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RESUMO

O eletrocardiograma (ECG) ¢ um dos exames complementares de maior capacidade
informativa utilizado para realizacdo do diagnostico, avaliacdo da gravidade e planejamento
terap€utico na sindrome corondria aguda. Além das alteragdes eletrocardiogréficas, observa-se
a importancia da quantificacdo de marcadores moleculares de lesdo miocardica e marcadores
de inflamagdo. A detec¢do destes pode ser realizada de forma otimizada a partir do
desenvolvimento de biossensores, que apresentam capacidade de detec¢cdo em tempo real, com
elevada especificidade, seletividade e sensibilidade.

O objetivo central desta pesquisa consiste na avaliacdo de medidas quantitativas de
sinais eletrocardiograficos realizados em pacientes acometidos por infarto do miocardio e em
pacientes sem alteragdes relacionadas a sindrome corondria aguda, além do desenvolvimento
de imunossensores para deteccdo de biomarcadores relacionados ao infarto do miocardio,
troponina T (TnT) e proteina C reativa (PCR).

Os dados utilizados foram eletrocardiogramas e marcadores moleculares de lesdo
miocardica. Primeiramente, foi desenvolvido um software para a digitalizagdo dos sinais
eletrocardiograficos, para posterior calculo e anélise da entropia dos eletrocardiogramas. Além
disso, o desenvolvimento de imunossensores para detec¢do e quantificagdo de PCR e TnT,
possibilita a avaliagdo dos marcadores moleculares de lesdo miocardica. A partir da obtengao
de sinais eletrofisiologicos e dos valores dos biomarcadores a partir de imunossensores, ¢
possivel a realizacdo do diagnostico, avaliagao e acompanhamento da evolucao dos pacientes.
Os resultados deste estudo podem contribuir para o aprimoramento dos métodos diagndsticos

e para melhor prognoéstico do infarto agudo do miocardio.

Palavras-chave: eletrocardiograma, entropia, imunossensores, troponina T, proteina C reativa.



ABSTRACT

The electrocardiogram (ECG) is one of the complementary exams with most
informative capacity used for diagnosis, assessment of severity and treatment planning in acute
coronary syndrome. In addition to the electrocardiographic changes, it is observed the
importance of quantification of molecular markers of myocardial injury and inflammation
markers. The detection the biomarkers may be performed in an optimized way from the
development of biosensors, which have detection capability in real time with high specificity,
selectivity and sensitivity.

The main objective of this research is to evaluate quantitative measures of
electrocardiographic signs performed in patients affected by myocardial infarction and in
patients without changes related to acute coronary syndrome, and the development of
immunosensors for detection of biomarkers related to myocardial infarction, troponin T (TnT)
and C-reactive protein (CRP).

The data were electrocardiogram and molecular markers of myocardial injury. Initially,
it was developed a software to obtain digital electrocardiographic signals for further calculation
and analysis of the entropy of electrocardiograms. Furthermore, from the development of
immunosensors for detection and quantitation of CRP and cTnT, it becomes possible to evaluate
molecular markers of myocardial injury. From obtaining electrophysiological signals and
values of biomarkers from immunosensors, it is possible the diagnosis, evaluation and
monitoring of patient outcomes. The results of this study can contribute to the improvement of

diagnostic methods and better prognosis of acute myocardial infarction.

Keywords: electrocardiogram, entropy, immunosensors, troponin T, C-reactive protein.
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CariTULO 1

1 INTRODUCAO

O eletrocardiograma (ECG) estabeleceu-se como um dos exames complementares de
maior capacidade informativa, ndo invasivo, com baixo custo, facilidade de transporte e
manuseio, utilizado no diagndstico, na avaliagdo da gravidade e no planejamento terapéutico
de cardiopatias.

Para o diagndstico de infarto agudo do miocéardio (IAM), ainda que o exame clinico e
os biomarcadores sejam suficientes para suspeitar ou fazer um diagnoéstico, este pode ser
confirmado pelo ECG que, além disso, fornece importantes informacdes sobre a localizagdo e
evolucdo do processo (BRAUNWALD, ZIPES, LIBBY, 2003; CLIFFORD, 2006).

Do ponto de vista do eletrocardiograma, o infarto agudo apresenta trés fases:
superaguda, aguda e cronica. O sinal mais precoce de infarto do miocardio ¢ um aplanamento
do segmento ST. Haveria uma perda da discreta concavidade que existe normalmente na
ascensdo do segmento ST. Isso ocorreria antes do supradesnivel e teria duragdo extremamente
transitoria (HAHN, CHANDLER, 2006). Instalada a fase superaguda, ocorre supradesnivel de
ST e aumento na amplitude da onda T. O segmento ST desnivela-se, inicialmente concavo para
cima, com a onda T positiva. A evolucao do infarto agudo ¢ observada no tragado por uma
inversdo da onda T com o aparecimento da onda Q patoldgica. Esta constituida a fase aguda,
com a presenga de onda Q, o segmento ST agora convexo para cima e a onda T invertida. Apos
3 a 6 semanas, o segmento ST ja voltou a linha de base e a onda T pode manter-se invertida,
com menor amplitude, ou mesmo voltar a ser positiva, como antes. Persiste uma onda Q
patoldgica, marca de que ocorreu um infarto previamente. Por vezes, a onda R serd de amplitude
diminuida em relagdo ao tragado antes do infarto. Destaca-se a elevacao do segmento ST como

a anormalidade mais importante do tragado (CARNEIRO, 1997; TRANCHESI, 1983).
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Além das alteragdes eletrocardiograficas, observa-se a importancia da quantificagao de
marcadores moleculares de lesdo miocardica ¢ marcadores de inflamagdao. Dentre estes,
ressaltam-se a troponina T e a proteina C reativa, as quais serdo abordadas nessa pesquisa.

A proteina C reativa (PCR) ¢ uma proteina de fase aguda, a qual ¢ considerada marcador
para inflamacao e para doengas cardiovasculares. Evidéncias indicam que a aterosclerose ¢ uma
doenca inflamatéria imune-mediada. O exame de PCR tem alta sensibilidade para predi¢ao de
risco cardiovascular (RIDKER, 2003).

A troponina T (TnT) é um importante biomarcador de eventos isquémicos, a qual ¢
utilizada para confirmacdo do diagnoéstico de infarto do miocardio, juntamente com alteragdes
clinicas e eletrocardiograficas. A troponina destaca-se entre os biomarcadores, devido a sua alta
sensibilidade, especificidade e importincia clinica (SINGH, 2010). Ressalta-se que, como
critério diagnostico de IAM, a troponina T permanece elevada durante maior periodo quando
comparada com a troponina .

Esse trabalho refere-se ao desenvolvimento de biossensores para o diagndstico
molecular de resposta inflamatodria sistémica e doencgas cardiovasculares, além da utilizag¢do da
entropia eletrocardiografica para o diagndstico do infarto do miocardio.

Sendo assim, essa pesquisa tem como objetivo a avaliagdo clinica de biossensores ¢ as
aplicagdes diagnosticas para detecgdo e quantificacao de troponina T e proteina C reativa. A
partir da obten¢do dos resultados dos imunossensores e dos testes laboratoriais convencionais,
tais como imunoturbidimetria, eletroquimioluminescéncia, foram obtidas medidas fidedignas
por meio de curvas de calibracdo obtidas com o desenvolvimento dos biossensores. Além disso,
o processamento dos sinais eletrocardiograficos e obtencdo da entropia destes sinais
possibilitam a avaliacdo de parametros do ECG que propiciam otimizagao do diagnostico.

A obtencdo de sinais eletrofisiologicos e desenvolvimento de imunossensores
possibilita a avaliagdo e acompanhamento da evolugdo dos pacientes. Sendo assim, ha
contribuicdo para a obtengdo de um diagnostico mais rapido, a partir do calculo da entropia e
deteccao e quantificacdo de PCR e TnT, além de melhor prognostico na sindrome coronaria

aguda.
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CAPITULO 2

2 INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

2.1 Introducao

O infarto agudo do miocardio (IAM) constitui-se da necrose miocardica proveniente da
isquemia (ANDERSON, 2005). Consiste na oclusdo de uma artéria corondria, ocasionando falta
de suprimento sanguineo para uma area do miocardio. O miocardio recebe sangue pelas artérias
corondrias e, quando um ramo destas se estreita acentuadamente ou fica obstruido, a regido
suprida por esse ramo deixa de ter circulagdo adequada. A area infartada do coragdo, sem
irrigagdo sanguinea, ¢ eletricamente morta e ndo pode conduzir impulsos elétricos (Figura 2.1).

O musculo cardiaco contém filamentos de actina e miosina, porém difere do musculo
esquelético por ter um ritmo regular constante e ativo durante a sistole e didstole. Além disso,
em condi¢des fisioldgicas, tem um metabolismo exclusivamente aerdbio, ao contrario do
musculo esquelético, que pode funcionar anaerobiamente em curtos periodos. Ha mais
mitocondrias no musculo cardiaco, perfazendo quase metade do volume celular. O coracao
utiliza uma mistura de glicose, acidos graxos livres e corpos cetonicos, os quais sao oxidados
pela via do ciclo do 4cido citrico, a fim de liberar a energia requerida para gerar ATP pela
fosforilacdo oxidativa. Os estimulos elétricos para os batimentos ou sistole do miocardio sao
iniciados no nodo sinusal quando h4 liberagdo de Ca?’ livre no citossol; em contrapartida, a
diastole ocorre através da recaptagiio do Ca®" pelo reticulo sarcoplasmatico, a qual depende de
ATP. Ja que o coracdo ¢ aerdbio e obtém praticamente toda sua energia da fosforilagao

oxidativa, ndo héd suprimento de oxigénio no miocardio quando ha lesdes obstrutivas por
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depositos de lipideos nas artérias coronarias, o que pode ocasionar a necrose de uma parte do

miocardio (NELSON, COX, 2011).

YU

Artéria ) ]
pulmonar Artéria coronaria
circunflexa

esquerda

Artéria bloqueada Artéria

por trombe na placa

aterosclerdtica
fissurada

Artéria coronaria

direita normal

Corte transversal do
miocéardio mostrando
area de necrose
muscular (infarto)

Artéria coronaria descendente Regido necrosada do
anterior esquerda musculo cardiaco (infarto)

Figura 2.1. Representago esquematica da obstruggo aterosclerotica, a alteragdo aguda na placa, o trombo
superposto ¢ a lesdo miocardica no IAM (ROBBINS, 1996).

A aterosclerose consiste no acumulo de deposito de lipideos nas artérias, que constituem
as placas ateroscleroticas, havendo assim, reducdo do fluxo sanguineo. O infarto do miocardio
ocorre quando hé obstrucdo de uma artéria coronaria, provocando a isquemia ou necrose da
area miocardica suprida pela artéria ocluida (NELSON, COX, 2011).

Na fase inicial do IAM, ha dilatagdo progressiva dos vasos sanguineos, além do aporte
de circulacdo colateral na 4rea infartada. As fibras musculares utilizam o restante de oxigénio
no sangue, ocorre assim, reducdo da hemoglobina. Assim, a area infartada fica com um tom
azulado e os vasos sanguineos parecem estar ingurgitados, pois houve reducdo do fluxo
sanguineo. Posteriormente, as paredes vasculares tornam-se muito permeaveis ¢ o miocardio
fica edemaciado, devido a redug¢do do metabolismo celular. Apds poucas horas as células

musculares morrem, com quase nenhum suprimento sanguineo (GUYTON, HALL, 2011).
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2.2 Alteracoes eletrocardiograficas

2.2.1 Isquemia

A isquemia provoca deficiéncia de oxigénio em relagdo a demanda de oxigénio do
miocito, ocasionando disfun¢do miocardica sem dano permanente. Compromete varios fatores
que sdo responsaveis ou desempenham alguma fun¢do na geragao do potencial transmembrana.
As repercussdoes no ECG variam muito e dependem de quatro fatores cruciais: duragdo,
extensdo, topografia e existéncia pregressa de alteracdes no ECG (PASTORE, GRUPI,
MOFFA, 2006).

A duracdo da isquemia ¢ um fator decisivo na magnitude das alteragdes
anatomopatologicas no miocardio e, consequentemente, no ECG, apresentando a seguinte

sequéncia:

e <2 minutos: isquemia miocardica sem atordoamento miocardico;
e 2-20 minutos: isquemia miocardica com atordoamento miocardico;

e > 20 minutos: infarto do miocardio.

