DDVE — diametro diastdlico do ventriculo esquerdo; VD — ventriculo direito ; TGO — transaminase
glutdmico oxalacética; TGP — transaminase glutamico pirlvica; Gama GT — gama glutamil transferase; IECA — inibidores
da enzima de converséo de angiotensina; BRA — bloqueadores dos receptores de angiotensina Il



63
Resultados

4.3.2 Determinacédo acetona exalada por GC-MS

As figuras, 15 e 16, ilustram os resultados da analise por GC-MS de um
paciente do grupo ICCONG e outro do grupo ICBXDB respectivamente, e
confirmam a presenca de acetona nas amostras de ar exalado de pacientes de
ambos os grupos. Observa-se que a intensidade do pico de acetona nos dois

grupos foi semelhante.

Grupo Pico Cromatografico
ICCONG | de Acetona

TIC*1.0 5800 1.0 16473
370510 5905 1.0 1
3810 1.0
39.05 1.0
41.10° 1.0
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Figura 15 - Cromatografia gasosa-espectrometria de massas de um paciente
do grupo IC descompensada com congestdo (ICCONG). O painel
superior indica a separacdo dos componentes da amostra e o
painel inferior o espectro de massas da acetona que produziu o
pico cromatografico observado no painel superior
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Figura 16 - Cromatografia gasosa-espectrometria de massas de um paciente
do grupo IC descompensada com hipoperfusdo / baixo débito
(ICBXDB). O painel superior indica a separagdo dos componentes
da amostra e o painel inferior o espectro de massas da acetona que
produziu o pico cromatografico observado no painel superior

4.3.3 Determinacéo por Espectrofotometria

A analise espectrofotométrica revelou que a concentracdo mediana de

acetona exalada para pacientes com sinais clinicos de hipoperfusdo (grupo

ICBXDB) foi 10,0 pg/L (4,5-18,6 ug/L) e para pacientes apenas com sinais

clinicos de congestdo (grupo ICCONG) foi 6,8 pg/L (3,2-10,9 ug/L) conforme

ilustrado no grafico 7. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre

os grupos (p = 0,056).
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Gréfico 7 - Concentracao de Acetona exalada nos grupos IC com congestéo
e IC com hipoperfuséo
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ICCONG - insuficiéncia cardiaca com congestéo; ICBXDB - insuficiéncia cardiaca com hipoperfuséo (baixo débito)

A concentracdo mediana de BNP foi de 2316 pg/mL (1453 — 3697 pg/mL)
para os pacientes com hipoperfusdo e 1161 pg/mL (754 — 1684 pg/mL) para
pacientes apenas com congestdo (grafico 8). Observou-se que esta diferenca

entre os grupos foi estatisticamente significativa (p < 0,001).
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Gréfico 8 - Concentracdo de BNP plasmatico nos grupos IC com congestédo e IC
com hipoperfuséo
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4.4 Variaveis clinicas e laboratoriais associadas a acetona exalada

4.4.1 Analise univariada

Na avaliacdo dos pacientes com IC, as variaveis continuas estudadas na
analise univariada estdo reunidas na tabela 7. Foi observada correlacdo
significativamente positiva entre acetona exalada e FR (p < 0,001), uréia (p <
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0,001), creatinina (p < 0,001), sodio (p = 0,017), catecolaminas séricas
(p<0,001), TGO (p < 0,001), fosfatase alcalina (p < 0,001), GGT (p < 0,001),
bilirrubinas totais (p < 0,001) e lactato venoso (p = 0,008) e correlacéo
significativamente negativa com PAS (p < 0,001), PAD (p = 0,007), hemoglobina
(p = 0,005) e hematdcrito (p = 0,019).

Apesar da observacdo de alteracdo nos niveis de creatinina em
pacientes com IC descompensada, em nossa amostra, a variavel creatinina ndo
pode ser considerada preditora isolada da acetona exalada, vez que possui

linearidade praticamente nula (r? ajustado = 0,09 + 8,3).

Tabela 7 -  Analise univariada das variaveis continuas em relacédo a acetona

exalada

Variaveis Continuas Coeficiente de Correlacéao (r) p

BNP 0,773 <0,001
FR 0,678 <0,001
GGT 0,657 <0,001
Bilirrubinas totais 0,628 <0,001
Uréia sérica 0,585 <0,001
Catecolaminas plasmaticas 0,564 <0,001
Creatinina sérica 0,528 <0,001
Fosfatase alcalina 0,501 <0,001
TGO 0,447 <0,001
Lactato 0,253 0,008
Sédio sérico 0,228 0,017
TGP 0,104 0,283
PAS (0,454) <0,001
Hemoglobina (0,270) 0,005
PAD (0,259) 0,007
Potassio sérico (0,180) 0,060
IMC (0,167) 0,082
Hematdcrito (0,225) 0,019
Peso (0,130) 0,177

BNP — peptideo natriurético do tipo B; FR — frequéncia respiratéria; GGT — gama glutamil transferase; TGO —
transaminase glutamico oxalacética; TGP — transaminase glutamico piravica; PAS — presséao arterial sistolica; PAD —
presséo arterial diastoélica; IMC — indice de massa corporal
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As varidveis categéricas estudadas na analise univariada estao reunidas
nas tabelas 8 e 9. Foi observada correlacédo positiva entre acetona exalada e
classe funcional (p < 0,001), ritmo sinusal (p = 0,001), disfun¢do do VD (p <
0,001), presenca de odor peculiar (p < 0,001), anemia (p = 0,027), além de
variaveis clinicas como dispnéia de esforco (p < 0,001), ortopnéia (p < 0,001),
dispnéia paroxistica noturna (p < 0,001), sincope (p = 0,002), edema de
membros inferiores (p < 0,001), turgéncia jugular (p < 0,001), refluxo hepato-

jugular (p < 0,001) e ascite (p < 0,001).

Tabela 8 -  Analise univariada das variaveis categoricas em relagdo a acetona

exalada

Variaveis Categoricas Coeficiente de Correlacéao (r) p

Hepatomegalia 0,785 <0,001
RHJ 0,741 <0,001
Classe Funcional 0,737 <0,001
TJ 0,725 <0,001
Dispnéia de esforco 0,703 <0,001
Odor peculiar 0,683 <0,001
Edema periférico 0,653 <0,001
DPN 0,624 <0,001
Ascite 0,602 <0,001
Disfuncao de VD 0,585 <0,001
TEC lentificado 0,575 <0,001
Ritmo Sinusal 0,315 0,001
Sincope 0,292 0,002
Anemia 0,213 0,027
Raca Branca 0,176 0,065
HAS 0,082 0,394
IAM 0,074 0,446
Disfuncédo Diastélica (0,290) 0,767
Sexo Masculino (0,146) 0,131
DLP (0,002) 0,961

RHJ — refluxo hepato-jugular; TJ — turgéncia jugular; DPN — dispnéia paroxistica noturna; VD — ventriculo direito; TEC —
tempo de enchimento capilar; HAS — hipertensao arterial sistémica; IAM — infarto agudo do miocardio; DLP —
dislipidemia.
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Na tabela 9 estdo listadas todas as medicagdes utlizadas pelos
pacientes do estudo e sua correlagdo com a acetona exalada. Observa-se
correlagdo positiva e significativa entre acetona exalada e betabloqueadores,

IECA, diuréticos de al¢a, espironolactona e aspirina.

Tabela 9 - Andlise univariada das medicacdes utilizadas em relacdo a
acetona exalada

Medicacdes Coeficiente de Correlagéo (r) p
Betabloqueador 0,596 <0,001
Diurético de Alca 0,554 <0,001
IECA 0,426 <0,001
Espironolactona 0,366 <0,001
Aspirina 0,331 <0,001
Nitrato 0,186 0,052
Amiodarona 0,182 0,058
Digoxina 0,165 0,086
Hidralazina 0,146 0,130
Diurético tiazidico 0,096 0,322
Estatina (0,028) 0,771
BRA (0,003) 0,974

IECA - inibidores da enzima de conversao de angiotensina; BRA — bloqueadores dos receptores de angiotensina Il

4.4.2 Analise multivariada — Regressao Linear Multipla

Para a analise multivariada, incluimos no modelo de regresséo linear
multipla todas as variaveis, continuas e categoricas que apresentaram p < 0,10.

Foi observado que niveis elevados de bilirrubina total (8 = 0,63 + 0,53; p <
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0,0001), FR elevada (B = 0,27 = 0,09; p < 0,001) e creatinina elevada (§ = 0,19
+ 1,1; p = 0,015) estiveram associados a elevacao de acetona exalada. Quanto
as variaveis categoricas, observamos que a presenca de refluxo hepato-jugular
(B = 0,57 £ 1,24; p < 0,001), sincope (B = 0,24 = 1,99; p = 0,003), TEC
lentificado (B = 0,24 + 1,04; p = 0,006) e a presenca de disfuncéo de VD (B =
0,18 + 0,52; p = 0,026) também estiveram associados a presenca de acetona
exalada (tabela 10). Nenhuma das medicacbes utilizadas esteve
independentemente associada com a producdo de acetona exalada.

A regressédo linear multipla para acetona apresentou baixa linearidade
tanto para varidveis continuas (r* ajustado = 0,48) quanto para variaveis

categoéricas (r* ajustado = 0,43).

Tabela 10 - Regressao Linear Mdltipla para acetona exalada

Variaveis Coeficiente 8 Erro padréo p
Continuas
Bilirrubina total 0,63 0,53 <0,0001
Frequéncia respiratéria 0,27 0,09 0,001
Creatinina 0,19 1,10 0,015

Categoricas

RHJ 0,57 1,24 <0,001
Sincope 0,24 1,99 0,003
TEC lentificado 0,24 1,04 0,006
Disfungao de VD 0,18 0,52 0,026

RHJ — refluxo hepato-jugular; TEC — tempo de enchimento capilar; VD — ventriculo direito
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4.4.3 Correlacao entre acetona exalada e BNP

Para avaliacdo da correlacdo entre acetona exalada e as variaveis de
interesse, como o BNP, foi aplicado o Coeficiente de Correlagcdo de Sperman,
uma vez que as variaveis em questdo apresentam distribuicdo assimétrica.
Observou-se correlacédo positiva entre a concentracdo mediana de acetona no
ar exalado e niveis de BNP plasmatico (r = 0,772, p < 0,001) (grafico 9).
Embora tenha sido observada tal correlacdo, BNP ndo pode ser considerado
como preditor isolado de acetona exalada, vez que apresenta baixa linearidade
(r* ajustado = 0,574).

Gréfico 9 - Correlagcdo entre Acetona exalada e BNP plasmatico
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4.4.4 Correlagdo entre acetona exalada e catecolamina sérica

Para avaliacdo da correlacdo entre acetona exalada e catecolaminas
plasméticas também foi aplicado o Coeficiente de Correlagdo de Sperman.
Observou-se correlacédo positiva entre a concentracdo mediana de acetona no
ar exalado e niveis de catecolaminas plasmaticas (r = 0,573, p < 0,001) (grafico
10).

Grafico 10 - Correlacéo entre acetona exalada e catecolaminas séricas
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4.4.5 Relacéo entre acetona exalada e classe funcional (NYHA)

Considerando o interesse em definirmos a relacdo de acetona exalada
com gravidade de doenca, avaliamos as concentragcbes de acetona nas
diferentes classes funcionais segundo a classificacdo da NYHA. A concentragao
mediana (intervalo interquartil) de acetona exalada foi de 0,60 ug/L (0,50-0,70
pg/L) em pacientes NYHA 1 (n = 2); 1,50 ug/L (0,80-2,20 ug/L) em pacientes
NYHA 2 (n = 18); 5,60 pg/L (1,70-10,10 pg/L) em pacientes NYHA 3 (n = 39) e
8,1 pg/L (3,60-17,10 pg/L) em pacientes NYHA 4 (n = 30). Observamos que
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,001). Esta
diferenca pode ser observada quando comparada a classe funcional 4 com as

classes funcionais 1 e 2 (p < 0,05).

Grafico 11 - Correlacao entre Acetona exalada e diferentes classes funcionais
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4.5 Evolucgéo dos pacientes com IC

Observamos que 10 dentre 89 pacientes (11,2 %) morreram em 60 dias
apos a inclusdo no estudo. No grupo IC compensada, dois Obitos (6,6 %)
ocorreram: um por morte subita e outro durante transplante cardiaco. No grupo
IC descompensada, oito 6bitos (13,5 %) ocorreram, sendo um o6bito no grupo
ICCONG (3,3 %) por sepse de causa urinaria e sete obitos no grupo ICBXDB
(24,1 %) com sinais de hipoperfusdo na admissao na unidade de emergéncia.
Dentre os pacientes admitidos com hipoperfusao, seis pacientes faleceram por
choque cardiogénico ainda na mesma internacdo e um paciente recebeu alta
apos 25 dias de internacdo e faleceu em casa de causa desconhecida
(tabelall).

Tabela 11 — Evolucéo dos pacientes com IC

Pacientes Grupo Acetona exalada Causa de 6bito
(Hg/L)

Paciente 1 ICBXDB 37,10 Chogue cardiogénico

Paciente 2 ICBXDB 9,00 Chogque cardiogénico

Paciente 3 ICCOMP 4,60 Morte subita

Paciente 4 ICCOMP 1,70 Intra-operatorio (transplante)

Paciente 5 ICBXDB 18,80 Chogue cardiogénico

Paciente 6 ICBXDB 16,00 Chogque cardiogénico

Paciente 7 ICBXDB 18,60 Desconhecida

Paciente 8 ICBXDB 3,70 Chogque cardiogénico

Paciente 9 ICCONG 14,50 Infeccdo (sepse urinaria)

Paciente 10 ICBXDB 6,80 Choque cardiogénico

ICBXDB - Insuficiéncia cardiaca com hipoperfusdo (baixo débito); ICCOMP - Insuficiéncia cardiaca compensada;
ICCONG - Insuficiéncia cardiaca com congestéao.
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Avaliamos ainda os valores de acetona exalada destes pacientes que
evoluiram a 0Obito no periodo de 60 dias apds inclusdo no estudo. A tabela 11
ilustra tais valores e a causa de 6bito destes pacientes.

Observamos que, dentre os dez pacientes que evoluiram a 6bito no
periodo de 60 dias, nove apresentavam valores de acetona exalada maiores do
gue o percentil 50 de acetona exalada (3,70 pg/L) e apenas um paciente, cujo
Obito ocorreu no intra-operatério durante o transplante cardiaco, apresentava

valor menor do que o percentil 50 da acetona exalada.
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5 DISCUSSAO

Partindo da observagéo clinica de que pacientes com IC exalam odor
peculiar quando internados por descompensacdo da doenca, noés
desenvolvemos um dispositivo portatil capaz de coletar o ar exalado a beira
leito para posterior analise por cromatografia gasosa-espectrometria de massas
e espectrofotometria. Nossos resultados confirmaram que a acetona esta
aumentada no ar exalado de pacientes com IC como previamente demonstrado
por Kupari et al.®*

No entanto, nosso estudo revelou, pela primeira vez, que a acetona
exalada é também um bom biomarcador do diagnéstico de IC e IC
descompensada, cuja acuracia € similar & do BNP e que esta relacionada a
gravidade da IC, uma vez que concentragfes elevadas de acetona exalada
estdo associadas a pior classe funcional. Observamos ainda correlacdo positiva
entre acetona exalada e BNP. Estes achados sugerem fortemente que a
acetona exalada pode ter importante papel no manejo clinico de pacientes com
IC.

5.1 Grupo controle versus grupo IC

Quanto as caracteristicas basais dos pacientes ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos em relacédo a idade, peso, raca e
sexo, sendo que a maioria dos pacientes era do sexo masculino e da raca
branca. Estes dados sdo concordantes com dados da literatura, exceto em

Y

relacdo a idade, uma vez que a populagdo do grupo controle estudada por

1
|6

Kupari et al”” era mais jovem do que a populacdo de pacientes com IC e em

nosso estudo utilizamos como critério para selecdo do grupo controle o
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pareamento por idade. Vale ressaltar que a média da idade dos pacientes com
IC, em nosso estudo, foi menor do que a meédia de idade dos pacientes
estudados por Kupari et al.®* Esta diferenca pode ser explicada pelo
consideravel numero de pacientes chagasicos presentes, uma vez que a
doenca de Chagas acomete pacientes mais jovens.

Ainda em relacdo as caracteristicas basais da populacdo, destaca-se
que as diferencas observadas entre os grupos controle e IC relacionam-se a
parametros que definem IC (FEVE baixa e DDVE aumentado); a alteractes
laboratoriais freqiientemente observadas na IC e a alterag6es clinicas comuns
na IC (PAS e PAD baixas e FC e FR elevadas). Nota-se que a populacéo
estudada era composta por pacientes com doenca mais grave - mediana da
FEVE de 24 % e PAS de 96 mm Hg — quando comparada a populacdo
estudada por Kupari et al,** cuja média de FEVE foi 38 % e de PAS 114 mm Hg.
Observamos ainda que o odor peculiar s6 foi identificado entre os pacientes
com IC, o que pode estar relacionado ao fato de que o odor s6 é perceptivel
guando as concentracdes de acetona sado elevadas. Nosso estudo diferiu da
literatura em relacdo a etiologia da cardiomiopatia, sendo a chagasica a
predominante em nossa populacao e a valvar no estudo de Kupari et al.®*

Quanto ao tratamento, os pacientes com IC estavam bem medicados e
recebiam terapia considerada o6tima para IC (94 % usavam IECA ou BRA; 100
% betabloqueador e 70 % espironolactona) em doses otimizadas. Em relacdo
as medicacdes utilizadas, os pacientes recebiam tratamento de acordo com as
atuais recomendacdes das Sociedades Brasileira,”* Americana,’? e Européia”

de Cardiologia, diferentemente dos pacientes estudados por Kupari et al,®*

cujo
tratamento incluia basicamente o uso de diuréticos (87 %) e digoxina (74 %),
sendo o uso de IECA (51 %) e espironolactona (22 %) pouco frequente e de
betabloqueador ausente. Esta diferenca ja era esperada, uma vez que 0 Unico
estudo® que avaliou acetona exalada em pacientes com IC foi realizado na
década de 90, quando o conhecimento sobre os beneficios dos

betabloqueadores’ no tratamento da IC ainda nao estava totalmente difundido.
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Utilizamos para a identificacdo da acetona no ar exalado dos pacientes,
o método de cromatografia gasosa associada a técnica de espectrometria de
massas. Desta forma, estamos em concordancia com dados da literatura que
sugerem que a busca por novos biomarcadores deve envolver tecnologias
novas capazes de identificar metabdlitos com alta precisdo mesmo em fluidos
complexos.®

Para quantificar acetona exalada com maior eficiéncia, nés utilizamos a
técnica de espectrofotometria. Observamos que os individuos do grupo controle
apresentavam baixas concentracdes de acetona exalada (mediana de 0,39
Mg/L, variacao interquartil de 0,30-0,79 pg/L). Estes dados se assemelham aos
valores de acetona exalada observados em individuos saudaveis na literatura.
Smith et al*’ estudaram o ar exalado de 30 individuos normais semanalmente
por seis meses e encontraram concentragdo mediana de acetona de 477 partes

| ®* encontraram

por bilhdo (ppb), que corresponde a 1,13 pg/L e Kupari et a
valor mediano de acetona de 19 nmol/L, que corresponde a 1,10 pg/L. Em
nosso estudo, a concentracdo de acetona exalada entre os pacientes com IC foi
significativamente maior (mediana de 3,7 pg/L) do que no grupo controle (p <
0,001). Esta diferenca também foi evidenciada por Kupari et al®* que
observaram entre os 31 pacientes com IC estudados, valor mediano de acetona
exalada de 81 nmol/L (4,70 ug/L), valor semelhante a concentracdo de acetona
exalada de nossa populacdo. Observa-se que os valores encontrados em
pacientes com IC por Kupari et al®* foram aproximadamente 4 vezes mais
elevados do que em individuos saudaveis e em nosso estudo os valores foram
quase 10 vezes maiores. Esta diferenca pode ser explicada em parte pelo
menor namero de pacientes estudados pelos autores, mas também pode ter
sofrido a influéncia das 12 horas de jejum que antecederam a coleta do ar
exalado mesmo no grupo de individuos saudaveis no estudo de Kupari et al®.
Como sabemos, o jejum prolongado pode induzir a producdo de corpos
cetdnicos’® e tal fato pode ter contribuido para valores discretamente maiores

de acetona exalada entre individuos saudaveis observados por Kupari et al.®*
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Quanto a dosagem de BNP, observamos que o grupo controle
apresentou concentracdo mediana de 9,50 pg/mL, valor compativel com dados
de literatura. McDonagh et al’® avaliaram a capacidade do BNP diagnosticar
disfuncéo sistélica de ventriculo esquerdo (VE) em pacientes sintomaticos ou
assintomaticos e observaram concentracdo mediana de BNP de 7,70 pg/ml

|77

entre individuos com funcdo de VE normal. Krupicka et al’® em avaliacdo do

efeito do exercicio sobre o BNP em individuos saudaveis mostraram valores de

I’”® estudaram a

BNP pré-exercicio semelhantes (19 pg/mL). Daniels et a
distribuicdo e as caracteristicas dos peptideos natriuréticos em atletas pré-
competicdo e mostraram concentracdo mediana de BNP de 8 pg/mL. De acordo
com as recomendacdes atuais considera-se que entre individuos jovens e
saudaveis, 90 % apresentam BNP < 25 pg/mL.° Em nosso estudo, a
concentracdo de BNP entre os pacientes com IC foi significativamente maior do
gue o observado no grupo controle (p < 0,001). A comparagdo com dados da
literatura € um pouco dificil, uma vez que o desenho dos estudos disponiveis é
um pouco diferente do nosso. No entanto, niveis elevados de BNP foram
demonstrados tanto em pacientes com IC cronica quanto IC aguda. McDonagh

et al’®

mostraram que o0s niveis de BNP estdo elevados em pacientes com
disfuncédo sistélica de VE importante (FE < 30 %) sintomaticos ou nao.
Yamamoto et al’® mostraram que o BNP é capaz de predizer disfuncéo sistélica
(FE < 45%) com boa acuracia diagndstica (area sob a curva de 0,79). Wright et
al® avaliaram 305 pacientes ambulatoriais estaveis com suspeita de IC e
observaram niveis significativamente elevados de BNP entre os 77 pacientes
que tiveram o diagndstico clinico de IC confirmado e Maisel et al® mostraram
gue os niveis de BNP estdo aumentados em pacientes que sao admitidos na
sala de emergéncia por dispnéia aguda secundaria a IC quando comparados a
pacientes com dispnéia secundaria a outras causas.

Através da construgcdo da curva ROC, nés demonstramos pela primeira
vez, que a acetona exalada é capaz de diagnosticar IC com boa acuracia (area

sob a curva de 0,94 com 1C95% entre 0,91 a 0,99) sendo o melhor ponto de
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corte 1,16 pg/L. Dados da literatura apenas pontuam que a acetona exalada
estd aumentada em pacientes com IC, porém ndo mostram dados de
sensibilidade ou especificidade do método para o diagnéstico de IC.%* Tal
acuracia foi muito semelhante a acuracia observada quando utilizado o BNP
como método diagndstico de IC (area sob a curva de 0,97 com IC95% entre
0,94 a 1,00), sendo o melhor ponto de corte de BNP encontrado 42 pg/mL. O
principal estudo que avaliou a acuracia do BNP para diagnostico de IC foi
realizado por Maisel et al® e definiu o valor de 100 pg/mL como melhor ponto de
corte para o diagnéstico de IC. No entanto, a populacdo estudada diferia da
nossa, pois incluia pacientes com quadro de dispnéia aguda de etiologia
desconhecida que foram admitidos na sala de emergéncia. Fuat et al,®* ao
avaliarem 297 pacientes com suspeita de IC, observaram que 40 pg/mL foi o
ponto de corte do BNP com maior valor preditivo negativo e melhor acuracia
para o diagnodstico de IC. Seus dados aproximam-se dos nosSsSOS Mmuito
provavelmente pela maior semelhanca entre as populacbes estudadas, uma
vez que os autores avaliaram pacientes com sinais sugestivos de IC, porém nao

apenas pacientes com sinais clinicos de descompensacao da doenca.