Quanto a extensao, a isquemia pode envolver toda a parede miocardica (transmural) ou
ndo. Em relacdo a topografia, a isquemia pode comprometer diferentes regides do miocardio,
como por exemplo, anterior, inferior, entre outras (ELHENDY et al., 1995; HORACEK et al.,
2006).

As modificagcdes mais precoces no ECG provocadas pela isquemia (inferior a dois
minutos) envolvem a forma, amplitude e polaridade da onda T.

E oportuno lembrar que a onda T normal tem forma assimétrica, ou seja, 0 ramo
ascendente tem contorno mais arrastado e menos ingreme que o ramo descendente, € o pico €
relativamente arredondado. Na vigéncia de isquemia, a onda T passa a ter forma mais simétrica,
mais estreita e pico pontiagudo. Para essa forma também contribui a retificagdo do segmento
ST, isto €, o registro mais isoelétrico desse segmento, ou mesmo o seu desaparecimento sendo
englobado pela onda T. Ocorre aumento da amplitude da onda T, independentemente se positiva

ou negativa (ACHAR, KUNDU, NORCROSS, 2005; CARNEIRO, 1997).
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2.2.2 Lesao

A lesdo significa a progressdo do comprometimento isquémico do miocardio, ou seja, o
agravamento da insuficiéncia coronariana aguda, manifestando-se pela modificagdo do
contorno e pelo supra ou infradesnivel do segmento ST. Ha alteracdo da permeabilidade da
membrana celular, promovendo a perda de varios elementos como o sddio, o calcio, 0 magnésio
e, em especial, o potassio, além de retardar o influxo deste ultimo ion em grau mais acentuado
que o causado pela isquemia. Na area afetada observam-se as seguintes alteracdes (PASTORE,

GRUPI, MOFFA, 2006):

e O potencial de repouso aumenta de - 90 mV a - 65 mV;

e A voltagem e a duracdo da onda monofasica do potencial de acdo diminuem
significativamente;

e A velocidade de conducao do estimulo torna-se muito lenta (sistole elétrica

lenta).

O desnivel ou desnivelamento do segmento ST dirige-se para a superficie onde ha lesdo.
Assim, a lesdo subepicardica manifesta-se pelo supradesnivelamento desse segmento nas
derivagdes orientadas para a superficie epicardica lesada, e por infradesnivelamento nas
derivacdes orientadas para a superficie endocardica sem lesdo. Em contrapartida, a lesdo
subendocardica manifesta-se pelo infradesnivel do segmento ST nas derivagdes orientadas para
a superficie epicardica sem lesao, e por supradesnivel desse segmento nas derivagdes orientadas

para a superficie endocérdica lesada (ANDERSEN et al., 2010; CARNEIRO, 1997).

2.2.3 Necrose

Na vigéncia de necrose, o midcito nao pode ser mais ativado. No ECG manifesta-se por
diferentes alteracdes eletrocardiograficas decorrentes da diminui¢cdo da deflexdo positiva do
complexo QRS nas derivagdes voltadas para a area necrética. Assim, € possivel obter diferentes

padrdes eletrocardiograficos sugestivos de necrose, apresentados a seguir:



CAPITULO 2. INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO 25

1)

2)

3)

4)

5)

Complexo QRS: registrado nas derivagdes voltadas para a area necrética e constituido
por onda Q patologica, seguida de ondas R. Além disso, a onda Q patologica tem

duracdo > 40 ms (Imm) ou um ter¢o da altura do complexo QRS.

Sequéncia anormal da magnitude das ondas Q normais ou a auséncia destas,
registradas nas derivagdes precordiais voltadas para o ventriculo esquerdo (V4-V6),
que normalmente registra-se através de ondas Q progressivamente mais profundas. A
auséncia desse aprofundamento progressivo, ou seja, onda Q em V4 mais profunda
que em V6 ou a auséncia das ondas Q podem sugerir a existéncia de infarto transmural

no tergo inferior do septo interventricular.

Perda da deflexdo positiva em derivagdes que se iniciam dessa forma: registrada
principalmente nas derivagdes precordiais V1 e V2, na vigéncia de necrose miocardica
da porcao média do septo interventricular. O complexo RS normalmente registrado
nessas derivagdes € substituido por complexo QS ou por complexo RS com redugao
progressiva da amplitude, habitualmente referido como baixa progressdo da onda R
(V1-V3). Isto também pode ocorrer na derivagdo V4, voltando a registrar amplitude
mais ampla em V5 ou V6 e nesta situagdo suspeita-se de necrose subepicardica do

terco inferior do septo interventricular.

Ondas R amplas em derivagdes precordiais direitas: podem refletir a necrose
miocardica da parede posterior, decorrente da perda das forgas elétricas dessa area.
Representam a imagem em espelho dos complexos QS registrados pelas derivagdes
voltadas para a parede posterior do ventriculo esquerdo e a maior magnitude das forgas
elétricas da parede anterior, sem a oposicdo das forgas elétricas da parede posterior

necrosada.

Diminui¢do da amplitude da onda R: registrada em deriva¢des com onda R dominante,

por exemplo, o complexo QR das derivagdes laterais esquerdas (D1, aVL, V5 e V6).
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2.3 Fisiopatologia

A isquemia cardiaca ¢ decorrente de alteracdes nas artérias coronarias, com reducao do
fluxo sanguineo. Denomina-se também como doenca arterial corondria ou cardiopatia
isquémica.

Entretanto, quando se examina o miocardio, deve-se observar que o real problema surge
na parede do vaso, nas interagdes entre o endotélio e alguns elementos sanguineos como as
plaquetas e macréfagos, os quais sdo fundamentais na fisiopatologia da isquemia cardiaca.

As sequelas imediatas da oclusdo corondria sdo: a perda inicial de contratilidade e
arritmias, e a morte subsequente das células miocardicas isquémicas, que caracterizam um
infarto agudo do miocardio.

Existem dois efeitos imediatos prejudiciais da isquemia miocardica: perda da funcao
contratil e arritmias potencialmente letais. A principal consequéncia da isquemia prolongada ¢
a morte celular. Embora o inicio da faléncia cardiaca e arritmias agudas possuam a mesma
origem, 0s processos fisiopatologicos envolvidos em cada uma sdo diferentes, pois a
interrupcao do fluxo corondrio produz agdes especiais na excitagdo-contracdo € na origem €

propagacao da onda de despolarizacdo que ativa o coracdo (KATZ, 1992).

2.3.1 Eletrofisiologia

2.3.1.1 Corrente de lesao

A corrente de lesdo estd entre os mecanismos que causam arritmias de origem
isquémica. O surgimento da lesdo ocorre no periodo de repouso em células isquémicas do
miocardio, estd, portanto, associada a conducdo lenta, e da origem as diferencas de potencial
que participam na patogénese de algumas arritmias. Correntes de lesdo também dao origem a
importantes caracteristicas diagndsticas no eletrocardiograma de pacientes com diferentes tipos
de obstrucao das artérias coronarias.

A principal causa para a despolarizagdo do coragdo isquémico ¢ a rapida perda de
potassio. A perda de K" de uma célula despolariza o miocardio em repouso, o efeito da
despolarizacdo ¢ amplificado quando esse cation ndo pode ser levado para fora do espago
extracelular por auséncia de perfusao em torno das células isquémicas. As correntes de lesao,

que fluem entre regides normais e isquémicas do coragdo em repouso, ndo apenas ddo origem
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a arritmias, mas também propiciam diagnosticos importantes com desvios do segmento ST no

ECG de pacientes com isquemia miocardica.

2.3.1.2 Segmento ST

Em relagdo aos mecanismos de deslocamento do segmento ST através das correntes de
lesdo, ¢ importante salientar que o potencial zero serd considerado inscrito durante o segmento

TP.

Elevacao do segmento ST na isquemia transmural

Os segmentos ST elevados representam uma regiao de lesao transmural, pois a corrente
de lesdo estabelecida pelas células despolarizadas significa que um eletrodo que registra a
atividade da regido isquémica estd em uma area de repouso (eletronegativa). Esta corrente
elétrica diastélica causa uma depressao no segmento TP, que foi assumido como linha de base
do ECG (Figura 2.2 A). A magnitude desta queda de diferenga de potencial durante a sistole,
quando o coracdo fica despolarizado, eleva o segmento ST em rela¢do ao segmento TP. Como
o segmento TP ¢ assumido para gravar uma diferenga de potencial zero durante a diastole, a
eletronegatividade diminuida durante a sistole ¢ interpretada como elevagdo do segmento ST
(Figura 2.2 A).

Outras explicagdes para a elevagdo do segmento ST na isquemia aguda incluem
diferencgas de potencial que surgem durante as fases posteriores da sistole, devido a abreviacao
do potencial de acdo na area isquémica. Outra justificativa é baseada em um retardo na
conducao da corrente de despolarizagdo, que € propagada lentamente através da area isquémica,
gerando uma onda de despolarizacdo que inscreve elevagdo do segmento ST quando se

aproxima do eletrodo (KATZ, 1992).

Depressao do segmento ST na isquemia subendocardica

Ao contrario da isquemia transmural descrita anteriormente, a qual provoca elevagao ou
supradesnivelamento do segmento ST, a isquemia subendocardica causa uma mudanga
exatamente oposta no segmento ST. A isquemia subendocardica ¢ comum porque a “inani¢ao
de energia” desenvolve mais rapidamente nesta camada do ventriculo esquerdo, onde demandas
de energia sdo altas e o fornecimento de sangue ¢ precario. Na verdade, a isquemia

subendocardica e a depressao do segmento ST sdo muitas vezes vistas na hipertrofia ventricular
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esquerda, mesmo quando as artérias corondarias estdo normais, pois o subendocardio ¢ sensivel
aisquemia. O infradesnivelamento do segmento ST desenvolve-se na isquemia subendocardica,
sendo registrado a partir de um eletrodo colocado na superficie do corpo, o qual detecta uma
area de positividade crescente durante a diastole. Como resultado, o segmento TP ¢ elevado, o

que ¢ lido como depressao do segmento ST (Figura 2.2 B).

A. Isquemia transmural

B. Isquemia subendocardica

Figura 2.2. Efeitos da corrente de les@o causadas por isquemia transmural (A) e subendocardica (B)
(KATZ, 1992).

A isquemia caracteriza-se por um desequilibrio entre a demanda e o suprimento de

oxigénio do miocérdio. Existem, portanto dois tipos de isquemia:

- Isquemia de suprimento, na qual héd redugdo do fluxo sanguineo e do suprimento de
oxigénio, ocorrendo agrega¢do plaquetaria ou a formacao de trombos. Este tipo de isquemia ¢
responsavel pela ocorréncia de infarto do miocardio e pela maioria dos episoédios de angina
instavel. Pode ocorrer elevacao do segmento ST, se a obstrugdo total do vaso ¢ devido a uma
trombose em um paciente com IAM ou a um espasmo arterial coronario na angina
vasoespastica. Caso a obstru¢do ndo seja removida, por trombolise ou um vasodilatador arterial

coronariano, a isquemia persiste e acaba por levar a necrose;
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- Isquemia de demanda, na qual ocorre aumento do fluxo sanguineo coronario, que ¢
insuficiente para suprir o aumento da demanda de oxigénio no miocardio. A demanda ¢
aumentada durante periodos de taquicardia em individuos com obstru¢do corondria cronica
parcial. E responséavel por episodios de angina estavel cronica. O inicio desta isquemia é na
regido subendocardica do ventriculo esquerdo e assim pode provocar infradesnivelamento do

segmento ST (BRAUNWALD, ZIPES, LIBBY, 2003; KATZ, 1992).

2.3.1.3 Ondas Q patologicas e necrose

A representacdo eletrocardiografica para necrose ventricular é a presenga de onda Q
v/ &
V
h Q
F//]E

Figura 2.3. Onda Q registrada durante a propagacdo da onda de despolarizagdo numa regido de necrose
transmural (KATZ, 1992).

patologica (Figura 2.3).

A génese da onda Q patoldgica ocorre, pois 0 miocardio necrético nao pode gerar uma
onda de despolarizacdo, porém ainda pode conduzir eletricidade, permitindo assim que o
eletrodo capte o sinal através do musculo morto dentro da cavidade do VE. Tal fato pode ser
observado através da colocacdo de um eletrodo na cavidade ventricular esquerda, havendo
assim, o registro apenas do complexo QS, pois a despolariza¢ao do VE inicia-se no endocardio,
que faz com que todos os vetores retrocedam de sua cavidade.