5.2 Grupo IC compensada versus IC descompensada

Quanto as caracteristicas basais, néo foi observada diferenca
significativa entre os grupos ICCOMP e ICDESCOMP em relacdo ao sexo e a
raca, sendo que houve predominio do sexo masculino (63 % versus 61 %) e da
raca branca (60 % versus 55 %) nos dois grupos. Também néao se observou
diferenca quanto a idade, peso, IMC e comorbidades. No entanto, a etiologia
predominante no grupo ICCOMP foi a cardiomiopatia idiopéatica (40 %) e no
grupo ICDESCOMP foi a chagasica (49 %). Tal diferenca pode ser explicada

pela maior dificuldade em otimizacdo do tratamento clinico e pela maior
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freqiiéncia de descompensacbes em pacientes com doenca de Chagas.' As
diferencas evidenciadas (p < 0,001) para perfil hemodinamico (100 % perfil A no
grupo ICCOMP e 100 % perfil B ou C no grupo ICDESCOMP) e classe
funcional (66 % NYHA 1/2 na ICCOMP e 100 % NYHA 3/4 na ICDESCOMP)
relacionam-se diretamente a forma de apresentacdo da doenca e refletem a
maior gravidade do grupo descompensado, uma vez que dados da literatura®
mostram que os perfis hemodinamicos B, quente e congesto e C, frio e
congesto, estdo relacionados a maior risco de morte ou transplante de urgéncia
e inclusive acrescentam informacgéo prognéstica quando limitados a pacientes
em classes funcionais da NYHA 3 ou 4.

Quanto as caracteristicas clinicas, destacam-se as diferencas entre os
grupos em relacdo aos niveis de PAS (p = 0,002) e de FR (p < 0,001), cujas
alteracdes sao inerentes a descompensacao da IC. Apesar desta diferenca,
nota-se que os valores de PAS foram baixos tanto no grupo ICDESCOMP
(mediana da PAS 90 mm Hg) quanto no grupo ICCOMP (mediana da PAS 100
mm Hg) quando comparados a dados da literatura, tal fato novamente reflete a
maior gravidade de nossos pacientes. Dados do registro ADHERE,* que
avaliou preditores de mortalidade em 33046 pacientes internados por IC
agudamente descompensada, indicam como preditor independente de
mortalidade niveis de PAS inferiores a 115 mm Hg. Apesar da exclusao de
pacientes com insuficiéncia renal crdnica, notamos niveis mais elevados de
uréia (63 mg/dL versus 38 mg/dL, p < 0,001) e creatinina (1,34 versus 1,02, p =
0,001) no grupo descompensado. O mesmo raciocinio utilizado para a PAS
pode ser aplicado ao avaliarmos as diferencas em relagéo a funcao renal, uma
vez que estas duas variaveis também foram preditoras independentes de

mortalidade no registro conduzido por Fonarow et al®

e, portanto, refletem
maior gravidade do pacientes. Os grupos também diferiram em relacdo aos
niveis de enzimas hepdticas, bilirrubinas, lactato e catecolaminas. Tais
diferencas também podem ser explicadas pela prépria descompensacao da

doenca que inclui congestdo hepatica, hipoperfusédo e estado
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hiperadrenérgico.®*#* Observamos ainda que o odor peculiar s6 foi identificado
entre os pacientes com IC descompensada, o0 que reflete as maiores
concentracbes de acetona encontradas entre pacientes descompensados.
Quanto ao tratamento medicamentoso, observa-se que os pacientes dos dois
grupos estavam recebendo terapia otimizada para IC, havendo diferenca
significativa apenas em relacdo ao uso de diuréticos de alca que foi mais
frequente entre os pacientes com IC descompensada.

Nosso estudo mostrou diferenca (p < 0,001) entre os niveis de acetona
exalada encontrados em pacientes com IC crbnica estaveis (mediana de 1,22
ug/L) e pacientes que apresentam IC agudamente descompensada (mediana
de 7,8 ug/L). Embora Kupari et al®* ndo tenham avaliado seus pacientes de
acordo com o grau de descompensacdo da doenca, observaram que 0S
pacientes com estase jugular apresentavam niveis até 10 vezes mais elevados
de acetona exalada do que individuos normais. Estes dados corroboram nossos
resultados.

Quanto aos valores de BNP, também foram significativamente (p <
0,001) maiores entre os pacientes agudamente descompensados (mediana de
1527 pg/mL) quando comparados aos pacientes com IC crbnica estaveis
(mediana de 224 pg/mL). Estes achados sdo compativeis com dados de
literatura. Maisel et al® avaliaram 1586 pacientes com dispnéia aguda, sendo 47
% com IC congestiva (744 pacientes). Entre estes pacientes, o valor médio
encontrado para o BNP foi de 675 + 450 pg/mL, sendo ainda mais elevado
entre pacientes em classe funcional 4 da NYHA (817 £ 435 pg/mL) em
comparacao com pacientes em classe funcional 1 (244 + 286 pg/mL), cujos
valores aproximam-se dos encontrados em nosso estudo para pacientes
estaveis com IC compensada (66 % em classe funcional 1 ou 2).

Nés demonstramos, também pela primeira vez, que a acetona exalada é
um biomarcador da descompensacado da IC e que niveis elevados de acetona
(maiores que 2,50 ug/L) sdo capazes de diagnosticar IC descompensada com
boa acuracia (area sob a curva de 0,93 com IC95% entre 0,88 a 0,98),
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semelhante a acuracia diagndstica do BNP (valores maiores que 424 pg/mL)
nesta mesma populacdo (area sob a curva de 0,94 com IC95% entre 0,88 a
0,99). Dados da literatura’®®* sugerem que embora o ponto de corte de 100
pg/mL de BNP seja excelente para afastar IC devido ao seu alto valor preditivo
negativo, seu valor preditivo positivo € menos robusto e ndo auxilia o clinico a
excluir outras causas de elevacdo do BNP incluindo embolia pulmonar, cor
pulmonale ou até mesmo a presenca de disfuncdo VE sem exacerbacéo da IC
a menos que ultrapasse o valor de 400 pg/mL. Assim, a necessidade de um
segundo ponto de corte para confirmagdo diagnéstica de IC descompensada
como causa de dispnéia principalmente em pacientes que ja apresentam

disfuncéo sistdlica do VE corroboram nossos resultados.

5.3 Grupo IC com congestao versus IC com hipoperfusao

Dados da literatura sugerem que a classificacdo proposta por Nohria et
al,%® que consiste em subdividir os pacientes com IC descompensada de acordo
com sinais e sintomas clinicos de congestdo ou hipoperfusdo, é util na
avaliacdo de prognéstico de pacientes com IC. Os autores demonstraram que 0
perfil mais frequiente é o perfil B (quente e congesto), seguido do perfil C (frio e
congesto) e que ambos séo preditores independentes de morte ou transplante
de urgéncia em pacientes com IC descompensada, mesmo quando avaliados
apenas pacientes com classes funcionais 3 ou 4.

Em nosso estudo, também avaliamos pacientes com estes dois perfis
hemodindmicos e quanto as caracteristicas basais, observamos que houve
predominio do sexo masculino tanto no grupo ICCONG (67 %) quanto ICBXDB
(55 %), assim como da raca branca (60 % e 52 %, respectivamente). No
entanto, os grupos diferiram em relagéo a idade (p = 0,032), peso (p = 0,022) e
IMC (p = 0,022), sendo que os pacientes do grupo com hipoperfusdo eram mais
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jovens e tinham menor peso . A etiologia predominante foi a chagasica nos dois
grupos e também néo houve diferenca em relacdo as comorbidades. Os dados
de nossa populacdo sdo concordantes com o perfil de pacientes avaliados por

Nohria et al,®

exceto pela etiologia da cardiomiopatia, uma vez que
aproximadamente 50% dos pacientes estudados pelos autores apresentavam
cardiomiopatia isquémica.

Quanto as caracteristicas clinicas, observamos que houve diferenca
significativa entre os grupos apenas em relacdo aos sintomas e sinais que
definem hipoperfusdo como PAS e PAD mais baixos e TEC lentificado (p <
0,001). Estes dados séao concordantes com o perfil hemodindmico de cada
grupo: ICCONG - perfil quente e congesto e ICBXDB - perfil frio e congesto.
No entanto, diferem em relacéo aos valores observados na populacdo estudada
por Nohria et al,®® que apresentavam PAS mais elevada do que em nossa
populacao (perfil B: 114 versus 100 mm Hg e perfil C: 103 versus 80 mm Hg).
Tal fato sugere maior gravidade dos pacientes de nosso estudo. A FEVE
mediana foi de 24 % no grupo ICCONG e 20 % no grupo ICBXDB sem
diferenca estatistica (p = 0,056), dados semelhantes aos encontrados por
|.63

Nohria et a
ICBXDB o odor foi identificado em 89,6 % dos pacientes e no grupo ICCONG

Quanto a presenca do odor peculiar, observamos que no grupo

em 63,3 % (p = 0,018), o que pode estar relacionado a tendéncia a maiores
concentracbes de acetona entre pacientes com hipoperfusdo. Quanto as
variaveis laboratoriais, observamos que o grupo com hipoperfusdo apresentava
valores mais elevados de uréia, creatinina, catecolaminas plasmaticas e lactato
venoso e menores niveis de sédio sérico, sem alteracdo significativa em relacéo
a outros parametros laboratoriais. Estas diferencas estdo de acordo com dados
da literatura que mostram alteracdo da func&o renal com maior freqiéncia em
pacientes com perfil frio e congesto.®® Por fim, em relagcédo ao tratamento da IC,
0s pacientes dos dois grupos estavam recebendo terapia otimizada para IC

Vale ressaltar que neste aspecto, nosso estudo diferia do estudo conduzido por
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Nohria et al,®®

pois neste estudo apenas 26 % dos pacientes estavam em uso
de betabloqueador e a FC média dos pacientes era de 90 bpm.

A concentracdo de acetona exalada mostrou-se elevada tanto no grupo
ICCONG quanto no grupo ICBXDB, sendo discretamente maior nos pacientes
com sinais de hipoperfusdo (10,0 versus 6,8 pg/L), porém sem diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,056). Tal fato sugere que as
altas concentracfes de acetona estéo relacionadas a congestao sistémica, uma
vez que esta caracteristica foi comum aos dois grupos. Estes resultados

corroboram a observacdo de Kupari et al®

de que pacientes com sinais de
congestao venosa sistémica apresentavam maiores concentracoes de acetona
exalada. No entanto, a tendéncia a maiores valores entre os pacientes do grupo
ICBXDB sugere que acetona exalada também pode estar relacionada a
hipoperfusdo e gera a perspectiva de novos estudos com maior nimero de
pacientes, desenhados especificamente para avaliar os diferentes perfis

hemodinamicos de apresentacdo do pacientes com IC descompensada.

5.4 Correlacfes e variaveis interferentes para acetona exalada

Observamos correlacao fortemente positiva (r = 0,772, p < 0,001) entre
acetona exalada e BNP plasmaético. Tal resultado fortalece a hipétese de que a
acetona exalada é realmente um biomarcador do diagndstico de IC, uma vez
que diversos estudos mostram o valor do BNP para o diagnostico de IC

76,79

cronica e IC aguda.? No entanto, os niveis de BNP sofrem influéncia de

diferentes variaveis e este fato deve ser levado em consideracdo no momento
da andlise de seus resultados. 2131415
Correlacdo positiva (r = 0,573, p < 0,001) também foi observada entre

acetona exalada e catecolaminas séricas. Tal fato reflete, em parte, o provavel
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mecanismo pelo qual ocorre aumento de acetona exalada em pacientes com IC
descompensada. Dados da literatura sugerem que na IC avancada ocorre
aumento de catecolaminas. Altos niveis de norepinefrina estimulam lipélise,
aumentam as concentracdes de acidos graxos livres e, consequentemente,
aumentam a producdo de corpos cetdnicos.?*®>® Estas alteracdes serdo
discutidos em detalhes a seguir.