As ondas Q patoldgicas sdo vistas em outras condigdes, por exemplo, quando o
miocardio vidvel foi substituido por tecido cicatricial, como em um aneurisma ventricular, ou
quando um tumor invade a parede do ventriculo.

O epicardio viavel pode produzir uma pequena onda de despolarizagao que gera uma
onda R. Isto também levou a distingdo clinica entre infarto com onda Q e sem onda Q. Assim,
o prognostico imediato de um infarto sem onda Q ¢ melhor que um infarto com onda Q, no

entanto, o prognoéstico de 6 a 12 meses € quase o mesmo, principalmente porque o curso em
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longo prazo do paciente com cardiopatia isquémica ¢ determinado principalmente pela
progressao da doenca arterial coronariana e da perda miocardica progressiva (BRAUNWALD,

ZIPES, LIBBY, 2003; KATZ, 1992).

2.3.2 Morte celular na cardiopatia isquémica

A morte celular miocardica (necrose) comeca apos 15 a 40 minutos de isquemia total
em animais experimentais, € apds cerca de 6 horas, poucas células vidveis permanecem. A
necrose comega no endocardio, onde as necessidades energéticas sdo maiores, e se espalha para
fora através da parede do VE em dire¢do ao epicardio. No entanto, pode haver diferenca de
acordo com cada paciente por varias razdes. Primeiramente, existem mudangas dinamicas do
processo oclusivo na artéria corondria, relacionadas a deposi¢do de plaquetas e formagdo de
trombos que podem sofrer lise espontanea (KATZ, 1992).

Além disso, muitos individuos com doenca cardiaca isquémica, principalmente os
idosos com infarto prévio do miocardio, desenvolvem uma extensa circulacdo colateral, de
modo que a oclusdo de um vaso pode diminuir ao invés de deter o fluxo de sangue arterial para
uma determinada regido do ventriculo esquerdo (BRAUNWALD, ZIPES, LIBBY, 2003;
KATZ, 1992).

Células miocardicas isquémicas podem necrosar, dependendo do tempo decorrido desde
a obstrucdo até a reperfusdo. Regides do miocardio que ndo foram reperfundidas desenvolvem
um infarto palido e acelular, que por vezes tem sido chamado de mumificacdo. Como os
leucdcitos ndo podem ter acesso ao tecido necrdtico em uma area perfundida por uma artéria
coronaria obstruida, ocorre autélise das células do miocardio neste tipo de infarto. Um processo
mais intenso ocorre quando as células danificadas e irreversivelmente isquémicas sao
reperfundidas. Sob estas condigdes, a entrada descontrolada de célcio provoca o rompimento
das células, provavelmente devido ao dano da membrana e a troca de sédio / célcio. A
restauragdo do fluxo sanguineo, portanto, pode levar a um infarto hemorragico no qual as
células inflamatorias, com todos os seus produtos catabodlicos (lipases, proteases, radicais
livres), destroem as células miocéardias necrosadas. No entanto, parece que o remodelamento ¢
melhorado por reperfusdo, que permite menor dilatacdo do VE, reduz a tensdo da parede e
poupa energia (BRAUNWALD, ZIPES, LIBBY, 2003; KATZ, 1992).

No IAM, as células acidofilas, coaguladas e anucleadas podem persistir por semanas.

Posteriormente, as células miocardicas necroticas sdo removidas por fragmentagado e fagocitose
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dos restos celulares por leucdcitos removedores e pela agdo das enzimas lisossomicas
proteoliticas trazidas pelos leucocitos imigrantes (NELSON, COX, 2011).

A area necroética funciona como estimulo inflamatoério, causando vasodilatagdo nos
tecidos vizinhos. Uma consequéncia benéfica ¢ que isto facilita a chegada de células
fagocitarias, que participam da eliminagdo do produto necrético (KATZ, 1992; NELSON,
COX, 2011).

As células musculares cardiacas sofrem necrose de coagulacdo, apresentando-se
acidofilas, anucleadas e com preservacdo da forma basica do tecido. Pode-se observar a
presenga de células inflamatorias no espaco intersticial (BRAUNWALD, ZIPES, LIBBY,
2003).

2.4 Patogénese

O termo infarto agudo do miocardio significa, basicamente, a morte de cardiomiocitos
causada por isquemia prolongada e stibita. Em geral, esta isquemia ¢ causada por trombose e/ou
vasoespasmo sobre uma placa aterosclerdtica. O processo migra do subendocardio para o
subepicardio (RAITT, MAYNARD, WAGNER, 2008). A maior parte dos eventos ¢ causada
por ruptura subita e formagao de trombo sobre placas vulneraveis, inflamadas, ricas em lipidios
e com capa fibrosa delgada. Uma por¢do menor estd associada a erosdo lenta da placa
aterosclerotica. Existe um padrdo dindmico de trombose e trombolise simultaneamente
associadas a vasoespasmo, o que pode causar obstrug¢do intermitente do fluxo e embolizagao
distal (um dos mecanismos responsaveis pela faléncia da reperfusao tecidual apesar da obtengao
de fluxo na artéria acometida).

Dentro de um espectro de possibilidades relacionadas com o tempo de evolugdo, o
miocardio ¢ progressivamente acometido, com representagdo através das areas de isquemia,
lesdo e necrose. Na primeira, predominam distirbios eletroliticos, na segunda, alteracdes
morfoldgicas reversiveis e na ultima, danos definitivos. Da mesma forma, essas etapas se
correlacionam com a diversidade de apresentagdes clinicas que variam da angina instavel e
infarto sem elevagdo do segmento ST até o infarto com esse supradesnivel (SCHOEN, 2005).
E por isso que 0 manejo do infarto ¢ baseado no rapido diagnostico, na desobstrugdo imediata
da artéria corondria comprometida, manutencdo do fluxo e reversdo de complicagdes

potencialmente fatais (arritmias, faléncia cardiaca e distirbios mecanicos).
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2.5 Etiopatogenia

O infarto do miocardio esta frequentemente associado a uma causa mecanica, isto &,
interrupcao do fluxo sanguineo para uma determinada area, devido a obstrucao completa ou
parcial da artéria corondria responsavel por sua irrigacdo. A extensdo da necrose depende de
varios fatores, tais como o calibre da artéria lesada, tempo de evolugdo da obstrugdo e
desenvolvimento de circulagdo colateral, que quando bastante extensa, ¢ capaz de impedir a
instalacdo de infarto, mesmo em casos de obstrucao total da coronaria (HAHN, CHANDLER,
2006; SCHOEN, 2005).

Os pacientes acometidos por infarto sdo geralmente do sexo masculino. Acredita-se que
as mulheres tenham um efeito protetor devido a produg¢ao de hormonio (estrogeno), sendo que,
ap6s a menopausa, devido a falta de producao desse hormoénio, a incidéncia de infarto nestas
aumenta consideravelmente (ACHAR, KUNDU, NORCROSS, 2005).

Existem varios fatores associados ao maior risco para ocorréncia do infarto do
miocardio. Destaca-se, entre estes, a idade, pois a incidéncia aumenta apos os 50 anos. Outro
fator que influencia o IAM ¢ a taxa de colesterol no sangue. Quanto mais elevada a quantidade
de colesterol no sangue, maior a incidéncia de infarto. H4 lipoproteinas carreadoras do
colesterol, a de baixa densidade (LDL), a de densidade muito baixa (VLDL) e a de alta
densidade (HDL). Esta tltima parece ter um efeito protetor para a artéria, sendo ideal manté-lo
em niveis altos no sangue. J4 a LDL, aumenta a chance de infartos quando presente em niveis
elevados (BRAUNWALD, ZIPES, LIBBY, 2003).

Muitas vezes, o individuo possui colesterol elevado devido a doengas hereditarias, como
a hipercolesterolemia familiar. Nesta situacdo, pessoas mais jovens podem apresentar infarto
do miocardio. E importante detectar estes casos na familia, pois quando ha tratamento precoce,
¢ possivel desenvolver habitos de vida que minimizem o desenvolvimento do infarto (JULIAN,
COWAN, 1996; NIELSEN, 1973; SCHOEN, 2005).

O diabetes também ¢ apontado como uma doenga que aumenta o risco de infarto do
miocardio. Como tem carater hereditario, novamente ¢ importante saber se ha casos na familia,
para deteccao precoce da doenga. A hipertensao arterial também aumenta o risco de infarto do
miocérdio, assim como a obesidade (ANDERSON, 2005).

O tabagismo esta diretamente relacionado ao infarto do miocardio, sendo que os
fumantes sao 60% mais propensos ao IAM que os ndo-fumantes. O fumo causa nao apenas a

lesdo de vasos do coragdao, como também aumenta a possibilidade de formagao de coagulos
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(trombose). Esta tendéncia a formagao de codgulos aumenta sensivelmente com o uso de pilulas
anticoncepcionais, principalmente em mulheres entre os 30 e 40 anos de idade (JULIAN,
COWAN, 1996).

A inatividade fisica e o estresse também desempenham papel importante no

desenvolvimento do infarto (NIELSEN, 1973).

2.6 Evolucio eletrocardiografica

Do ponto de vista do eletrocardiograma, o infarto apresenta trés fases: superaguda,
aguda e cronica (CARNEIRO, 1997).

O sinal mais precoce de infarto agudo do miocéardio € uma retificagdo do segmento ST,
em que ha perda da discreta concavidade existente normalmente na ascenc¢ao deste segmento.
Isso ocorre antes de se manifestar o supradesnivel e tem duragdo extremamente transitéria
(HAHN, CHANDLER, 2006).

Instalada a fase superaguda, ¢ regra habitual a presenca do bloqueio de lesdo, que se
associa ao supradesnivel de ST e aumento na amplitude da onda T. O segmento ST desnivela-
se, sendo inicialmente concavo para cima, com a onda T positiva. Essa fase inicial ¢ muito
semelhante a encontrada na pericardite. Representa, por outro lado, o pior momento da
evolucdo, pela maior possibilidade de ocorrer fibrilagdo ventricular. A duragdo desta fase ¢ de
horas ou no maximo 1 a 2 dias, raramente persistindo por dias ou semanas (CARNEIRO, 1997).

A evolugdo do infarto é observada no tragado por uma inversdo da onda T com o
aparecimento da onda Q patoldgica. Estd assim constituida a fase aguda, com a presenga de
onda Q, o segmento ST, agora convexo para cima, ¢ a onda T invertida.

Apos 3 a 6 semanas, o segmento ST ja voltou a linha de base e a onda T pode manter-
se invertida, com menor amplitude, ou mesmo voltar a ser positiva como antes. Tardiamente,
persiste uma onda Q patoldgica, sinal de que ocorreu um infarto prévio. Por vezes, a onda R
sera de amplitude diminuida em relacdo ao tracado antes do infarto.

A onda Q de um infarto documentado pode desaparecer em uma pequena porcentagem
de casos, geralmente dentro dos primeiros dois anos apds o evento. Caso o desaparecimento
ocorra em torno de 6 ou 7 dias, sem caracterizacdo enzimatica, ¢ improvavel que tenha havido
infarto.

Por outro lado, sdo comuns, nos tragados pos-infarto, manifestagdes de insuficiéncia

coronariana cronica (pequenos infradesnivelamentos do segmento ST e alteragdes primarias da
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onda T). Quando o segmento ST se mantém supradesnivelado por um periodo igual ou superior
a quinze dias, deve ser investigada a possivel existéncia de um aneurisma ventricular, mais
comumente associado ao infarto da parede anterior (PASTORE, GRUPI, MOFFA, 2006).

A elevacdo do segmento ST constitui a alteragdo do tragado mais importante para indicar

a presenca de lesdo miocardica (CARNEIRO, 1997; TRANCHESI, 1983).

2.7 Localizacao eletrocardiografica

As derivacdes eletrocardiograficas demonstram alteragdes referentes ao processo
1squémico e através destas, torna-se possivel estabelecer critérios para a localizagao do infarto.
A localizacdo ¢ constatada por meio das derivacdes identificadas pela presenca de ondas Q
patologicas e de mudangas no segmento ST, para cada regido do miocardio acometida por [AM,
como descrito na Tabela 2.1. A distingdo mais importante € entre os infartos anterior e inferior,

os quais diferem clinicamente e em relacao aos escores de progndstico.

Tabela 2.1. Localizagdo eletrocardiografica do IAM (KATZ, 1992).

Localizagao Derivacdes acometidas
Anterior
Anteroseptal V1,V2
Anterior V2,V3,V4
Anterolateral DI, aVL, V4, V5, V6
Anterior extenso DI, aVL, V1-V6
Inferoposterior
Inferior DII, DIII, aVF
Posterior \a!
Inferolateral DII, DIII, aVF, V5, V6
Posterolateral V1, V5, V6
Inferoposterior V1, DII, DIII, aVF

2.8 Diagnostico

O diagnéstico ¢ feito com base no quadro clinico, nas alteragdes eletrocardiograficas e
nos resultados dos exames laboratoriais. Tendo em vista que os sintomas sdo extremamente
variados e que a elevag¢do dos biomarcadores inicia-se cerca de seis horas ap6s o inicio da dor,
o principal instrumento diagndstico e determinante da conduta € o eletrocardiograma, o qual
podera apresentar supradesnivelamento do segmento ST (BRAUNWALD, ZIPES, LIBBY,
2003; SCHWEITZER, 1990).
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2.8.1 Exame clinico

O sintoma mais frequente do IAM ¢ a precordialgia, de inicio subito, intensa, constritiva,
possui duracdo prolongada (mais de 30 minutos a algumas horas de duragdo) e ndo ¢ aliviada
com repouso ou nitroglicerina.

A dor pode irradiar-se para o membro superior esquerdo; a irradiagao para mandibula,
dorso e epigastrio também ¢ possivel (BRIEGER e al., 2004; RUDE et al., 1983).

A dor pode vir acompanhada de aumento da frequéncia respiratéria, palidez, sudorese e

confusdo mental. Pode haver, por reflexo vagal, nduseas ¢ vomitos (BRIEGER et al., 2004).

2.8.2 Alteracdes eletrocardiograficas

O eletrocardiograma ¢ o exame mais utilizado no diagndstico do IAM. Deve ser feito
seriadamente nas primeiras 24 horas e diariamente apds o primeiro dia. O supradesnivelamento
do segmento ST maior que 1 mm em duas derivagdes contiguas determina o diagndstico e
correlaciona-se com a topografia do infarto. Por exemplo: elevacdo do segmento ST em V1,
V2, V3 relaciona-se com parede septal; D1 e aVL com parede lateral alta; V1 a V6, anterior
extensa; D2, D3 e aVF com parede inferior e finalmente V7 ¢ V8 com parede posterior
(BRAUNWALD, ZIPES, LIBBY, 2003).

A evolucdo do TAM pode ser observada no tracado eletrocardiografico através do
aparecimento da onda Q patoldgica. Além disso, € possivel inferir a artéria comprometida pelo
eletrocardiograma (NIELSEN, 1973).

No infarto inferior, se o supradesnivelamento do segmento ST em D3 for maior que em
D2 e houver infradesnivelamento em D1 e aVL maior do que 1 mm, ha grande possibilidade
de lesdo da artéria corondria direita. A associa¢do com elevacao do segmento ST de V4 favorece
o envolvimento do ventriculo direito. Se isso ndo estiver presente, mas houver supradesnivel
em DI1,aVL, V5, V6 einfraem V1, V2 e V3, provavelmente a artéria envolvida ¢ a circunflexa
(CARNEIRO, 1997; HORACEK et al., 2006).

No infarto anterior com supradesnivelamento do segmento ST em V1, V2 e V3, se a
elevagdo for maior do que 2,5 mm em V1 ou se houver bloqueio de ramo direito (BRD) agudo,
ou ainda se houver infra associado em D2, D3 e aVF, a maior probabilidade ¢ de uma lesao

proximal da artéria descendente anterior. Por outro lado, se na mesma situagdo houver
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supradesnivel associado em D2, D3 e aVF, a probabilidade maior ¢ de lesdo na porcao distal da
artéria descendente anterior (CARNEIRO, 1997; JULIAN, COWAN, 1996).

Infartos da parede posterior podem manifestar-se com infra em V1, V2 e V3. Nesses
casos, deve-se observar as derivagdes V7 e V8, que evidenciam supradesnivelamento e,

portanto, serdo suficientes para indicar a reperfusdo (PALMERI et al., 1982).

2.8.3 Biomarcadores

A realizagdo de testes para dosagem de biomoléculas no plasma pode oferecer
informagdes relevantes sobre a severidade e estagio da lesdo cardiaca. Esta lesdo faz com que
haja liberagao das células cardiacas necrosadas para a corrente sanguinea, através da membrana
sarcolemal comprometida. Os exames laboratoriais utilizados para diagnosticar um [AM
incluem a dosagem de creatinoquinase (CK) e suas isoenzimas, além da analise da troponina e
da mioglobina (CARNEIRO, 1997; PASTORE, GRUPI, MOFFA, 2006).

A principal consequéncia bioquimica inicial da isquemia do miocérdio consiste na
cessagdo de glicolise aerdbica e, consequentemente, no estabelecimento da glicdlise anaerdbica
dentro de poucos segundos. Isto acarreta uma producao inadequada de fosfatos de alta energia
(p. ex., creatina fosfato e adenosina trifosfato [ATP]) e o acimulo de acido lactico, o que resulta
na diminuicdo do pH celular e alteracdes metabdlicas importantes. Sem energia para a
manuten¢do da sua atividade metabdlica normal e integridade da membrana celular, a célula
morre por necrose, liberando macromoléculas (biomarcadores) na circulagao.

Uma vez que exista a suspeita clinica de IAM, os seguintes exames podem ser realizados
para confirmar essa situagdo (ANDERSON, 2005): medidas das concentragdes séricas de
biomarcadores relacionados ao metabolismo do miocardio, tais como troponinas T e I,
creatinoquinase (Cktotal) e sua isoenzima MB (CK-MB), desidrogenase latica (DHL),
mioglobina e aspartato transaminase (AST).

Alguns destes marcadores possuem valor diagnostico limitado, pois a sua presenca em
outras estruturas nao cardiacas pode resultar em elevagdes plasmaticas na auséncia de um dano
miocérdico, havendo baixa especificidade de dano miocérdico.

Destaca-se ainda, a quantificagdo de proteina C reativa para acompanhamento da
evolucdo dos pacientes acometidos por IAM, ja que hé associacio desta com o risco de eventos

cardiovasculares.
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A creatinoquinase (CK) com sua isoenzima MB (CK-MB) ¢ um bom indicador para o
diagnostico de infarto do miocardio. O nivel de CK-MB comeca a elevar de 3 a 6 horas apods o
inicio do [AM, atinge valor madximo em torno de 12 a 24 horas e retorna ao normal em 24 a 48
horas (RAVEL, 1997). Possui sensibilidade e especificidade maior que 97% nas primeiras 48
horas. Porém ndo apresenta alta sensibilidade nos estagios iniciais do IAM, devido ao fato de
ndo apresentar elevagdo sérica até a quarta hora apos o inicio da precordialgia (WALLACH,
2003). Os valores normais sdo menores que 25 U/l (NELSON, COX, 2011).

Nao ¢ necessaria para a indica¢do de reperfusdo imediata, ja que inicia sua elevagdo
apods algumas horas do inicio dos sintomas. A curva detectada pela coleta seriada (a cada 6
horas, por exemplo) mostra ascenso ¢ descenso do marcador. O pico costuma ocorrer nas
primeiras 24 horas e correlaciona-se com a extensdo do infarto (RAVEL, 1997; WALLACH,
2003).

A CK-MB eleva-se quando ocorre isquemia e necrose em uma regido do miocardio. No
IAM os valores de CK-MB podem ser superiores a 50 U/I. A interpretagao dos resultados pode
ser a seguinte:

A. Valores de CK-MB acima de 50 U/l, mas inferiores a 4% do valor do CPK total, podem
sugerir lesdo de musculo esquelético;

B. CK-MB acima de 25% do valor do CPK total pode indicar presenca de isoenzima, neste caso
o indicado ¢ dosar o CK-MB por meio de metodologias alternativas, como a
quimioluminescéncia. A concentra¢do plasmatica de CK-MB ¢ elevada em aproximadamente
10 a 40% das miocardites. Os danos no miocérdio originam a liberagao transitéria de CK-MB
para a circulacao. Esse aumento de CK-MB atinge o auge entre 12 e 24 horas, depois regressa
ao normal dentro de 48 a 72 horas (WALLACH, 2003).

Devido a maior especificidade da troponina para diagnostico de infarto do miocardio e
a ampla utilizagdo de proteina C reativa para avaliar a evolucdo de pacientes com doencas
cardiovasculares, estes foram os marcadores abordados nesta pesquisa, os quais serao

detalhados a seguir.

2.8.3.1 Troponina

A troponina ¢ uma proteina encontrada no miocardio e participa do processo contratil.
Alteragdes significativas da troponina plasmatica sdo detectadas em pacientes com lesdao

miocérdica (angina instavel ou infarto do miocardio).
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No processo contratil dos sarcoméros ha filamentos grossos e finos. O disco Z ¢ formado
por trés proteinas, alfa actinina, tropomiosina e actina. A estrutura filamentosa da linha Z ¢
formada pela associagdo entre actina e tropomiosina. Os filamentos grossos sao formados pela
associacdo de moléculas de miosina. J4 os filamentos finos sdo compostos por trés proteinas:
actina, tropomiosina e troponina (AIRES, 1999).

Actina e miosina sdo proteinas contrateis, enquanto a troponina € a tropomiosina sao
proteinas moduladoras da contrag¢do. A actina possui sitios ativos que interagem com a miosina,
sendo assim, ha ativagdo da ATPase miosinica, hidrolise de ATP e libera¢dao de energia para
que a contragdo ocorra (GUYTON, HALL, 2011). Durante o repouso, ha bloqueio desse sitio
pela tropomiosina e ligacao desta a troponina.

A Figura 2.4 apresenta a interagdo entre actina, tropomiosina e troponinas.

A troponina ¢ formada por trés subunidades:

Subunidade I: a troponina I (Tnl) inibe o sitio ativo da actina a partir da interacdo com
a tropomiosina;

Subunidade C: a troponina C (TnC) tem muita afinidade pelo ion Ca";

Subunidade T: a troponina T (TnT) liga-se a tropomiosina mediante a interagio do Ca*"
com a troponina.

Lo Actina
Tropomiosina

Figura 2.4. Representac@o esquematica de proteinas envolvidas na contragdo muscular - actina, tropomiosina e
troponinas I, C e T.

A partir da interagdo do Ca?>" com a troponina, a tropomiosina se desloca, h4 liberagdo
dos sitios ativos da actina e ocorre a interacao actina-miosina.

Ha estrita relacdo entre a atividade enzimatica das proteinas contrateis e a fungdo
miocardica, principalmente relacionada as alteracdes cardiacas. Observa-se atividade reduzida
da ATPase da miosina em condig¢des de insuficiéncia cardiaca (AIRES, 1999).

Os biomarcadores séricos cardiacos sdo macromoléculas intracelulares liberadas apos
morte e perda da integridade da membrana dos midcitos, que se difundem pelo intersticio do

miocardio e posteriormente atingem a circulagdo (NELSON, COX, 2011).
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As sequelas imediatas da oclusdo corondria sdo: perda inicial de contratilidade, arritmias
e morte subsequente das células miocardicas (GUYTON, HALL, 2011).

No infarto, o dano tecidual ocasiona o extravasamento de enzimas intracelulares para o
sangue, as quais sdo utilizadas no diagnostico da sindrome coronariana isquémica (NICOLAU
etal., 2014).

Aproximadamente 3 a 8% da troponina encontra-se livre no sarcoplasma dos
cardiomidcitos, mas a grande porcentagem estd incorporada nos miofilamentos finos. Apos
lesdo miocardica, a troponina ¢ detectada na corrente sanguinea (COLLINSON et al., 2001).

A troponina C ¢ distribuida nas fibras musculares de contragdo lenta e ndo ¢ considerada
um biomarcador especifico cardiaco, pois os genes que codificam as isoformas cardiaca e
esquelética da TnC sdo idénticos, sendo assim, ndo ha diferenciacdo estrutural entre as
isoformas. Portanto, a TnC ndo ¢ utilizada em testes diagnosticos de lesdo miocardica.

Em contrapartida, as troponinas T e I possuem diferentes isoformas no musculo cardiaco
e esquelético, codificadas por genes separados e, consequentemente, t€ém diferentes sequéncias
de aminodcidos. As respectivas isoformas cardiacas de TnT e Tnl sdo especificas para o
miocardio.