Quanto a presenca de odor peculiar, observamos correlacado positiva
com os niveis de acetona exalada (r = 0,683, p < 0,001). Tal fato sugere que a
substancia encontrada no ar exalado (acetona) de pacientes com IC pode ser
responsavel pelo odor peculiar exalado por estes pacientes. No entanto, a
analise deste achado deve ser interpretada com cautela, uma vez que a
avaliacdo do odor € subjetiva e foi definida por um Gnico observador.

Na avaliacdo da relacdo da acetona exalada com gravidade de IC,
observamos concentracdes progressivamente maiores de acordo com aumento
da classe funcional segundo a NYHA. Nao ha na literatura estudos que avaliem
a acetona exalada de acordo com a classe funcional da IC. No entanto, nossos
resultados se assemelham ao que foi observado por Maisel et al® quando
avaliaram a relagdo das concentragbes de BNP com a classe funcional de
pacientes com IC.

Considerando que nosso estudo descreve um novo biomarcador de IC, a
avaliacdo de possiveis fatores interferentes na acetona exalada se fez
necessaria. Na andlise univariada, observamos que as variaveis relacionadas a
IC direita apresentaram correlacéo fortemente positiva com acetona exalada (p
< 0,001): hepatomegalia (r = 0,785), turgéncia jugular (r = 0,725), refluxo
hepato-jugular (r = 0,741), ascite (r = 0,602), GGT (r = 0,657), edema de
membros inferiores (r = 0,653), bilirrubinas (r = 0,628), disfuncdo de VD (r =
0,585), assim como o uso de betabloqueadores (r = 0,596), IECA (r = 0,554),
diuréticos de alca (r = 0,426), espironolactona (r = 0,366) e aspirina (r = 0,331) .
A alta incidéncia de cardiomiopatia chagéasica entre os pacientes com IC
descompensada (49 %) justifica a alta frequéncia de IC direita entre os
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pacientes descompensados. Assim, parece-nos que a acetona eleva-se no ar
exalado de pacientes com doenca mais grave com IC direita predominante,
caracteristicas comuns aos chagasicos. Pela analise multivariada, observamos
que permaneceram ainda associados a maior concentracao de acetona exalada
niveis elevados de bilirrubina e creatinina; alta freqiéncia respiratoria; TEC
lentificado; sincope e a presenca de refluxo hepato-jugular e disfuncdo de VD.
Nenhuma das medicacdes utilizadas esteve independentemente associada com
a producdo de acetona exalada. Estes resultados reforcam a possivel
associacdo da producédo exacerbada de acetona com IC direita e com maior
gravidade da doenca, uma vez que se associam a variaveis em geral presentes
em pacientes com doenca mais avancada. No entanto, devido a baixa
linearidade observada através da regresséao linear multipla tanto para variaveis
continuas (r* ajustado = 0,48) quanto para variaveis categoéricas (r* ajustado =
0,43), tais variaveis ndo podem ser consideradas preditoras da acetona, mas

apenas variaveis de influéncia.

5.5 Explicaces fisiopatoldgicas para o aumento da acetona exalada na IC

Alteracdes do metabolismo sistémico e do metabolismo da célula
miocéardica tém sido vastamente estudadas nos ultimos anos.®*®’ Estudos
clinicos tém demonstrado que a acetona exalada é indicativa de cetose
sistémica.®® No entanto, os possiveis mecanismos que levam ao aumento de
acetona exalada em pacientes com IC ainda ndo foram totalmente esclarecidos.

Sabemos que pacientes com IC apresentam aumento de catecolaminas

89,90,91

plasmaticas e que os niveis elevados de catecolaminas estdo associados
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& maior risco de morte conforme demonstrado por Cohn et al' (1984 apud Opie
et al, 2009, p.1637-1646).%°

Altos niveis de norepinefrina estimulam lipdlise e aumentam as
concentracbes de acidos graxos livres (AGL) provavelmente devido ao maior
estimulo B-adrenérgico.®® Durante situacdes de estresse como fome extrema e
IC avancada, grande demanda é requerida ao figado para gerar a energia
necessaria ao restante dos o6rgaos, incluindo o miocardio. O figado precisa
manter o Ciclo de Krebs para producéo intra-hepatica de trifosfato de adenosina
(ATP) e a gliconeogénese para producdo de glicose para os tecidos extra-
hepéticos. Considerando que estes dois processos requerem 0S MesSMOoSs
intermediéarios, tanto a producdo de ATP quanto a producdo de glicose pela
gliconeogénese ficam mais lentos.®> Como resultado, acetil-coenzima A (acetil-
CoA) acumula na mitocondria, 0 que leva a uma série de reacdes de
condensacdo que produzem corpos cetdnicos na forma de trés moléculas:
acetoacetato; B-hidroxibutirato e acetona (figura 17). Dentre estas trés
moléculas somente acetoacetato e [-hidroxibutirato sdo metabolicamente
ativos, mas a volatilidade da acetona permite a deteccao de cetose através do
ar exalado. Na IC avancada, além das alteracbes acima descritas, as altas
concentracbes de AGL circulantes contribuem para o aumento de corpos
cetdnicos.®® Embora o figado possua as enzimas necessarias para a producéo
de corpos cetdnicos, ele ndo produz as enzimas necessdrias para a
metabolizacdo destes compostos. Como resultado, corpos cetdnicos acumulam
na corrente sanguinea e passam a Ser responsaveis por gerar a energia
necessaria aos tecidos como cérebro, coracdo, muasculo e rins durante

situacOes de escassez de glicose.

! Cohn JN, Levine TB, Olivari MT, Garberg V, Lura D, Francis GS, Simon AB, Rector T.
Plasma norepinephrine as a guide to prognosis in patients with chronic congestive heart failure.
N Engl J Med. 1984 Sep;311(13):819-23.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6382011
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Figura 17 - Alteracdes metabdlicas sistémicas na IC avancada

Além das alteracdes metabolicas sistémicas que ocorrem na IC, algumas
alteracdes especificas do metabolismo da célula miocardica que ocorrem nas
diferentes fases da doenca podem explicar a presenca de acetona exalada em
pacientes com IC e, principalmente, sua relacdo com a maior gravidade da
doenca.

Glicose e AGL sdo os principais substratos usados pela célula
miocardica normal para produzir energia através de glicolise e B-oxidacéo
(figura 18). Em condicbes aerdbicas, a célula miocardica oxida
preferencialmente AGL. Diante de estresse metabdlico, a glicose passa a ser a
principal fonte de energia para a célula miocardica e o aumento de sua
captacdo tem efeito protetor sobre a funcéo do cardiomidcito.*® Assim, alteracdo
na regulacdo da captacdo de glicose pelo miocardico pode contribuir para
doenca cardiaca. Na IC, a contribuicdo de cada um destes substratos pode

mudar dependendo do estagio da doenca. Na fase inicial da IC, a utilizacdo de
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AGL praticamente ndo se altera e a utlizacdo de glicose aumenta (efeito
protetor). Com a evolucdo da doenca, a utlizacdo de AGL decresce
substancialmente, o miocardio desenvolve resisténcia a insulina e a maioria dos
estudos mostra também declinio na utilizacdo de glicose pela célula
miocéardica.®’ Portanto, na IC avancada, ocorre reducdo da captacéo tanto de
AGL quanto de glicose. Além disso, os altos niveis de AGL circulantes (por
maior producdo e menor utilizacdo) podem gerar aumento nas concentracdes
de corpos cetdnicos. Tal fato foi demonstrado também clinicamente por Lommi
et al®®® que observaram niveis elevados de catecolaminas, AGL e corpos
cetbnicos (acetoacetato e [-hidroxibutirato) em pacientes com IC quando

comparados a pacientes com doenca cardiaca, porém sem IC.

Glicose AGL

L !
Citosol

| !

Glicose AG Contracao
| glicelise l L
Piruvato T
CPT1 —
Piruvato "“‘--—-"“AG Mitocdondria ADP ATP
' J + % +
AcetilCoA B-oxidacdo Cr PCr PCr Cr
+cPK +
ATP ADP

. /

Figura 18 - Metabolismo da célula miocéardica normal

Glut 4: transportador de glicose; AGL: acidos graxos livres; AGT: transportador de &cido graxo;
CPT1: carnitina palmitoil transferase 1; ADP: difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de
adenosina; Cr: creatina; PCr: fosfocreatina

Alguns autores ainda sugerem que 0S corpos cetbnicos podem nao

somente elevar-se na IC avancada, mas talvez também contribuir para a
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disfuncéo miocardica. Estudos in vitro mostram que corpos cetbnicos regulam a
captacdo de glicose cardiaca e podem desta forma contribuir para a mudanca
no metabolismo miocardico na IC avancada.’® Neste contexto, a presenca de
acetona em alta concentracdo no ar exalado de pacientes com IC pode ser
considerado ndo apenas um marcador de gravidade da doenga, mas também

pode contribuir para o dano miocardico.

5.6 Acetona exalada e gravidade de IC

A observacdo clinica de que o odor peculiar era mais evidente em
pacientes internados por IC descompensada e, muitas vezes, em uso de drogas
vasoativas, nos levou a pensar que a acetona exalada poderia ter relagdo com
maior gravidade da doenca e até mesmo com pior progndstico. Inicialmente
mostramos que ha diferenca na concentracdo de acetona exalada de acordo
com a classe funcional da NYHA, sendo que pacientes em classe funcional 4
apresentam os maiores valores de acetona exalada.

Observamos que a maioria dos pacientes que foram a 6bito em 60 dias
apresentava acetona exalada elevada (valores acima do percentil 50 para
acetona exalada) sugerindo que a presenca de acetona no ar exalado de
pacientes com insuficiéncia cardiaca possa estar relacionado a pior
prognostico. Acreditamos que a explicagdo para os altos niveis de acetona
exalada encontrados em pacientes que evoluiram a 6bito esta no mecanismo
gue leva ao aumento da producéo de acetona em pacientes com IC avancada
acima descrito. As mudancas que ocorrem no metabolismo sistémico geram
maior producdo de corpos cetdnicos.®*® Entre estes, estd a acetona, cuja
producéo reflete as alteracdes sistémicas da IC e a volatilidade permite sua

deteccado de forma néo invasiva através do ar exalado.
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Os resultados observados séo intrigantes e levantam a hipotese de
possivel papel da acetona exalada como preditora de eventos em pacientes
com IC. No entanto, tais achados sdo apenas exploratérios uma vez que 0
estudo ndo foi desenhado para avaliacdo prognoéstica. Estudos prospectivos
envolvendo maior numero de pacientes sdo necessarios para confirmar

possivel papel da acetona exalada como biomarcador de prognadstico de IC.

5.7 Limitagbes do estudo

A principal limitacdo de nosso estudo é o pequeno numero de pacientes
envolvidos. No entanto, os resultados observados sé&o relevantes e o fato de
revelar a acetona exalada como potencial biomarcador da gravidade da IC pode
inspirar a realizacdo de estudos maiores que confirmem nossos achados. A
exclusdo de pacientes diabéticos e pacientes com doenca renal cronica,
necessaria para evitar potencial viés no estabelecimento de um novo método
diagndstico, é uma limitacdo importante, uma vez que estas sdo comorbidades
freqientemente associadas a IC. Estudos futuros envolvendo pacientes com
estas comorbidades possibilitardo expandir a aplicacdo do método para

pacientes com IC que apresentem outras doencas cronicas.