As isoformas da troponina T e da troponina I sdo distintas, desta forma ha imunoensaios
para quantifica-las e utiliza-las no diagnoéstico de infarto do miocardio (SINGH et al., 2010).

A estrutura tridimensional da troponina T humana esta representada na Figura 2.5.

Figura 2.5. Estrutura tridimensional da troponina T humana (Protein Data Bank in Europe, 2014).

O diagnostico do infarto ¢ realizado com base nas alteragdes clinicas, principalmente
precordialgia, alteragdes eletrocardiograficas, relacionadas as alteragdes no segmento ST e
onda T ou ondas Q proeminentes, além dos marcadores bioquimicos de lesdo miocardica

(BRAUNWALD et al., 2003; LEWANDROWSKI, 2014; VASATOVA et al., 2013).
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A troponina destaca-se entre os biomarcadores devido a alta sensibilidade, especificidade
e importancia clinica (SINGH, 2010).

A troponina pode ser quantificada por meio de imunoensaio por
eletroquimioluminescéncia. Neste método, os compostos marcados com ruténio e biotina e as
microparticulas paramagnéticas sdo ligadas ao analito. A reagdo ¢ transferida para a célula de
medicao, um ima ¢ usado para fixar as microparticulas paramagnéticas na superficie do eletrodo
que gera um sinal elétrico, este sinal ¢ utilizado para iniciar a rea¢do entre ruténio e
tripropilamina. A reagdo gera luz que ¢ emitida em um sinal continuo e rapido. O sinal ¢
proporcional a concentracdo de analito a ser quantificado na amostra (SOARES et al., 2012).

O teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para as
troponinas miocérdicas ¢ utilizado para o auxilio diagnostico e para analise do progndstico do
infarto do miocardio. Imunoensaios dependem da presenga de isoformas das subunidades das
troponinas. Ha aumento significativo das concentragdes de troponina T (TnT) no plasma poucas
horas apds o inicio da precordialgia, com um pico de até 300 vezes os valores plasmaticos
normais, com permanéncia da elevacao de 1 a 2 semanas (BAYNES, DOMINICZAK, 2000).

A imunocromatografia ¢ um método que utiliza anticorpos monoclonais de anti-troponina
que reagem com a troponina existente em amostras de soro ou plasma. As amostras se movem
a partir de uma membrana cromatografica por acao capilar.

A importancia do diagndstico precoce do infarto do miocardio, principalmente nas
primeiras horas do inicio dos sintomas, ¢ fator de estimulo para o aperfeicoamento dos testes
de dosagem da troponina, de tal forma que seja possivel detectar niveis extremamente baixos
dessa proteina no plasma, de maneira rapida e eficiente.

A troponina de alta sensibilidade (high-sensitivity troponin) ¢ um método que permite
maior sensibilidade para o diagnéstico de infarto agudo do miocérdio, esta ¢ avaliada a partir
de imunoensaio por quimioluminescéncia. Os kits sdo capazes de detectar até mesmo dano
miocardico minimo, precocemente, e fornecer informagdes de maior acurédcia clinica
(CONRAD, JAROLIM, 2014; LEWANDROWSKI, 2014).

Os niveis plasmaticos da troponina, em condigdes normais, ou seja, sem alteracdes
decorrentes de isquemia miocardica, sdo baixos (menor que 0,01 pug/ml). Na presenca de
necrose miocardica, ocorre liberagcdo deste biomarcador no plasma, com valor igual ou superior
a 0,1 pg/ml. Este processo ocorre em duas fases distintas. A primeira fase de liberacdo dura
cerca de 3 a 5 horas, ap0s a perda da funcdo da membrana. A seguir, a troponina continua a ser
liberada (fase tardia) por 5 ou mais dias, estando essa fase associada a destruicdo do aparelho

contratil e necrose celular (BAYNES, DOMINICZAK, 2000; WALLACH, 2003).
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A Tnl ¢ detectada no sangue entre 2 a 6 horas apos a lesdo miocardica e permanece
elevada por 5 a 7 dias. Ha deteccao da TnT em tempo semelhante e elevagdo até 12 a 14 dias
(NELSON, COX, 2011; WALLACH, 2003).

A Figura 2.6 representa a comparagao entre as troponinas T e I, de acordo com a duragao
de niveis elevados destes biomarcadores na corrente sanguinea apos a ocorréncia da sindrome
coronariana isquémica. Ressalta-se que a troponina T permanece elevada durante maior

periodo.
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Figura 2.6. Tempo de elevagdo das troponinas T e 1.

Medidas seriadas da troponina melhoram significativamente a capacidade deste
biomarcador na detecc¢ao de infarto do miocardio (LORIA et al., 2008).

O aumento dos niveis de troponina representa um importante marcador de risco de morte
ou infarto do miocardio em pacientes com sindromes corondrias agudas, ¢ um dos indicadores
de estratégias invasivas precoces, como revascularizagdo miocardica. Além disso, hé relacao
entre a gravidade do infarto e a duracdo da elevagao sérica das troponinas cardiacas (LORIA et
al., 2008).

Sendo assim, a troponina destaca-se como um biomarcador importante, com ampla
aplicacdo clinica (IVERSEN et al., 2013; STRENG et al., 2014).

As troponinas cardiacas permanecem elevadas por tempo prolongado, portanto, Tnl e
TnT sao significativamente mais sensiveis que a fragdo MB da creatino quinase (CK-MB).

Portanto, as troponinas cardiacas T e I sdo importantes marcadores de lesdo miocérdica,
altamente sensiveis e amplamente utilizadas como auxilio diagnostico do infarto do miocardio.
Estas proteinas sdo consideradas os biomarcadores mais especificos € com maior importancia

clinica para detecgao de lesao miocardica (VASATOVA et al., 2013; WALLACH, 2003).
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2.8.3.2 Proteina C reativa

A proteina C reativa (PCR) ¢ uma proteina de fase aguda, da familia das pentraxinas,
expressa por hepatocitos em resposta a inflamacao sistémica, em infec¢des bacterianas e outras
situagdes clinicas que constituem processos inflamatorios. E capaz de reconhecer
polissacarideos microbianos, antigenos nucleares e células necroticas, além de opsonizar
patdgenos e células apoptoticas, com a ativagdo do sistema complemento (LU et al., 2012).

A PCR possui uma sequéncia de 224 residuos de aminoécidos, incluindo um peptideo
sinal de 18 residuos responsavel por sinalizar sua secrecdo. Estruturalmente, ¢ um
homopentamero unido por ligagdes nao-covalentes e os cofatores sdo dois ions de calcio por
subunidade. Sua nomenclatura refere-se a capacidade de precipitar polissacarideo C
pneumococico na presenca de calcio (UNIPROT, 2013). A Figura 2.7 corresponde a sua

estrutura tridimensional.

Figura 2.7. Modelo tridimensional da estrutura homopentamérica da PCR. As entidades ndo-poliméricas sdo
ions calcio e fosforilcolina (Protein Data Bank in Europe, 2014).

A PCR presente no sistema circulatorio ¢ sintetizada principalmente no figado, com sua
expressao em niveis constitutivos regulada pelo fator de transcricdo NF-1 hepatico, em niveis
médios abaixo de 1 mg/L. Mediante resposta de fase aguda, sua expressdo ¢ induzida pelas
citocinas IL-6 e IL-1(, em niveis que variam de 10 a 500 mg/L (DU CLOS, 2013).

Entre os ligantes reconhecidos da PCR, est4 a fosforilcolina, presente em organismos
patogénicos e na membrana de células de mamiferos, podendo ser exposta em células
danificadas pela acdo enzimatica ou pela ativagdo do complemento. Outro ligante ¢ a

lipoproteina de baixa densidade (LDL) oxidada, o que pode explicar a presenga desta pentraxina



CAPITULO 2. INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO 43

em lesOes aterosclerdticas. A PCR também se liga a antigenos nucleares, como histonas e
ribonucleoproteinas, que sao expostos ou liberados em células degradadas. Além disso, ativa o
sistema do complemento e interage com receptores Fc, resultando na inducdo da resposta
imunolégica (DU CLOS, 2013).

O papel da PCR na ativagdo da cascata do complemento esta associado a via cléssica, por
meio da ligacao direta a Clq, o que tem implicacdes na defesa do hospedeiro e na regulagdo da
inflamacdo. Além disso, ela esta relacionada a prevengdo da lise celular devida a ativacdo do
complemento, com a promocao de opsonizagdo e producdo de citocinas. Também existem
evidéncias da ativagcdo do complemento pela PCR em lesdes agudas, como o infarto agudo do
miocardio (DU CLOS, 2013).

Estudos epidemioldgicos demonstraram uma associacdo entre o risco de eventos
cardiovasculares e concentracdes crescentes da proteina C reativa (GE, WANG, 2012;
GILSTRAP, WANG, 2012; MONTGOMERY, BROWN, 2013), sendo tal associagdo
observada em ambos os géneros, em uma ampla faixa etaria e em varios grupos étnicos
(MADJID, WILLERSON, 2011).

Ainda ¢ bastante debatido se existe um papel direto de niveis intermediarios de PCR na
causa de doencas cardiovasculares. Contudo, independentemente de sua participacdo na
patogénese, a PCR ¢ considerada um importante marcador do risco cardiovascular, de modo
equivalente a andlise de lipideos (DU CLOS, 2013). Portanto, trata-se de um marcador de risco
cardiovascular bem estabelecido (MADJID, WILLERSON, 2011).

A associagdo da PCR as sindromes coronarianas consiste em sua fun¢do no
desenvolvimento de processos inflamatdrios na aterosclerose, como indugdo da expressao de
moléculas de adesdo, reducdo da producdo de oxido nitrico pelas células endoteliais
(RAMASAMY, 2011) e aumento da captura de lipoproteina de baixa densidade (LDL) pelos
macrofagos (MONTGOMERY, BROWN, 2013), fatores que contribuem para o
desenvolvimento e progressao da placa aterosclerotica.

Em 2003, a Associagdo Americana do Coracdo (AHA — American Heart Association)
emitiu um comunicado cientifico que sugeriu o uso de PCR como um fator de risco em
pacientes com sindrome coronaria aguda (SCA), com o estabelecimento de faixas de
concentragdo associadas aos eventos cardiovasculares (SABATINE et al., 2007).

Observa-se a possibilidade de estratificagdo de categorias de risco cardiovascular, de
acordo com a concentra¢ao detectada de PCR (Figura 2.8). Concentragdes abaixo de 1 mg/L

sdo associadas a baixo risco, entre 1 ¢ 3 mg/L sdo indicativas de risco moderado e acima de 3
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mg/L. demonstram alto risco. Valores acima de 10 mg/L sdo considerados sugestivos de

alteragdes e possivel resposta de fase aguda (MONTGOMERY, BROWN, 2013).

mg/L
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Figura 2.8. Estratificacdo de risco cardiaco de acordo com a concentra¢do de PCR detectada no sangue
(Adaptado de RIDKER, 2003).

No caso especifico da sindrome coronaria aguda (SCA), incluindo o infarto agudo do
miocardio, a PCR ¢ usada como ferramenta de acompanhamento da evolug¢do e progndstico
(KEHL et al., 2012), principalmente na avaliagdo precoce de risco e individualizagdo da terapia
para SCA (RAMASAMY, 2011). Porém, devem ser considerados outros biomarcadores, para
um diagnoéstico completo e preciso (KEHL et al., 2012).

Em 2006, Pepys e colaboradores conduziram um experimento que demonstrou o papel
patogénico da PCR na lesdo do infarto do miocardio. Os pesquisadores desenvolveram uma
pequena molécula (abreviada como Bis(PC)-H) que se liga a PCR em ratos, por meio da
obstrugdo cirrgica da artéria coronaria esquerda. A um segundo grupo, foi administrada PCR
humana ap6s o evento cirtrgico. O terceiro grupo, além da PCR humana, também foi tratado
com a molécula desenvolvida, Bis(PC)-H. A area do infarto foi maior no segundo grupo,
enquanto o terceiro ndo apresentou diferencas significativas em relagdo ao grupo controle.
Esses resultados indicam que a PCR humana, quando ndo inibida por Bis(PC)-H, esteve
associada ao aumento do tamanho médio do infarto em ratos (PEPYS et al., 2006).

Dados da literatura cientifica sugerem que a PCR, associada a outros biomarcadores,
relaciona-se também a estratificacdo de risco, diagnostico, predi¢do de prognoéstico e

monitoramento da resposta ao tratamento em pacientes que sofreram acidente vascular cerebral
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isquémico (VANGILDER et al., 2014), o que amplia a sua importancia no ambito das doengas
cardiovasculares.

Entre as vantagens do uso de PCR como biomarcador para estratificacdo de risco de
doengas cardiovasculares, destacam-se a estabilidade do analito, que ndo apresenta variagao
diurna; ndo ha diferengas significativas associadas ao género, idade ou etnia do paciente e sua
utilidade como marcador clinico ¢ bem documentada, com estudos in vivo e in vitro
(CALABRO, GOLIA, YEH, 2012). Contudo, ¢ importante destacar a limitacdo de
especificidade da PCR como biomarcador. Devido a associacdo da PCR com a inflamacao,
podem ocorrem alteragdes em sua concentragdo mediante uma variedade de condicdes,
incluindo artrite reumatoide, lupus eritematoso sist€émico, vasculite e neoplasias (CHAN, NG,
2010).

As técnicas analiticas mais utilizadas para quantificar PCR no sangue baseiam-se
amplamente em imunoensaios, que incluem radioimunoensaio, ELISA, turbidimetria,
aglutinacao em latex e nefelometria. Atualmente, para avaliar a concentragdo de PCR em
pacientes, a maior parte dos laboratdrios de andlises clinicas trabalha com aglutinagdo em latex
ou nefelometria quantitativa. Contudo, enquanto a metodologia de aglutinacdo ¢ apenas
semiquantitativa, a imunonefelometria nao possui limite de detec¢do apropriado. Esses métodos
foram automatizados e melhorados, tornando-se mais sensiveis e reprodutiveis. Além dos
imunoensaios, novas metodologias tém sido desenvolvidas para quantificagdo de PCR, como
ensaios com fosforilcolina, ressonancia de plasma de superficie, polimeros molecularmente

impressos e biossensores (ALGARRA, GOMES, ESTEVES DA SILVA, 2012).

2.9 Prognostico

O prognodstico no IAM depende da gravidade da obstru¢do na artéria corondria, da
extensao da lesao miocardica e da ocorréncia de disfungdes ventriculares e arritmias

(CARNEIRO, 1997).

2.10 Tipos de tratamento

O tratamento do IAM pode ser realizado através da reperfusdo quimica ou mecénica.
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2.10.1 Reperfusio quimica

Na reperfusdo quimica ¢ bastante utilizado o tratamento fibrinolitico. Desde 1986,
demonstrou-se que cerca de 30 mortes poderiam ser evitadas para cada 1.000 pacientes tratados
nas primeiras seis horas e 20 entre 6 e 12 horas. O beneficio chegou a 50 mortes evitadas,
quando associado a aspirina. A associacdo com antiplaquetarios evita a agregacao plaquetaria
desencadeada pela trombina liberada apds a fibrindlise, diminuindo a chance de reoclusdo. Uma
selecdo de grandes estudos demonstrou que a mortalidade declinou cerca de 26% para pacientes
reperfundidos nas primeiras trés horas, 18% entre 3-6 horas e 14% entre 6-12 horas (COREY
etal., 1999).

O primeiro fibrinolitico testado com eficiénca no IAM foi a estreptoquinase, com 18%
de diminui¢do da mortalidade geral. O acompanhamento desses pacientes mostrou persisténcia
do beneficio até 11 anos apo6s a fibrinolise executada na primeira hora dos sintomas.
Posteriormente, em 1988, comprovou-se o beneficio e seguranca da associacdo de
estreptoquinase ¢ AAS (4cido acetilsalicilico) (JULIAN, COWAN, 1996). A escolha do
fibrinolitico depende de uma avaliagdo de risco-beneficio (BARBAGELATA et al., 2004).

Apos a utilizagdo do fibrinolitico, em torno de 60 minutos, nota-se diminui¢do do
supradesnivelamento do segmento ST maior do que 50%, arritmias de reperfusdo e melhora da
dor. Porém os pacientes que ndo apresentam sucesso na reperfusdo farmacologica devem ser

submetidos se possivel, a angioplastia (ALPERT, THYGESEN, 2000).

2.10.2 Reperfusio mecanica

A precocidade da reperfusdo e a manutencdo de fluxo 6timo estdo diretamente
relacionadas ao prognostico do infarto (HAHN, CHANDLER, 2006).

Um estudo europeu revelou que nas primeiras 3 horas do inicio dos sintomas, os
métodos de reperfusdo quimica e mecanica foram equivalentes. No entanto, a angioplastia
primaria mostrou-se superior aos fibrinoliticos em relacdo a mortalidade, reinfarto e acidente
vascular cerebral (AVC), em uma meta-analise com 23 estudos comparando os métodos.
Observou-se a diminui¢do da mortalidade de 9% com tratamento farmacologico para 7% com
angioplastia (ALPERT, THYGESEN, 2000).

Devem-se realizar eletrocardiogramas seriados para monitoriza¢cdo do segmento ST,

curva dos marcadores bioquimicos de lesdo miocardica e coronariografia quando necessario,
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para o acompanhamento clinico do paciente e realizagao da reperfusdao caso seja preciso

(COREY et al., 1999).
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CAPITULO 3

3 BIOSSENSORES ASSOCIADOS A SINDROME

CORONARIA AGUDA

3.1 Introducio

As alteragdes bioquimicas produzidas pelo infarto agudo do miocardio sdo oriundas da
liberagdo de biomoléculas para a corrente sanguinea, a partir da membrana sarcolemal
comprometida. O aumento da concentragdo de biomarcadores indicativos da lesdo cardiaca
pode ser monitorado pela realizacdo de testes de dosagem no soro, fornecendo informagdes
relevantes para confirmagdo do diagndstico, bem como para determinagdo da severidade e
estagio desta lesdo, a partir da quantificacdo desses biomarcadores (LEWANDROWSKI, 2014;
NELSON, COX, 2011; VASATOVA et al., 2013).

A alta incidéncia de cardiopatias e a importancia do diagndstico precoce do infarto do
miocardio, principalmente nas primeiras horas do inicio dos sintomas, sdo fatores de estimulo
para o aperfeicoamento dos testes de dosagem de marcadores moleculares de lesao miocardica,
de tal forma que seja possivel detectar niveis extremamente baixos destas biomoléculas no
plasma, de maneira ripida, eficiente e com baixo custo, caracteristicas encontradas em

biossensores.
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3.2 Biossensores

Um biossensor ¢ um dispositivo que responde de forma seletiva a um analito particular,
tornando possivel sua determinagdo qualitativa ou quantitativa. Nos biossensores, o analito
(alvo) ¢ reconhecido seletivamente por um material biolégico (sonda), o qual ¢ imobilizado em
um transdutor, produzindo um sinal quantitativo proporcional a concentracdo do analito. Os
componentes biologicos sdo utilizados como elementos de reconhecimento, ligados a um
sistema de deteccdo, transdugdo e amplificagdo do sinal gerado na reacdo com o analito
(WANG, 2000).

Os biossensores sdo formados por um sistema de reconhecimento molecular

(biorreceptor), acoplado a um transdutor € a uma unidade processadora de sinal (Figura 3.1).

ANALITO — BIORRECEPTOR — TRANSDUTOR —) PROCESSADOR

Figura 3.1. Configuragdo de um biossensor.

O sistema de reconhecimento inclui um biocomponente (enzimas, tecidos, anticorpos,
acidos nucleicos, aptameros, entre outros) que entram em contato com o analito de interesse,
produzindo um sinal (CHAMBERS et al., 2008; LEE, 2008).

Dentre os biossensores para diagnostico de doengas, ¢ relevante destacar os
imunossensores, que se baseiam na especificidade da intera¢do antigeno-anticorpo. Os
anticorpos e antigenos, assim como as demais biomoléculas, sdo incorporados sobre um
transdutor, mais comumente pelas seguintes metodologias: adsorcao, ligacao covalente, ligacao
cruzada ou encapsulamento. As metodologias de incorporacdo visam reter a maxima
quantidade e atividade possivel do elemento biorreconhecedor na superficie do transdutor.
Deste modo, a incorporacdo dos componentes de reconhecimento sobre a superficie do
biossensor representa fator determinante para o bom funcionamento do mesmo, o que inclui as
condig¢des adequadas de sensibilidade e especificidade (MURPHY, 2006).

O analito, ao entrar em contato com o biorreceptor imobilizado na superficie do
biossensor, produz uma mudanca fisico-quimica (variacdo de calor, massa, indice de refracdo,
corrente elétrica, potencial, resisténcia elétrica, capacitancia, dentre outras) que pode ser

identificada por um transdutor, gerando sinal elétrico resultante, que ¢ entdo processado. O
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sistema de aquisi¢cdo, processamento e visualizagdo dos dados fornece informagdes sobre a

deteccao e quantificacao de analito na amostra (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Principais componentes de um biossensor.

O transdutor pode ser eletroquimico (potenciométrico, amperométrico ou
condutimétrico), piezoelétrico, calorimétrico ou optico (LEE, 2008; MEHRVAR et al., 2000).

No transdutor potenciométrico, o potencial ¢ gerado a partir da diferenca de potencial
entre um eletrodo de referéncia e o eletrodo de trabalho, o qual varia com a atividade ou
concentracdo da molécula analisada. A diferenca de potencial entre os eletrodos ¢ relacionada
a concentragdo do analito (THEVENOT et al., 2001). O transdutor amperométrico mede a
intensidade de corrente de uma célula eletroquimica a um potencial fixo, sendo a corrente
gerada por reacgdes de oxidagdo e reducdo na superficie do biossensor, que sdo proporcionais a
concentragdo do analito (CALVOA, DANILOWICZ, 1997). Ja o transdutor condutimétrico €
utilizado para biorreconhecimento do substrato pela sonda biologica e ocasiona modificagdes
na condutividade elétrica do sistema (TURNER, KARUBE, WILSON, 1987).

O transdutor piezoelétrico ou detector de massa ¢ um dispositivo que possui um cristal
oscilante para alternar a frequéncia, sendo observada variagao da oscilagdo mecanica do cristal,
de acordo com a mudanga de massa. Os cristais sdo recobertos com biomoléculas que devem
apresentar alta seletividade para detec¢@o da molécula de interesse (BABACAN et al., 2000).

Os biossensores calorimétricos sao utilizados para reagdes com importante conversao
de entalpia. O calor ocasiona aumento de temperatura que pode ser relacionada com a
concentragcdo do analito (DANIELSSON, 1990).

Os transdutores Opticos atuam por meio de medidas de absor¢dao ou emissao de luz a

partir de uma reagao bioldgica. Neste tipo de biossensor, ondas de luz sdo guiadas por meio de
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fibras Opticas para um detector adequado (ZHANG, HOSHINO, 2014). Um exemplo ¢ a
ressonancia de plasma de superficie (SPR). O principio de desenvolvimento dos sensores de
SPR envolve um feixe luminoso que atravessa um prisma e alcanga uma superficie de ouro, de
forma a excitar os plasmons de superficie. As alteragdes nas proximidades da interface
metal/ambiente proporcionam uma alteracdo nas condi¢des de ressondncia do sistema, sendo
assim, ocorre um deslocamento no angulo. As propriedades Opticas do sistema, como as
constantes dielétricas do metal, do prisma e da matriz, provocam mudancas no angulo de
ressonancia, o que possibilita o monitoramento de alteragdes na superficie do sensor, a partir
do acompanhamento do angulo de ressondncia em fun¢do do tempo. Sendo assim, o
monitoramento do indice de refracdo nas proximidades da superficie do sensor torna possivel a
aplicacgdo da técnica de SPR para obter informagdes em tempo real (GREEN ef al., 2000). Além
disso, ¢ possivel monitorar a refletividade em fungdo da variacdo do comprimento de onda

(HANKEN et al., 1998).

3.3 Sistemas e tecnologias existentes

A seguir serdo analisados os métodos de quantificacdo de dois marcadores muito
utilizados na prética clinica para o diagndstico e acompanhamento da evolucao dos pacientes
acometidos por infarto do miocérdio, a troponina T (TnT) e a proteina C reativa (PCR).

A troponina destaca-se entre os biomarcadores, devido a sua alta sensibilidade,
especificidade e importancia clinica (SINGH et al., 2010). Os métodos laboratoriais mais
utilizados para quantificagdo da troponina sdo: imunoensaio por eletroquimioluminescéncia,
teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e imunocromatografia.