5.8 Consideragdes finais e implicacdes clinicas

O presente estudo foi idealizado a partir da observacgéo clinica de que
pacientes internados por IC descompensada, graves e muitas vezes em uso de
drogas vasoativas, exalam odor peculiar. Diante desta observacdo, nos

desenvolvemos com tecnologia nacional um dispositivo capaz de coletar o ar
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exalado destes pacientes a beira leito. Os achados do estudo revelaram que a
acetona exalada € um novo biomarcador de IC que é capaz de identificar os
pacientes com maior gravidade da doenca. Considerando a alta
morbimortalidade da IC, o desenvolvimento de um novo método n&o invasivo,
acessivel e reprodutivel, capaz de identificar pacientes de maior risco de
maneira rapida e eficaz, pode ter grande aplicabilidade clinica tanto para o

diagnéstico quanto para o seguimento de pacientes com IC.
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6 CONCLUSOES

» Nosso estudo revelou a acetona exalada como novo biomarcador do
diagndstico de IC crbnica e do diagndstico de IC descompensada;

» A dosagem de acetona exalada, método de diagnéstico ndo invasivo,
apresentou acuracia semelhante ao BNP para o diagnéstico de IC e IC
descompensada;

» Houve correlacdo fortemente positiva entre acetona exalada e niveis
séricos de BNP em pacientes com IC;

» A concentracdo de acetona no ar exalado de pacientes com IC aumentou
progressivamente de acordo com a classe funcional da NYHA;

» A acetona exalada nado foi capaz de diferenciar pacientes com IC
descompensada de acordo com o perfil hemodinamico de apresentacdo

na Unidade de Emergéncia.



Anexos




98
Anexos

7 ANEXOS

Anexo A - Dispositivo inicial de coleta do ar exalado

Para a coleta do ar exalado, foi desenvolvido inicialmente um dispositivo
junto com o Laboratorio de Bioengenharia do InCor com base na descricdo de
aparelhos usados em outros trabalhos na literatura.®"%*

Tratava-se de um conduto de Poliacetal (Delrin, Dupont) em forma de T
que continha uma valvula unidirecional composta por membrana fina acoplada.
Esta membrana era capaz de abrir quando da inspiracdo do paciente e de
fechar mediante a expiracdo do mesmo para que todo o ar exalado pudesse ser
direcionado para a “base” do conduto em T e ser coletado em frasco de vidro
(impinger), imerso em agua e gelo em recipiente térmico. Durante a respiracao
nao forcada por aproximadamente dez (10) minutos, a passagem dos gases
exalados pela regido refrigerada do impinger provocava a condensacdo de
vapor juntamente com gases sollveis, como a acetona. Findada a coleta, o
material condensado era envasado hermeticamente e congelado para
preservacdao até o momento da realizacdo da andlise quimica. Abaixo segue
uma figura ilustrativa do primeiro aparelho acima descrito.

Este dispositivo foi utilizado durante o projeto piloto (fase exploratéria).
No entanto, observou-se certa dificuldade para os pacientes com IC
descompensada respirarem continuamente pelo dispositivo fechado por tempo
prolongado (10 minutos), além de diferencas nos volumes coletados entre os
pacientes. Para melhor reprodutibilidade do procedimento de amostragem,
substituiu-se o controle do periodo de tempo de coleta pela delimitacdo do
volume total de ar exalado pelo paciente.

O aperfeicoamento do aparelho de amostragem deu-se principalmente
no Instituto de Quimica da USP. Com um gerador de gas de concentracéo
padronizada de acetona, constatou-se a pequena eficiéncia do coletor original,

de uso nao otimizado para acetona. A principal explicagao para
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a pequena absorcao da acetona € o reduzido volume de agua que condensa no
recipiente coletor original (nulo no inicio), vez que a particdo liquido/gas,
expressa pela constante da lei de Henry de 28,3 mol L™ atm™ a 25 °C (ou 106
mol L™ atm™ a 2 °C), ndo é das mais elevadas e o contato do gis com as
goticulas nas paredes é insuficiente. A adicdo de agua ao recipiente coletor
(frasco tipo impinger) antes do inicio da coleta permite que a acetona seja
solubilizada e retida com eficiéncia muito maior. Apos varios aperfeicoamentos,
chegou-se a uma versao simples e eficiente do coletor, em que séo colocados,
de inicio, 5,0 ml de 4gua destilada no impinger imerso em banho de gelo (para

a constante de Henry mais elevada).

T3
-

L. J

Figura 19 - Dispositivo inicial de coleta do ar exalado
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ANEXO B TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrucdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ...cviiiiiiiiiiiieeee e SEXO MZ F
DATA NASCIMENTO: ........ [ l....

ENDEREQCO .....ccoviiiiiiiieeci e NO e, APTO: ..o
BAIRRO: ..o CIDADE ....oocviiiiiiieinie e

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) .............

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....ocoooveieeeieeeeeee e, SEXO: MZ FZ
DATA NASCIMENTO.: .....fuccocid......

(=N 0] = ] =0 T NO o

BAIRRO: ..o, CIDADE

CEP e, TELEFONE: DDD(............ IR

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Andlise de gases exalados em paciente com insuficiéncia
cardiaca. Novo indice prognéstico?

PESQUISADORA: Fabiana Goulart Marcondes Braga
CARGO/FUNCAO: Médico Plantonista da Unidade Clinica de Emergénciado  InCor-HCFMUSP
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA 104091/ SP
UNIDADE DO HCFMUSP:.Unidade Clinica de Insuficiéncia Cardiaca e Transplante do InCor HC-FMUSP
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO RISCO MINIMO XZ RISCO MEDIO Z
RISCO BAIXO Z RISCO MAIOR Z
(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)
4.DURACAO DA PESQUISA: 3 ANOS
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lll - REGISTRO DAS EXPLICAGCOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE
LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa:

Estamos iniciando um estudo com pacientes que apresentam insuficiéncia cardiaca (“coragéo inchado”), a
mesma doenca que o senhor tem no coracdo. Neste estudo, sera analisado o que existe no ar eliminado
com a respiracdo de pacientes com insuficiéncia cardiaca e o senhor esta sendo convidado a participar
deste estudo. O objetivo de analisar o ar exalado por pacientes como o senhor é descobrir quais séo as
substancias eliminadas e o que elas podem refletir da doenga cardiaca em estudo. Entendendo melhor o
gque se passa nho organismo de pacientes como o senhor, poderemos pesquisar novas formas de
tratamento para melhorar a qualidade de vida de pacientes com insuficiéncia cardiaca. Para isso,
precisaremos coletar 0 material que o senhor elimina com a respiracdo através de um aparelho acoplado
em sua boca. Em seguida, precisaremos coletar uma amostra de sangue e de urina que serdo
comparados aos gases eliminados com a respiragéo.

2. Procedimentos que serdo utilizados e propésitos:

Nesta pesquisa, estudaremos um total de 110 pacientes que igualmente ao senhor (a) sdo portadores de
Miocardiopatia Dilatada e Insuficiéncia Cardiaca. Se o senhor (a) concordar em participar desse estudo
serd necessario coletar os gases eliminados pela respiragdo do senhor. Para isso, o senhor precisara
respirar por dez minutos através de um aparelho acoplado a sua boca com nariz fechado. Durante a
realizacdo do teste o senhor (a) permanecerd sentado em frente a uma mesa onde sera apoiado o
aparelho por onde o senhor (a) respirara por cerca de 10 minutos, em companhia de um médico que ir4 se
comunicar com o senhor (a). Este aparelho contém um bucal para o senhor ajustar a boca e tubos que
permitirdo a passagem do ar eliminado por sua respiragao até que atinjam um recipiente de vidro, que
estard mergulhado em frasco com gelo e agua. Respirando normalmente pela boca por dez minutos, o ar
exalado pelo senhor se transformara em liquido por estar em contato com uma superficie fria (gelo e agua)
e se misturara a agua presente no recipiente de vidro. Este liquido sera, entdo, coletado e analisado junto
com o material colhido de outros pacientes que participarem do trabalho. A analise deste liquido permitira
a identificacdo das substancias eliminadas pelo senhor e por pacientes portadores de insuficiéncia
cardiaca em diferentes fases da doenga e a comparagédo com as substancias eliminadas por pessoas que
ndo tém insuficiéncia cardiaca. Sera necesséario também colher uma amostra de urina e puncionar uma
veia do seu brago para coletarmos amostra de sangue para dosagem de substancias produzidas em seu
corpo que possam estar relacionadas aos gases eliminados na respiracéo. Os exames colhidos nesta fase
sdo os mesmos colhidos rotineiramente em seu acompanhamento ambulatorial ou ainda em sua admisséo
ao pronto socorro diante de descompensacdo da doenga cardiaca. As coletas de sangue e urina seréo
realizadas logo apds coleta do condensado do ar exalado, uma Unica amostra por paciente. Se o senhor
fizer parte do grupo que chegou ao pronto socorro, apés as coletas acima referidas sera iniciado seu
tratamento clinico a critério da equipe que estiver responsavel pelo senhor na unidade de emergéncia. Se
o senhor permanecer internado, ap6s doze a vinte quatro horas de tratamento, o senhor precisara respirar
novamente por dez minutos através do aparelho para coleta de novas amostras. Somente no caso de

internagdo, serdo necessarias duas coletas do ar exalado.
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3-Desconfortos e riscos esperados:

Como ja descrito anteriormente, o senhor (a) devera respirar pela boca por dez minutos com o nariz
fechado, isto pode ser um pouco incdmodo no inicio até que o senhor (a) se acostume. Este desconforto
deve-se ao fato que normalmente estamos acostumados a respirar inspirando pelo nariz e expirando pela
boca e durante a coleta toda a respiracdo devera ser feita pela boca sem deixar escapar ar durante a
expiragdo, pois o ar eliminado com a respiragdo devera ser todo direcionado para dentro do aparelho. No
entanto, o processo torna-se mais facil ao longo da coleta por adaptar-se a respirar pela boca. Para
minimizar este desconforto, o senhor devera manter-se calmo respirando pausadamente, lembrando-se de
gue sempre estard acompanhado por um médico que Ihe dara todas as orientagdes necessarias para que
a coleta seja feita de forma tranqila e com seguranca. Ndo ha necessidade de forcar a respiracéo. Apesar
deste pequeno desconforto o procedimento nédo lhe causara nenhum prejuizo e nem piora dos sintomas
clinicos. Ndo hé riscos maiores para o senhor. O senhor (a) também serd puncionado para coleta de
amostra de sangue e coletard amostra de urina. No entanto, estas coletas sdo as mesmas necessarias de
rotina no seu acompanhamento cardiolégico ou entdo exames que normalmente sédo colhidos na entrada
na sala de emergéncia quando diante de descompensacdes clinicas.

4- Beneficios que poderéo ser obtidos:

Os gases eliminados pela respiracdo de qualquer pessoa podem refletir alteragbes em nosso organismo.
Ja sabemos que os gases eliminados por pacientes com insuficiéncia cardiaca sédo diferentes dos
individuos sem doencga cardiaca, mas ndo sabemos exatamente o que sdo estes gases. Assim a andlise
dos mesmos nos permitird melhor estudo do que acontece com o metabolismo de pacientes como o
senhor (a) com insuficiéncia cardiaca e desta forma podera nos ajudar no futuro a decidir o tratamento

mais adequado para cada fase da insuficiéncia cardiaca.

5. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo:

Caso decida em ndo participar desse estudo ndo havera nenhum problema para o seu tratamento e o
senhor (a) continuara o seu acompanhamento clinico com seu médico assistente. Existem outros exames
laboratoriais que permitem a avaliagéo clinica e o acompanhamento da doenga que o senhor possui no

coragao.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:

1. Acesso, a qualquer tempo, as informagfes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados a
pesquisa, inclusive para dirimir eventuais davidas:

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem
gue isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia:

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade:

4. Disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude, decorrentes da
pesquisa:

5. Viabilidade de indenizacao por eventuais danos a salde decorrentes da pesquisa:
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V. INFORMAGCOES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS RESPONSA}/EIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS
E REACOES ADVERSAS.

Dra. Fabiana Goulart Marcondes Braga; InCor HC-FMUSP — Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44 CEP
05403-300 Séao Paulo-SP 11- 30695419.

Dr. Sandrigo Mangini; InCor HC-FMUSP — Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44 CEP 05403-300 Sé&o Paulo-
SP 11- 30695419.

Prof. Dr. Fernando Bacal; InCor HC-FMUSP — Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44 CEP 05403-300 Sao
Paulo-SP 11- 306954109.

VI. OBSERVAGOES COMPLEMENTARES:

O senhor (a) recebera copia deste documento para guardar como prova da sua participagdo e para sua
seguranga.

VII - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,
consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de 200

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)

INSTRUCOES PARA PREENCHIMENTO
(Resolucado Conselho Nacional de Salide 196, de 10 outubro 1996)

1. Este termo conterd o registro das informagfes que o pesquisador fornecera ao sujeito da
pesquisa, em linguagem clara e accessivel, evitando-se vocabulos técnicos néo
compativeis com o grau de conhecimento do interlocutor.

2. A avaliacdo do grau de risco deve ser minuciosa, levando em conta qualquer possibilidade
de intervencao e de dano a integridade fisica do sujeito da pesquisa.

3. O formulario poderd ser preenchido em letra de forma legivel, datilografia ou meios
eletrénicos.

4. Este termo devera ser elaborado em duas vias, ficando uma via em poder do paciente ou
seu representante legal e outra devera ser juntada ao prontuario do paciente.

5. A via do Termo de Consentimento Pés-Informacédo submetida a analise da Comissdo de
Etica para Analise de Projetos de Pesquisa -CAPPesq devera ser idéntica aquela que sera
fornecida ao sujeito da pesquisa.

Todos os pacientes foram informados de que a respiragédo continua por dez minutos nao era mais
necessaria e de que precisavam apenas soprar pelo bocal espontaneamente, podendo descansar
quantas vezes fosse necessario durante a coleta.
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APENDICE

APENDICE A - Fichas dos pacientes incluidos no estudo

FICHA - TESE
NOME:
FABI/GUTZ no. GRUPO do ESTUDO: DATA:
REG: ID: TEL.
END:
CEP DNasc.

IDADE: SEXO: RACA:
Diagnosticos:
Etiologia O-lsquémica | 1-Chagasica 2-Hipertensiva 3-ldiopética 4-Valvar 5-Outros
CF 0- - 1-1 2-1 3-1 4-1vV
Ritmo 0 - Sinusal 1-FA 2- Flutter 3- Ritmo MP 4 - Qutros
Cirurgias 0- Nenhuma | 1- MPAV 2- MPABIv 3- CDI 4-TValvar 5-RVM

I- Grupo 01 11- Grupo 02 111- Grupo 03 IV-Grupo 04
GRUPOS IC descompensada | IC descompensada

IC compensada ) Controle

(congestéo) (hipoperfuséo)

Hemodin. | 0-A 1-B 2-C 3-L

Antecedentes Pessoais:

HAS DM DLP 1AM AVC/AIT DPOC Anemia | IRC Hepatop | Tireoid. | Tabag. | Etil.

0-ndo | 0-ndo | 0-ndo | 0-ndo | O-n&o 0-ndo 0-ndo 0-ndo | O-nédo 0-ndo 0-ndo 0-ndo

1-sim | 1-sim | 1-sim | 1-sim | 1-sim 1-leve 1-sim 1-sim | 1-sim 1-hipo 1-sim 1-sim
2- mod 2-hiper 2-ex 2-ex
3-sever Anos Anos

Outros:

Infecgdo: Antibiotico:

MedicagBes em uso na admisséo:

Dose
CLASSE DROGAS Total
(mg/dia)
0- 1-Captopril 2-Enalapril 3-Ramipril 4-Lisinopril 5-
IECA .
nédo Outros
0- 1- 2— 3-Metoprolol 4-Bisoprolol 5-
B-Bloquead. nédo Carvedilol Metoprolol (tartarato) Outros

(succinato)
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0- 1- 2- 3- 4-Valsartan 5-
BRA néo Losartana Irbesartana | Candesartan Outros
Blog. 0- 1- 2-
Aldosterona ndo Espironol. Eplerenone
A 0- 1- 2-
Diuretico Alga ndo | Furosemida | Bumetanida
Diurético 0- 1-
Tiazidico nao Hidroclot.
Digital 0 1-
9 nédo Digoxina Digoxina
Vasodilat. 0- 1- plena 2 - parcial
Hidralazina ndo Hidralazina
Monocordil Oj 1- plena 2 - parcial ‘
néo Monocordil
Blogueador de 0- 1- plena 2 - parcial
Célcio nao Amlodipina
Antiarritmico 0- 1-plena 2 - parcial .
ndo Amiodarona
Antiagreg. 0- 1-AAS 2- 3- Ticlopidina
ndo Clopidogrel
Anticoag. 0- 1-RNI 2 — RNI nédo
ndo | terapéutico | terapéutico Varfarina RNI:
0- 1-sim 2-
Hipoglic. néo associacao Metform./ Glibencl./
Insul.
0- 1- plena 2 - parcial
Estatina néo Sinvast/ Pravast/
Atorvast/ Ezetimibe
LA 0- 1-plena 2 - parcial
Mgdl(:_agao néo Levotiroxina/ PTU/
Tireoidop. -
Metimazol
0- 1-plena 2 - parcial
OUTROS nao
Sintomas na admisséo (data: ):
Sintomas Outros
Dispnéia Esforco O-ausente 1-leve 2-moderada 3-severa
Ortopnéia 0-ndo 1-sim
DPN 0-nédo 1-sim
Cansaco 0-ndo 1-sim
Tontura 0-nédo 1-sim
Sincope 0-ndo 1-sim
Intolerancia TGl 0-nédo 1-nauseas 2-plenitude
Dor toracica 0-nédo 1-tipica 2-atipica
Exame Fisico da admisséo:
PA mmHg FC bpm FR irm Dextro Sat %
Desidratacéo 0 - ndo 1-++/ 4+ 2- +++/ 4+ 3- ++++/ 4+
Pulso O-ausente 1l-amplo 2-filiforme
T ench. Capilar 0 - < 3seg 1-3abseg 2 - > 5seg
B3 0 - ndo 1-sim
ECrepitante 0 - ndo 1-sim
RHJ 0 - ndo 1-sim
TJ 0 - ndo 1-sim
ASCITE 0 - néo 1-sim
Hepatomegalia 0 - ndo 1- sim ( cm)
Edema de MMII 0 - néo 1-leve 2 - moderado 3 - severo
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Hemodindmica 0-A 1-B 2-C 3-L
Odor caracteristico 0 — Néo 1-Sim
Exames da admisséao:
Uréia Hb/Ht TGO/TGP Gaso venosa:
pH/ Bic/BE
Creat Leuco /PLT FALC/GGT Lactato
Na BNP RNI/AP CKMB/Tropo
K Catecol ser BT/BD/BI Glicemia
Urinal: pH d= gli ceton prot leuc hem
Exames prévios (data: ):
‘Gli‘ ‘Ur‘ ‘Crea‘ ‘

ECG na admissé&o:
Ritmo 0-sinusal 1-FA 2-Flutter 3- MP BRE 0-ausente 1-presente
FC BRD 0-ausente 1-presente
Descricdo 0- s/ alterST 1- Al ant 2- Al inf 3- Al lat SVE 0-ausente 1-presente

4- Al anter- 5- Al ant- 6- Al inf- 7- Alante SAE O-ausente 1-presente

later septal later inferior
RX TORAX na admiss&o:
Cardiomegalia O-ausente 1-presente
Congestéo Pulmonar O-ausente 1-presente 2-derrame pleural s/ cong
Condensacao Pulmonar O-ausente 1-presente
ECO (___/200 ): 0-AUSENTE/NAO AFERIDO; 1-LEVE; 2-MOD.; 3-GRAVE
DDVE DSVE FEVE | PSVD DISFG VD DISFG DIAST | IMITRAL | AE | AO ANEURISMA Siv | P

P
0-nada | 1-acinesia 2 — hipocinesia ant. / 3- Prot Adrtica 4 - Prot Mitral
ant. / infer / lateral infer / lateral Grad pico: Grad pico:

GATED ( / ): FEVE FEVD
ERGOESPIRO ( /200 ):VO2 SLOPE
MIBI(_ /)
Método 1- fisico 2- DIPIRIDAMOL 3 - DOBUTA 4 - ADENOS
Resultado 0-negativo 1-hipo transitéria 2-hipo persistente
Hipo transitéria O-ausente 1-anterior 2-inferior 3-lateral 4 - outro
Hipo persistente O-ausente 1-anterior 2-inferior 3-lateral 4 - outro
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CATE(__ / ):

Resultado 0-ndo fez  1- normal 2-uniarterial 3-multiarterial
Tratam/o realizado 0-clinico 1-angioplastia 2-cirurgia
TCE Dgnalis CX CD

DA Dg1/Dg2 Mg1/Mg2 VP/DP

RESULTADOS DOS GASES EXALADOS NA ADMISSAO (todos os grupos)
Grupo

Acetona CG - MS O-ausente 1-presente
Outros: O-ausente 1-presente
O-ausente 1-presente
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APENDICE B - Peticdo de depdsito de patente nos Estados Unidos

Unirep Stares Parent anp Trapemary OrFIGE

IFPARTMENT OF COMMERCE
and Trademark Office
FOR PATENTS

1450

APPLICATION TILING o GRP ART
NUMBER I 371(¢) DATE UNIT I FIL FEE RECTH I ATTY.DOCKET.NO |'m'r (:I..-\]'.\-ISI IND f'f.A:.\-’{Sl
12/838,204  07/16/2010 1641 1324 033794/392771 32
CONFIRMATION NO. 5794
826 FILING RECEIPT

ALSTON & BIRD LLP

SANK OF ANERICA PLAZA R
101 SOUTH TRYON STREET, SUITE 4000 0

CHARLOTTE, NC 28280-4000

Date Mailed: 07/27/2010

Receipt is acknowledged of this non-provisional patent application. The application will be taken up for examination
in due course. Applicant will be notified as to the results of the examination. Any correspondence concerning the
application must include the following identification information: the U.S. APPLICATION NUMBER, FILING DATE,
NAME OF APPLICANT, and TITLE OF INVENTION. Fees transmitted by check or draft are subject to collection.
Please verify the accuracy of the data presented on this receipt. If an error is noted on this Filing Receipt, please
submit a written request for a Filing Receipt Correction. Please provide a copy of this Filing Receipt with the
changes noted thereon. If you received a "Notice to File Missing Parts" for this application, please submit
any corrections to this Filing Receipt with your reply to the Notice. When the USPTO processes the reply
to the Notice, the USPTO will generate another Filing Receipt incorporating the requested corrections

Applicant(s)
Fernando Bacal, Residence Not Provided,
Fabiana Goulart Marcondes Braga, Residence Not Provided;
Ivano Gebhardt Rolf Gutz, Residence Not Provided;
Guilherme Lopes Batista, Residence Not Provided;

Power of Attorney: None

Domestic Priority data as claimed by applicant
Foreign Applications

If Required, Foreign Filing License Granted: 07/26/2010

The country code and number of your priority application, to be used for filing abroad under the Paris Convention,
is US 12/838,204

Projected Publication Date: To Be Determined - pending completion of Missing Parts
Non-Publication Request: No

Early Publication Request: No
** SMALL ENTITY **
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Title
NON-INVASIVE METHOD FOR DIAGNOSING THE SEVERITY OF HEART FAILURE, USE OF A
BIOMARKER FOR DIAGNOSING DECOMPENSATED HEART FAILURE, COLLECTOR DEVICE
FOR THE HEART FAILURE BIOMARKER FROM EXHALED BREATH AND A DIAGNOSIS KIT
Preliminary Class

435
PROTECTING YOUR INVENTION OUTSIDE THE UNITED STATES

Since the rights granted by a U.S. patent extend only throughout the territory of the United States and have no
effect in a foreign country, an inventor who wishes patent protection in another country must apply for a patent
in a specific country or in regional patent offices. Applicants may wish to consider the filing of an international
application under the Patent Cooperation Treaty (PCT). An international (PCT) application generally has the same
effect as a regular national patent application in each PGT-member country. The PCT process simplifies the filing
of patent applications on the same invention in member countries, but does not result in a grant of "an international
patent" and does not eliminate the need of applicants to file additional documents and fees in countries where patent
protection is desired.

Almost every country has its own patent law, and a person desiring a patent in a particular country must make an
application for patent in that country in accordance with its particular laws. Since the laws of many countries differ
in various respects from the patent law of the United States, applicants are advised to seek guidance from specific
foreign countries to ensure that patent rights are not lost prematurely.