J& a proteina C reativa estd relacionada a fisiopatologia de doengas arteriais coronarias.
Esta ¢ uma proteina de fase aguda que é considerada um marcador para inflamagao, neste caso,
do processo inflamatério decorrente de doencas aterosclerdticas (ALDOUS, 2013). As técnicas
mais utilizadas para quantificar a PCR sdo imunoensaio, que incluem radioimunoensaio,
ELISA, turbidimetria, aglutinagdo em latex e nefelometria.

A maior eficicia dos testes com biossensores em relagdo as técnicas existentes para
deteccao destes biomarcadores ¢ referente a otimizacao do tempo para esta quantificacao, que
permite o diagndstico em tempo real, propiciando um tratamento precoce e melhor progndstico
para os pacientes. Além destes parametros, ¢ relevante ressaltar também a importancia do

desenvolvimento e utilizagdo de biossensores em andlise clinica, pois apresentam tamanho
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reduzido, baixo custo e elevada sensibilidade, além de requerer pequeno volume de amostras

de sangue dos pacientes (CHEN et al., 2005; TYMECKI, KONCKI, 2006).

3.4 Biossensores para deteccao de troponinas

Os biossensores sao desenvolvidos com a finalidade de detectar interagdes em nivel
celular e molecular em tempo real, a partir da obtengdo de dispositivos com alta sensibilidade
quando comparados aos métodos convencionais (KOHLES et al., 2011). Alguns biomarcadores
sdo encontrados normalmente no plasma sanguineo em baixas concentra¢des, o aumento dos
niveis destes biomarcadores ¢ indicativo de lesdo de tecidos ou 6rgaos.

O aumento dos niveis do biomarcador troponina ¢ um dos indicadores de estratégias
invasivas precoces, como revascularizacdo miocardica. Além disso, ha relacdo entre a
gravidade do infarto e a duragdo da elevagdo sérica das troponinas cardiacas (COLLINSON,
BOA, GAZE, 2001; LORIA et al., 2008; NICOLAU et al., 2014).

As troponinas T e I sdo consideradas um padrdo-ouro para o diagndstico de lesdo
miocardica. Estas proteinas sdo conhecidas como os biomarcadores mais especificos e com
maior importancia clinica para deteccdo de lesao miocardica (CONRAD, JAROLIM, 2014;
IVERSEN et al., 2013; SOARES et al., 2012; STRENG et al., 2014).

Os niveis plasmaticos da troponina T, em condi¢des normais, ou seja, sem alteragdes
decorrentes de isquemia miocardica, sdo menores que 0,01 pg/ml. Na presenca de necrose
miocardica, ocorre liberacao deste biomarcador no plasma, com valor igual ou superior a 0,1
pg/ml (LEWANDROWSKI, 2014).

Diversos tipos de sensores tém sido desenvolvidos e analisados para deteccdo e
quantifica¢do das troponinas cardiacas e para o diagnostico de sindrome corondaria aguda.

Um imunossensor piezoelétrico, com base em nanoparticulas de ouro imobilizadas
sobre uma superficie, foi proposto para a detec¢ao de troponina T. O anticorpo anti troponina
T humana foi imobilizado sobre a superficie do eletrodo, para posterior interacdo com o
antigeno, troponina T, proveniente de amostras de soro humano. Estudos de voltametria ciclica
foram utilizados. O imunossensor apresentou bom desempenho em amostras reais. A faixa
linear de resposta foi de 0,003 ng/mL a 0,5 ng/mL e limite de detecgao de 0,0015 ng/mL (r =
0,989, p <0,01). O imunossensor desenvolvido pode ser utilizado no diagndstico de infarto do
miocardio, demonstra alta sensibilidade, rapida andlise e facilidade de utilizagdo para os

usuarios (FONSECA et al., 2011).
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H4 ainda, pesquisas com transdutores Opticos para deteccao de troponinas, nos quais o
desenvolvimento de imunossensores para deteccdo de troponina T pode ser realizado com a
utilizagdo de um eletrodo de ouro para imobiliza¢do do anticorpo. A detec¢do da interacao
antigeno-anticorpo pode ser feita por meio da ressondncia de plasma de superficie. Uma
pesquisa demonstra ligagdo especifica da troponina T no dispositivo desenvolvido, limite de
deteccao de 100 ng/ml (r = 0,991, p < 0,0009). O sensor demonstrou alta capacidade de
deteccao, alta precisdo e reprodutibilidade (LIU ez al., 2011).

Ademais, um biossensor para detecc¢ao de troponina I (Tnl) foi desenvolvido a partir da
utilizagdo de nanoparticulas de ouro. O principio de deteccdo ¢ fundamentado na variacao de
capacitancia a partir da reacao antigeno-anticorpo. Esta rea¢ao provoca variagao da capacitancia
do sistema devido as respostas das moléculas bioldgicas. Nanoparticulas de ouro foram
depositadas sobre os eletrodos impressos. O anticorpo anti Tnl foi imobilizado na matriz de
ouro e caracterizado por microscopia confocal. A troponina I foi detectada com éxito e
apresentou limite de detec¢do de 0,2 ng/mL. Este dispositivo apresenta, como principais
vantagens, o baixo custo e rapido tempo de resposta (BHALLA et al., 2012).

Além disso, eletrodos impressos (screen printed) tém sido amplamente utilizados no
desenvolvimento de sensores. Estes eletrodos propiciam avangos na utilizagdo de biossensores
para analise clinica. H4 uma pesquisa que foi realizada com a utilizacdo de microesferas de
poliestireno com estreptavidina, as quais foram incorporadas na superficie do eletrodo
impresso, com a finalidade de aumentar a resposta analitica da troponina T. A utilizagdo do
sistema estreptavidina-biotina permitiu o aumento da sensibilidade e estabilidade do
imunossensor para troponina T. A superficie do imunossensor foi caracterizada por microscopia
eletronica de varredura e voltametria ciclica. Observou-se que a utilizagdo de microesferas de
poliestireno sensibilizadas com estreptavidina aumentou significativamente a sensibilidade
analitica do eletrodo, demonstrando uma curva com uma faixa linear de resposta entre 0,1
ng/mL e 10 ng/mL de TnT e um limite de detec¢ao de 0,2 ng/mL. O sensor proposto possui alta
sensibilidade e permite a detec¢do de TnT para aplicagao clinica (SILVA et al., 2010).

A tecnologia de eletrodos impressos possibilita 0o desenvolvimento de sensores que
podem ser fabricados em larga escala e, devido ao baixo custo, podem ser descartados apds a
utilizagao.

Portanto, com a utilizacdo desse dispositivo, a deteccdo do biomarcador a ser analisado
pode ser realizada posteriormente a coleta de sangue da polpa digital do paciente. Esses

eletrodos possibilitam o desenvolvimento de sensores comerciais, a partir da fabricagdo de um
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sistema completo, o qual contém os eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia impressos no

mesmo suporte.

3.5 Biossensores para deteccdo de proteina C reativa

A proteina C reativa ¢ uma proteina de fase aguda, liberada em processos inflamatorios.

H4 associagdo entre o risco de eventos cardiovasculares e concentragdes crescentes da PCR
(GE, WANG, 2012; GILSTRAP, WANG, 2012; MONTGOMERY, BROWN, 2013).

Diversas pesquisas para deteccdo e quantificagdo da proteina C reativa a partir do
desenvolvimento de biossensores tém sido descritas. Dentre elas, destaca-se um trabalho com
a utilizacdo de nanofibras de carbono, que foram utilizadas para fabricar arrays de
nanoeletrodos. As técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica
foram utilizadas para a deteccdo de PCR. Detectou-se a imobilizacao de anti-PCR sobre o
eletrodo e a interagdo da sonda PCR com o alvo anti-PCR, sobre a superficie do transdutor. O
limite de deteccao do sensor foi de 90 pM ou 11 ng/mL, valores que sdo clinicamente relevantes.
Os testes controle confirmaram a especificidade do dispositivo (GUPTAA et al., 2014).

Observa-se ainda um método de alta sensibilidade para detectar PCR, a partir da
utilizacdo de uma microbalanga de cristal de quartzo e nanoparticulas de ouro conjugadas a
anticorpos anti- PCR. A proteina C reativa foi reconhecida pelo anticorpo, o qual foi
imobilizado sobre o eletrodo de ouro. A resposta da microbalanga de cristal de quartzo ¢ linear
em relacdo a concentragdo de PCR no intervalo de 20 ng/mL - 30 pg/mL (DING et al., 2013).

Além disso, a interagdo entre a PCR e seu anticorpo especifico (anti-PCR), imobilizado
sobre a superficie de um eletrodo de ouro, foi avaliada por meio de técnicas eletroquimicas. O
eletrodo foi funcionalizado com cisteamina e glutaraldeido, criando uma camada automontada
que interagia covalentemente com o eletrodo (via ligag¢do tiol-ouro) e com o anticorpo (via
ligagdo aldeido-amina). O sistema foi capaz de detectar concentragdes de PCR de 1,15x107°
mg/L (HENNESSEY et al., 2009). Outra pesquisa, que também utilizou eletrodos de ouro e
camadas automontadas para desenvolver um biossensor para PCR, apresentou um limite de
detecgdo de 176 pmol/L (BRYAN et al., 2013).

Em outro trabalho, verificou-se a aplicacao de eletrodo impresso para deteccao da PCR.
Utilizou-se um polimero e eletrodo impresso de carbono. A superficie modificada foi
caracterizada por microscopia de forga atdmica e andlises de microscopia eletronica de

varredura. O limite de detecgdo foi de 0,04 ng/L. A eficacia do sensor foi também realizada em
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soro sanguineo humano. O dispositivo apresentou caracteristicas desejaveis, tais como

seletividade e especificidade (KUMAR, PRASAD, 2012).

3.6 Conclusao e perspectivas

O desenvolvimento e aplicagdes clinicas de biossensores contribuem para o avango
cientifico e tecnologico na drea de cardiologia, com destaque para as possibilidades de inser¢ao
de novos dispositivos na pratica clinica e considerdvel melhoria no diagnostico da sindrome
coronaria aguda.

A nanotecnologia possibilita o desenvolvimento de dispositivos nanométricos utilizando
nanoparticulas, nanofios e nanotubos em sensores bioldgicos (CHOI et al., 2007; SILVA et al.,
2013; WANG et al., 2009) para detec¢do de interagdes moleculares em tempo real, por meio do
desenvolvimento dos biossensores que apresentam capacidade de deteccdo em tempo real,
especificidade, seletividade, sensibilidade e maior especificidade em relagdo aos métodos
convencionais. Outros fatores importantes incluem a redug¢do do tempo de resposta do sensor,
acréscimo da estabilidade e obtengdo de limite de detec¢do em concentragao até zeptomolar.

O desenvolvimento e utilizagdo de biossensores apresentam importantes avangos
cientificos e possibilidade de aplicagao clinica, ja que novos dispositivos € materiais estao sendo
testados por diversos centros de pesquisa.

Destaca-se, portanto, a importancia de diagndstico em tempo real para que, se
necessario, a revascularizagdo miocardica seja realizada precocemente, o que possibilita um
tratamento mais eficaz, além de melhorar o prognostico dos pacientes. Os biossensores para
detec¢do de marcadores moleculares de lesdo miocdrdica sdo promissores € as pesquisas
laboratoriais sdo conectadas aos testes clinicos para validacdo e otimizagdo dos dispositivos

desenvolvidos.
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CAPITULO 4

4 DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR PARA

DETECCAO DE PROTEINA C REATIVA

4.1 Introducao

O infarto do miocardio estd associado a interrup¢do do fluxo sanguineo para uma
determinada area, devido a obstru¢do completa ou parcial da artéria corondria responsavel por
sua irrigacao. A extensdo da necrose depende de varios fatores, tais como o calibre da artéria
acometida e o tempo de evolucdo da obstru¢do (BRAUNWALD, ZIPES, LIBBY, 2003;
CLIFFORD, 2006).

Marcadores bioquimicos cardiacos sdo componentes das estruturas celulares liberadas
na circulacdo quando ocorre lesdo do miocardio. Os testes para quantificacdo dessas
macromoléculas em soro humano sao relevantes devido a obtencao de informagdoes associadas
a severidade e estagio evolutivo da lesdo cardiaca (BRIEGER et al., 2004; GILSTRAP,
WANG, 2012).