Applicants also are advised that in the case of inventions made in the United States, the Director of the USPTO must
issue a license before applicants can apply for a patent in a foreign country. The filing of a U.S. patent application
serves as a request for a foreign filing license. The application's filing receipt contains further information and
quidance as fo the status of applicant’s license for foreign filing.

Applicants may wish to consult the USPTO booklet, "General Information Concerning Patents” (specifically, the
section entitied "Treaties and Foreign Patents") for more information on timeframes and deadlines for filing foreign
patent applications. The guide is available either by contacting the USPTO Contact Center at 800-786-9199, or it
can be viewed on the USPTO website at http://www.uspto.gov/web/offices/pac/doc/general/index. html.

For information on preventing theft of your intellectual property (patents, trademarks and copyrights), you may wish
to consult the U.S. Government website, http://www.stopfakes.gov. Part of a Department of Commerce initiative,
this website includes self-help "toolkits” giving innovators guidance on how to protect intellectual property in specific
countries such as China, Korea and Mexico. For questions regarding patent enforcement issues, applicants may
call the U.S. Government hotline at 1-866-999-HALT (1-866-999-4158).
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LICENSE FOR FOREIGN FILING UNDER
Title 35, United States Code, Section 184

Title 37, Code of Federal Regulations, 5.11 & 5.15
GRANTED

The applicant has been granted a license under 35 U.S.C. 184, if the phrase "IF REQUIRED, FOREIGN FILING
LICENSE GRANTED" followed by a date appears on this form. Such licenses are issued in all applications where
the conditions for issuance of a license have been met, regardless of whether or not a license may be required as
set forth in 37 CFR 5.15. The scope and limitations of this license are set forth in 37 GFR 5.15(a) unless an earlier
license has been issued under 37 CFR 5.15(b). The license is subject to revocation upon written notification. The
date indicated is the effective date of the license, unless an earlier license of similar scope has been granted under
37 CFR5.13 0r5.14.

This license is to be retained by the licensee and may be used at any time on or after the effective date thereof unless
it is revoked. This license is automatically transferred to any related applications(s) filed under 37 CFR 1.53(d). This
license is not retroactive.

The grant of a license does not in any way lessen the responsibility of a licensee for the security of the subject matter
as imposed by any Government contract or the provisions of existing laws relating to espionage and the national
security or the export of technical data. Licensees should apprise themselves of current regulations especially with
respect to certain countries, of other agencies, particularly the Office of Defense Trade Controls, Department of
State (with respect to Arms, Munitions and Implements of War (22 CFR 121-128)); the Bureau of Industry and
Security, Department of Commerce (15 CFR parts 730-774); the Office of Foreign AssetsControl, Department of
Treasury (31 CFR Parts 500+) and the Department of Energy.

NOT GRANTED

No license under 35 U.S.C. 184 has been granted at this time, if the phrase "IF REQUIRED, FOREIGN FILING
LICENSE GRANTED" DOES NOT appear on this form. Applicant may still petition for a license under 37 CFR 5.12,
if a license is desired before the expiration of 6 manths from the filing date of the application. If 6 months has lapsed
from the filing date of this application and the licensee has not received any indication of a secrecy order under 35
U.S.C. 181, the licensee may foreign file the application pursuant to 37 CFR 5.15(b).
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APENDICE C - Cesséo de direitos dos inventores para a USP

ASSIGNMENT AND/OR DECLARATION OF INVENTOR
By this instrument,

BACAL, Fernando, Brazilian citizen of Av. Divino Salvador, 395 - apto. 201 — Moema -
04078-011 - Sao Paulo - SP, Brazil,

BRAGA, Fabiana Goulart Marcondes, Brazilian citizen of Rua Santa Clara, 314, apto 202,
bloco A - 12243-630 - Sao José dos Campos — SP, Brazil,

GUTZ, Ivano Gebhardt Rolf, Brazilian citizen of Av. Lineu Prestes, 748, bloco 12, sala 1270
- Cidade Universitaria - 05508-000 - Sao Paulo — SP, Brazil,

BATISTA, Guilherme Lopes, Brazilian citizen of Av. Lineu Prestes, 748, bloco 12, sala
1270 - Cidade Universitaria - 05508-000 - Sao Paulo — SP, Brazil,

being inventors of an invention entitled

NON-INVASIVE METHOD FOR DIAGNOSING THE SEVERITY OF
HEART FAILURE, USE OF A BIOMARKER FOR DIAGNOSING
DECOMPENSATED HEART FAILURE, COLLECTOR DEVICE FOR THE
HEART FAILURE BIOMARKER FROM EXHALED BREATH AND A
DIAGNOSIS KIT

for which an application was filed in the Brazilian National Institute of Industrial Property
under No. US 12/838,204 of July 16, 2010, hereby assigns and transfers to UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO — USP, with offices at Rua da Praca do Relégio, 109 - Cidade Universitaria
"Armando Salles de Oliveira”, Butantad - 05508-900 - Sdo Paulo - SP, Brazil all rights in
connection with said invention, giving full consent in order that said assignee may file a
corresponding international application with the appropriate international authorities, claiming
the priority under the International Convention.

_S&o Paulq, Iy 15, 2011
—— v

>

FERNANDO BACAL

W/KZ/K e,

FABIANA GOULART MARCONDES BRAGA

(‘ M‘ A "“fiz‘z:/

IVANO GEBHARDT ROLF GUTZ

/ 1/A/\/QL)QJD/>

GUILHE%AE LOPES BATISTA
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APENDICE D - Cesséo de direitos dos inventores para a FAPESP

ASSIGNMENT AND/OR DECLARATION OF INVENTOR
By this instrument,

BACAL, Fernando, Brazilian citizen of Av. Divino Salvador, 395 - apto. 201 — Moema -
04078-011 - Sao Paulo - SP, Brazil,

BRAGA, Fabiana Goulart Marcondes, Brazilian citizen of Rua Santa Clara, 314, apto 202,
bloco A - 12243-630 - Sao José dos Campos — SP, Brazil,

GUTZ, Ivano Gebhardt Rolf, Brazilian citizen of Av. Lineu Prestes, 748, bloco 12, sala 1270
- Cidade Universitaria - 05508-000 - Sdo Paulo — SP, Brazil,

BATISTA, Guilherme Lopes, Brazilian citizen of Av. Lineu Prestes, 748, bloco 12, sala
1270 - Cidade Universitaria - 05508-000 - Sao Paulo — SP, Brazil,

being inventors of an invention entitled

NON-INVASIVE METHOD FOR DIAGNOSING THE SEVERITY OF
HEART FAILURE, USE OF A BIOMARKER FOR DIAGNOSING
DECOMPENSATED HEART FAILURE, COLLECTOR DEVICE FOR THE
HEART FAILURE BIOMARKER FROM EXHALED BREATH AND A
DIAGNOSIS KIT

for which an application was filed in the Brazilian National Institute of Industrial Property
under No. US 12/838,204 of July 16, 2010, hereby assigns and transfers to FUNDAGAO DE
AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO - FAPESP, with offices at Rua Pio
Xl, 1.500 - Alto da Lapa - 05468-901 - Sao Paulo - SP, Brazil, all rights in connection with
said invention, giving full consent in order that said assignee may file a corresponding
international application with the appropriate international authorities, claiming the priority
under the International Convention.

1)5, 2011

FERMNANDO BACAL

2 é é/fia%’{/(/“//.

FABIANA GOULART MARCONDES BRAGA

s %‘7 I/

=

I B ’
_IVANO GEBHARDT ROLF GUTZ

GUILHEAME LOPES BATISTA
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APENDICE E - Petic&o de deposito de patente no PCT (Patent Cooperation
Treaty)

PCT CPLI/BRZ011/0DO2 27
15071 1

q

i
Application No.

& h

i

REQUEST 15 duL 20

mal Filing Date

The undersigned requests that the present - ut TISMAL APBLICATION
e o A WPY/BRAZIL-PCT INTERNATION LITAT
according to the Patent Cooperation Treaty. Name of receiving Office and “PCT International Application™

e T et suime ey P1TT698-PCT

Box Mo. 1 TITLE OF INVENTION

NON-INVASIVE METHOD FOR DIAGNOSING THE SEVERITY OF HEART FAILURE,
USE OF A BIOMAKER FOR DIAGNOSING DECOMPENSATED HEART FAILURE,
CCOLLECTOR DEVICE FOR THE HEART FAILURE BIOMAKER FROM EXHALED
BREATH AND A DIAGNOSIS KIT

Box No. I APPLICANT [] this person is also invemor

Name and address: (Family name followed by gives name; jor a legal entity, full official designation. | Telephone No,
The address nust include postal code and name of cowntry, The countn of the sddress indicajed s iy
fi K i: iefs im0 Seare gf residence is indicated helow. )

Bow 5 the appiicent = State (thar is, coupry o
UNNERSIDADE DE SAO PAULO - USP Facsimils No.
Rua da Praga do Relogio, 108
Cidade Universitaria "Armando de Salles Oliveira” Applicant’s registration No. with the Office
05508-050 - Butanta - S&o Paulo - SP
Brazil

E-mail sauthorization: Markiog one of the check-boxes below authorizes the receiving Office, the International Searching Authonity. the
Intemational Burean and the Imternational Preliminary Examining Aurhm:g to use the e-mail address indicated in this Box to send,
notifications issued in respect of this intemationza! application to that e-mail address if those offices are willing to do so,

[ as advance copies followed by paper notifications; or 1 exclusively in electronic form (no paper notifications will be sent).
E-mail address:

State ¢rhar is, counary) of natonality: Starte (thar s, cowniy of residence:

BR BR

This person is licant 1l destgnated 2l desi -d Siaes the United State the States indicated &

for ﬂ)%epurpqsgaépgf: D gmeess’ EF the Unll%le]da%mes m"s :?::1!:103 ofAmDénm «mlys m: Supplemental Bl;:

Box Ne. 1 FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENT OR(S)

& Further applicants andfor {further) inventors are indicated on a continuation sheet.

Box No. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

O e e oantl) before fac comperent Intormatonal Authorites a1 D3] aeem [ ertmarive
Name and address: (Family name follewed by given name; jov a legal entin, full official desgmarion. | Telephone No,

The address aust include posicel code and name qf cowntry, ) (55 21 ) 2247 8700
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International Bureaw and the Interpational Preliminury Examining Awthgrity to wse the e-mail address indicaied in thus Box to send,
nolifications issned in respect af this international application 1o thai e-anail address if those offices are willing to do so.

B es advance copics foliowed by paper notifications: or [ exclusively in electromic form (no paper notifications will be sent).
E-mail address: mail@dannemann.com.br
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Box No.III  FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)
I none afthe following sub-boxes iv used, this sheet should not be included in the request.

Name and address: (Familyname (ollowed by given name; for alegal entity, fidl official designation. | This person is:
The address must incfude posal code and name of conmmy., couniry of the address indicaved in this
B is the qpplicant s State (Yeat is, cavntry] of residénce if no State of residence is indicated below,) E applicant only
FUNDACAQ DE AMPARO A PESQUISA DE SAO PAULC . )
- EAPESP D applicant and inventor

. _ mventor only (i teis check-hox
Rua Pio XI, 1500 - Alto da Lapa (] vmariedt oot it i b
05468-901 - Sao Paulo - 3P
Brazil Applicant’sregistration No. with the Office
State [that it, country) of nationality: State (that is, cowtry) of residence:
BR BR
Thas person is applicant all desipnated || designated State: the United States the States indicated i
for ﬂmﬁgurpcseipopf: D Smes ‘Z the Unied Soates of ﬁnc:rlij:t:a I:l of America only the Suppiﬂ?uehmtﬂal Boa

Name and address: (Familynane followed By givenname; foralegal enny, full afficial designation. | This persan js:
The address must include postal code and name of cotmiry, The cowriry of the address indicared in this
Bowis the applicamt's State (iheat is, cowniry) ai'residence ifne Staie ofvesidence is indicared below ) D applicant only
BACAL, Fernando

Av, Divino Salvador, 395 - apto. 201 - Moema ; o i check o

= inventor only (i this cheek-

04078-011 - S&o Paulo - SP [ S arked, ds ot o ety
Brazil

E applicant and mventor

Apphcant’ sregistration Mo, with the Office

State frha is, counpy) of nationality: State (that is, country) of residence:

BR BR

This person 13 applicant all designaied all designated States exce; the United States the States indicated in
for th:pmspopﬂ D States D the Unifed States of m:r}:;a of America only the Supplemental Box

Naroe and address; (Famifyname follovwed by givenname; foralegal antiy. full official designation. | This person is:
The address must include posial code and nome of countrv. The conrary of the address indfcared in this
A’M i

Emn:krmtcm's.:‘.rmc(mw. courry) of resik o Stave i residl i fruedl D applicant only
BRAGA, Fabiana Goulart Marcondes ) )
Rua Santa Clara, 314, apto 202, bloco A [X] appticant and inventor

o5 _ inventor onl this check-box
12243-630 - Sao José dos Campos - SP [ e s dg’gﬁmﬂ v
Brazil

Applicant sregistration Mo, with the Office

State (that is, corntry} of nationality: State (that is, country) of residence:
BR BR
This person is applicant all designaisd all designated Sta the United Stat indi i
for ml;epurpnsespnpﬁ EI Scares D the United States of Amenca E of America aﬁ‘l;g ﬁ gﬁﬁm"ﬁgﬁeﬂéﬁ

Namg and a6dress: (Famiboname foliowed by givenname. jor o legal entizy, fidl official designation. | This person is:
The address nust include postal code and rame of corntry, The country of the address indicaved in tfus

B ix vhe applicam 's Suve (thar is, cowmry) of restdence ifno Srate of residence is fpelicared belov, ) l:l applicant only

GUTZ, Ivano Gebhardt Relf . i

Av. Lineu Prestes, 748, bloco 12, sala 1270 - Cidade X i '““““; E“i“"fh o
. ke NVEnLor om F ehe i

Universitaria L e e e koo

05508-000 - S&o Paulo - SP

Applicant’sregistration No. with the Office

Staie (that is, couniry) of nationality: State (that is, country) of residence;

BR BR

This person 1s applicant all destgmared all designaicd Staics cxes the United Statss the Statsy indicated m
for th% pme?gﬁ EI Staes e D the United States of.&mcgcla of America anly the Supplemental Box

Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet.
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PLI/BR2011 /000 Z a7

ShestNe. ... ..
Supplemental Box If the Supplemental Box is nol used, this sheet should noi be included in the request.
§. If inanyofthe Boxes, except Boxes Nos. VI to () forwhich - Name: BATISTA, Guilherme Lopes

{i)

(i

(i)

{fv)

)

aspecial continuation box is pravided, the space is insu ficiens
Eoﬁﬂish afl the informaii ongfr?;uch case, ﬁte “ om‘}g‘wﬁon
of Box N " {indicete the mmber of e Bex) and furnish the
fxforamation in the some manner as required according to the
captions of the Box in which the gpace was insyficient, in
particular:
if more than ong person is 1o be indicated us applicant andror
inventor and no “continuation sheei” is available: i such
ease, write Contirnuation of Bax No, Il " and indiicate for each
additional persor the same e of information as reguired in
Bax No. ﬂfe The country of the address indicated in this Bax is
the applicant s State (thar is, counny) of residence i no State of
presidence it mdicated below;
i in Box Mo, I or in any of the sub-boxes of Box Na. {1, the
mdication “the Surtes indicated in the Supplemenia Box” iy
checked: i such cave, write “Continugtion of Box No, i1 o
“Continuation of Box No, ™ ar “Contingation of Baxes No. i
and No. [T jas the case may be), indicate the name of the
applicarts) imolbved and, next 1o (each) such nome, the Suiefs)
(andrior, where applicable, ARIPO, Ewrasian, Ewropear or
OAPT patent) for the purposes of whick the named person is
appilicant;
ift in Box No, [ ov in any of the sub-boxes of Box No. 1T, the
inventor or the inverdorapplicart is not imverdor for the
er of all designated States or for the of the
ﬁ!ﬁ&'ﬂ{ﬁ cfAnfanm in seuch cose, wrr!f{gonfmuahmr
of Box Ne. IT" or "Cortinuation of Box Ne. III7 or
“Coniinuadion of Boxes No, {1 and No. Ifl™ (as the case may
be), indicote the name of the irvertor(s) ond, nexr fo feach)
such name, the State(s) (andior, where ag;\hwae ARIFO,
Enrasian, Europecn or OAPT patens) far the purpases of which
the named person is inventar;

i, in addition to the agent(s} indivoed in Box No. ¥, there are

Surther agents:  in such case, wrile "Continuation of

Box No. 1V m:ndma:e;ormchﬁdrﬂw agent the same tpe
af ingormarion as required in Box No. I

i in Box No. 17, !Frerea.remrer.'mnthra plications

whase priority is claimed: in such case, write ' gp minuabion

of Box No VI and ma‘n:a.te Jor each additional earlier

apgh{:?wnan the same type of information as required
ox No. V1

If the applicant intends 1o make on indication of the wish that
the indernational apelication be treated, in certain designated
Seater, g an epplication for a patent of addition, certificate of
addition, inventor s certificate of addition or wtility certificate
of addition: In suck case, write the namee or two-letter code of
each designated State concerned and the indication “patent of
addition,” “certificate of addition,” “inventor’s cerlificate of
addition ™ or “utility certificale af addition, " ihe mumber af the
perent appitcation or parent prtent or other parent grant and
the dare of grans of the parent palent or offier paven! grand or
the date of filing of the parent applfication (Rules 4.17{a)fi}
and 49bis. 1(a) or (b))

I the wpplicant intends to make on indication of the wish thar
the internetfonal appiication be reated, i the United States of
America, as a continuation or continuation-in-part of an
earfier agplication: in such case, write "United Staves of
America™ or “US” and the indication “confinuaiion” or
“continuation-in-part” and the number and the filing date of
the parent application (Rudes 4.11{a}(il) and 49bis 1{d)}.

I the applicemt wishes to request the recetving Office or the
mternasional Bureau to obtain o priority documens from a
digital library but that decument is only held in o digite!
library in connection with another application which alse
relied upon that priority document to support @ priority claime
tand unless that digital library is to be accessed through the
Digited Access Service for Priority Documents), in such cases
write “Continuation of Box Ne, V", indicate for each earlier
epplication concerned the same type of information a8 reguired
in Box No. VI and indicate the wumber under which the
appiication iy stored fard, [ known, the digital [ibrary
concerned) (Section 716{aj(Tij}.

Address: Av, Lineu Prestes, 748, bloco 12, sala 1270
Cidade Universitaria

05508-000 - S&o Paulo SP - Brasil

Macionality: BR

Domiciled: BR

This person is This person is applicant for the
purposes of the United States of America only
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Sheet No, ., .4, .,

BoxNo. ¥V DESIGNATIONS

The filing, of this request constitutes nnder Rule 4.9(3) the designation of all Contracting Statzs bound by the PCT on the international
filing date, for the grant of every kind of protection available md, where applicable, for the prant of both regional and national patents.

However,

I:l DE Grermany is not designated for any kind of national protection,

D TP Japan is not designated for any kind of national protection

I:l KR Republic of Korca is not designated for any kind of national protection

(The check-boves above may only be used to exelude (rrevocably) the designations concerned iff at the time of filing or subseguent{y under
Rule 26bis. I, the international application containg in Box No. VT a priority claim to an eariter national application filed in the particulor
State concerned, in order to avoid the ceasing of the effecr, under the national law, of this eariier national application.)

Box No. VI PRIORITY CLAIM

The prionty of the following earlier application(s) is hereby claimed:

Filing date Number Where earlier application is:
of earlier application of earlier application national sppoation] reasonal avolioation Fntermationa] sonfiont
dimonthivear ‘| regional application: fin application
(dymonih/year} covntry or Member | regional Office receiving Office
of WTT

itexm (1) 12/838,204 us

16 July 2010

(16.07.2010}
itern (1)
item (3)

El Further priority claims are indicated in the Supplemental Box.

The International Bureau is requested to obtain from a digital library, a certified copy of the earlier application(s) (i the earlier
applicaiion(s) is avaflable io it from a digital [ibrary) identified above as:®

[ ettitens [ itemey O item@ [0 tem@ [ other, soc Supplemental Box

The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy of the sarlier application(s)
{if the earfier application(s} was filed with the Office which for the purposes of this infernational application i the receiving
Office) orto obtain a certifted copy of the earlier application(s) from a digital library and transmita eopy of it to the Fternational
Bureau (if the earlier applicanion(s) is available to the receiving (ffice from a digital fibrary), identified above as:*

[T attitems B4 item 1) O sen [0 wem@y [ otber. see Supplemental Box

¥ Wherethe certified copy ofthe earlier spplication{s) iz not stored in adigital library under the number of the earlier application indicated
above but under the application number of another application which also claims priority from it, indicaie that number in the
supplemental sheet {item 4).

Restore the right of prierity; the receiving Office 1¢ requested to restore the right of priority for the earlier application(s) identified
above or in the Supplanental Box as item(s) ). {See also the Notes to Bax No. VI, further
informarion must be provided to support a reguest i restere the right of priorin:)

Incorporation by reference: where an slement of the international application referred to in Article | F(1)}{ii}(d} or () or 2 part of
the description, claims or drawings referred fo i Rule 20.5(a) is nof otherwise coniained in this international application but is
completety contained in an earlier application whose priority is claimed on the date on which one or more elements referred to in
Article 11{1)1ii) were first received by the receiving Office, that element or part is, subject to confirmation under Rule 2006,
incorporated by reference in this international application for the purposes of Rule 20.6.

Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Choice of International Searching Authority (ISA) ¢if more than one International Searching Authority is competent to carry ouf the
international search, indicate the Authority chosen, the twosletier code may be used):

184/ ER.

Form PCT/ROVI0! (second sheet) (January 2010) See Notes to the request form
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APENDICE F - Decisao editorial do CHEST

Imprimir Page 1 of 1

Assunto: CHEST - Decision on Manuscript ID CHEST-11-2892.R2
De: EditorialOffice@chestnet.org (EditorialOffice@chestnet.org)

fgmarcondes@yahoo.com.br; gutz@iq.usp.br; guilhermelb@usp.br; pepino@usp.br; silvia.ayub@incor.usp.br;

Para: victor.issa@incor.usp.br; sanmangini@ig.com.br; edimar.bocchi@incor.usp.br; fbacal@uol.com.br;

Data: Terga—feira, 17 de Janeiro de 2012 17:23

DL-22
17-Jan-2012

CC: Marcondes-Braga, Fabiana; Gutz, Ivano; Batista, Guilherme; Saldiva, Paulo; Ayub-Ferreira, Silvia;
Issa, Victor; Mangini, Sandrigo; Bocchi, Edimar; Bacal, Fernando

Dear Dr. Fabiana Marcondes-Braga:

It is a pleasure to accept your revised manuscript entitled "EXHALED ACETONE AS A NEW
BIOMARKER OF HEART FAILURE SEVERITY" for publication in CHEST.

The editorial staff at CHEST will contact Dr. Fabiana Marcondes-Braga, the corresponding author for
this manuscript, if needed as the paper moves through production. Any queries to CHEST regarding this
manuscript should come from the corresponding author.

Dr. Marcondes-Braga will receive proofs to review before your article is published.

NEW POLICY: After you have approved the proofs, any subsequent requests for changes will incur a
processing fee.

Thank you for your fine contribution. On behalf of the Editors of CHEST, we look forward to your
continued contributions to the Journal.

Sincerely,
Richard S. Irwin, MD, Master FCCP
Editor in Chief, CHEST

Note: Because all authors as well as CHEST staff are being copied on decision letters, please be advised,

if you hit "Reply All" to this e-mail, EditorialOfficei@chestnet. org will receive a copy of your reply and
any confidential comments may be shared with the CHEST editorial staff.

http://br.mg4.mail.yahoo.com/neo/launch?reason=ignore&rs=1 17/01/2012