A PCR ¢ considerada um marcador padrao-ouro para inflamagao e estd relacionada a
doengas cardiovasculares. Evidéncias indicam que a aterosclerose ¢ uma doenga inflamatéria
imune-mediada (RIDKER, 2003).

Destaca-se a necessidade do desenvolvimento e avaliag@o clinica de biossensores para
monitoramento de biomarcadores em fluidos corporais, de maneira rapida, eficaz, sensivel e
especifica para a obten¢do de um diagndstico preciso.

Os imunossensores se fundamentam na especificidade da interagdo antigeno-anticorpo.

Os anticorpos e antigenos sdo incorporados sobre um transdutor, mais comumente pelas
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seguintes metodologias: adsorcao, ligacao covalente, ligacao cruzada ou encapsulamento. As
metodologias de incorporacdo visam reter a maxima quantidade e atividade possivel do
elemento biorreconhecedor na superficie do transdutor. Sendo assim, a incorpora¢do dos
componentes de reconhecimento sobre a superficie do biossensor representa fator determinante
para o bom funcionamento do mesmo (NAKAMURA, SUCHIYA, OHANA, 2014).

O analito, ao entrar em contato com o biorreceptor imobilizado na superficie do
biossensor, produz uma mudanca fisico-quimica (variacao de calor, massa, indice de refracao,
corrente elétrica, potencial, resisténcia elétrica, capacitancia, dentre outras) que pode ser
identificada por um transdutor, gerando sinal elétrico resultante, que é entdo processado. O
sistema de aquisi¢cdo, processamento e visualizagdo dos dados fornece informagdes sobre a
detec¢do e quantificacdo de analito na amostra.

Para detecg¢do da proteina C reativa, podem-se utilizar transdutores Opticos, os quais
funcionam por meio de medidas de absor¢do ou emissdo de luz a partir de uma reagdo
bioquimica. Neste tipo de biossensor, ondas de luz sdo guiadas por meio de fibras Opticas para
um detector adequado (ZHANG, HOSHINO, 2014). Um exemplo € a ressonancia de plasma de
superficie (SPR).

Além disso, a tecnologia de eletrodos impressos possibilita o desenvolvimento de
sensores que podem ser fabricados em larga escala e, devido ao baixo custo podem ser
descartados apos a utilizacdo. Portanto, com a utilizacdo desse dispositivo, a deteccdo do
biomarcador a ser analisado pode ser realizada posteriormente a obtencdo de pequena
quantidade de sangue do paciente. Esses eletrodos possibilitam o desenvolvimento de sensores
comerciais, a partir da fabricacdo de um sistema completo, o qual contém os eletrodos de
trabalho, auxiliar e referéncia impressos no mesmo suporte.

Os eletrodos impressos sdo dispositivos baseados em diferentes camadas de tintas de
impressao em um plastico inerte ou substrato de cerdmica em miniatura. Além disso, sdo
facilmente produzidos em massa a baixo custo, mantendo as caracteristicas que proporcionam
aos biossensores qualidade superior em comparagdo com materiais eletronicos convencionais.

Devido as areas reduzidas, os eletrodos impressos utilizam quantidades muito pequenas
de amostra para o diagnéstico e podem ser descartaveis. Além disso, os mesmos possuem
inércia quimica, rugosidade e potencial para a incorporagao de biomoléculas, mostrando-se
eficientes no desenvolvimento do imunossensor (RAMA, GONZALEZ-GARCIA, COSTA-
GARCIA, 2014).

Sabe-se da literatura que o ouro possui afinidade com os compostos que contém em sua

estrutura atomos de enxofre e/ou nitrogénio (ASHWELL et al., 2011; NAKAMURA,
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SUCHIYA, OHANA, 2014). Considerando essa afinidade, espera-se que em uma solucao
contendo anticorpos, em contato com uma superficie de ouro, ocorra a interagao anticorpo-
ouro, por meio de ligagdes covalentes, promovendo assim modificacdo na superficie
(OLIVEIRA et al., 2015). A integridade desta modificagdo ¢ um fator importante a ser
considerado e pode ser avaliada comparando a contribuicdo anddica ou catddica do eletrodo
limpo e do eletrodo modificado (FERREIRA et al., 2009). Dados da literatura confirmam que
os compostos formados por amino-tidis possuem grupos substituintes que competem pela
ligacdo com ouro (ASHWELL et al., 2011).

Um biomarcador ideal deve ser altamente sensivel, especifico, acessivel, padronizado e
de facil interpretacao, sendo utilizado na estratificacdo de risco € no monitoramento de
pacientes acometidos por patologias, tais como doencas cardiacas isquémicas, precordialgia,
suspeita de sindromes coronarianas e manifestacdes de insuficiéncia cardiaca. Os
biomarcadores podem também ser utilizados para verificar suscetibilidade a doengas e
elegibilidade para terapias especificas (RIDKER, 2003; SINGH et al., 2010).

Este trabalho apresenta um método de desenvolvimento de um imunossensor baseado
na interagdo do anticorpo anti-PCR e antigeno PCR, utilizando os eletrodos impressos de ouro
como plataforma e solugio de ferrocianeto de potassio (K4Fe(CN)s, 5 mmol.L™!) e cloreto de
potassio (KCI, 0,1 mol.L™") como indicador eletroquimico.

O objetivo desta pesquisa ¢ o desenvolvimento de um biossensor para deteccdo de
proteina C reativa, devido a associa¢do desta com doengas cardiovasculares e a importancia da
quantificagdo dessa proteina para auxilio diagnostico e utilizagao durante a evolugao clinica do
paciente. Sendo assim, esta pesquisa apresenta os testes realizados com soros de pacientes
positivos e negativos para proteina C reativa, utilizando SPR e eletrodos impressos (screen
printed), com a finalidade de desenvolver um biossensor a partir da interagdo antigeno-
anticorpo para detec¢@o e discriminacao desta molécula.

O imunossensor foi desenvolvido sobre a superficie do eletrodo de ouro e avaliado por

voltametria de pulso diferencial e ressonancia de plasma de superficie.
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4.2 Experimentos

4.2.1 Materiais

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico sem purificagdo anterior. Agua
ultra pura (Master System, Gehaka, Brasil) foi utilizada para a preparacdo de todas as solugoes.
Anti proteina C reativa (anticorpo) e proteina C reativa sintética (antigeno) foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (EUA). As solucdes de anticorpo e antigeno foram preparadas em tampao
fosfato 0,1 mol.L"! (Na2zHPO4 0,061 mol.L"!, NaH2PO4 0,039 mol.L"!, pH 7,3). O soro humano
foi obtido no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia.

Utilizou-se solucdo de acido sulfurico para remover impurezas do eletrodo (0,5 mol.L”
!, pH 0,4). A detec¢io da proteina C reativa foi realizada em solucio de ferrocianeto de potassio:
K4Fe(CN)6.3H20 (5 mmol.L") em cloreto de potassio: KCI (0,10 mol.L™"). As solugdes foram
deaeradas com nitrogénio ultra puro antes da utilizagao.

Os eletrodos de ouro para utilizagdo no SPR foram adquiridos da Metrohm Autolab
(Brasil) e os eletrodos de ouro screen printed DRP 220 AT da Drop Sens. As solugdes de

bloqueio utilizadas foram albumina sérica bovina (BSA) 0,5% e caseina 1%.

4.2.2 Equipamentos

Os testes eletroquimicos foram realizados em um potenciostato da CH Instruments,
modelo 760C. Foram utilizados eletrodos de ouro screen printed DRP 220 AT, os quais sdo
compostos por um eletrodo de trabalho feito de uma tinta de ouro com didmetro de 4 mm, um
eletrodo referéncia que contém tinta condutora de prata e um contra-eletrodo produzido a partir
de uma tinta condutora de ouro, o eletrodo foi impresso em uma superficie de cerdmica, por
meio da utilizagdo de tinta de cura de alta temperatura.

A espectroscopia de impedancia eletroquimica foi realizada em um sistema
eletroquimico Autolab (PGSTAT302N) e sofiware NOVA 1.10.

O equipamento de ressonancia de plasma de superficie modelo Springle (Autolab) foi
utilizado para desenvolver o sensor Optico para a proteina C reativa.

Avaliou-se a morfologia do eletrodo na auséncia e na presenca de biomoléculas por

microscopia de for¢a atomica (AFM) (Shimadzu SPM 9600, tapping mode).



CAPITULO 4. DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR PARA DETECCAO DE PROTEINA C REATIVA 60

4.2.3 Coleta de soro humano e quantificacio da proteina C reativa

As coletas de soro dos pacientes foram realizadas no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da
UFU, nimero do parecer 721.990.

A quantificagcdo da proteina C reativa foi realizada por teste imunoturbidimétrico para
pacientes acometidos por infarto agudo do miocardio e para pacientes sem alteragdes
relacionadas a sindrome corondria aguda, os quais apresentaram concentragdes de PCR em

torno de 5 pg.ml.

4.2.4 Imunossensor desenvolvido com a utilizacdo de eletrodos de ouro screen

printed

Realizou-se uma avaliacdo sobre a superficie do eletrodo de ouro screen-printed DRP
220 AT em solucdo de 4cido sulftirico (0,5 mol.L"!, pH 0,4) para verificar a qualidade do
eletrodo, que ¢ indispensavel para o processo de desenvolvimento de um imunossensor.
Utilizou-se a técnica de voltametria ciclica, foram aplicados 2 ciclos em uma faixa de potencial
de +0,20 V a +1,20 V com velocidade de varredura 50 mV.s™..

Utilizou-se anticorpo (anti-PCR, 4 pL, 12,5 uL.mL™") e antigeno (PCR sintética ou soro
de pacientes acometidos por infarto do miocardio, 4 pL). Os processos de imobilizagdo do
anticorpo e interagdo antigeno-anticorpo foram realizados a 26°C por 40 minutos. Utilizou-se
solugdo de albumina sérica bovina (BSA) para bloquear a superficie de ouro durante 1 hora a
12°C e as lavagens foram realizadas com tampao fosfato entre as fases de imobilizagao,
bloqueio da superficie e adi¢do do antigeno. Foram realizados testes com soros positivo e
negativo para PCR (Figura 4.1).

Para os testes de voltametria de pulso diferencial foi utilizada a solugdo de

K4Fe(CN)s.3H20 (5 mmol.L") em KCI (0,10 mol.L") como solugdo eletrolitica.
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Figura 4.1. Esquema do imunossensor desenvolvido com a utiliza¢@o de eletrodos de ouro screen printed.

4.2.5 Imunossensor desenvolvido com a utilizacdo de ressoniancia de plasma de

superficie

Para a limpeza do eletrodo de ouro utilizou-se &cido sulftirico e perdxido de hidrogénio
na propor¢ao 3:1, por ser um forte oxidante e remover de forma eficaz as impurezas presentes
na superficie do eletrodo.

Apds a insercdo do eletrodo de ouro sobre o prisma do SPR foram realizadas duas
lavagens com 200 pL de tampao fosfato. A linha de base foi realizada em tampao fosfato.
Posteriormente, foram colocados 100 pL. de anticorpo (anti-PCR), com concentracdo de 12,5
ug/mL, na superficie do eletrodo de ouro durante 40 minutos. Utilizou-se solugdo de caseina
1% para bloquear a superficie de ouro durante 1 hora e as lavagens foram realizadas com
tampao fosfato entre as fases de imobilizagao, bloqueio da superficie e adi¢ao de antigeno. Os

experimentos foram realizados em uma temperatura de 26°C (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Esquema do imunossensor desenvolvido com a utilizagdo de ressonancia de plasma de superficie.

4.2.6 Curva de calibracio

A andlise da eficiéncia dos imunossensores foi testada primeiramente com proteina C
reativa sintética, sendo que diferentes concentragdes de antigeno foram utilizadas para a
defini¢do da curva de calibracdo (6,25 pg.mL!, 12,5 ug.mL"!, 25 pg.mL!, 37, 5 pg.mL! e 50
pg.mL™1). O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados. Todos
os experimentos foram realizados em triplicatas.

Os mesmos protocolos dos itens 4.2.4 e 4.2.5 foram utilizados para a realizacdo de testes
com amostras reais (soro de pacientes acometidos por infarto do miocardio) utilizando

voltametria de pulso diferencial e ressonancia de plasma de superficie.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Caracterizacgao eletroquimica do imunossensor

Para verificar a qualidade e a viabilidade da superficie do eletrodo screen-printed DRP
220 AT e para constatar se houve modificagdo eletroquimica na presenga do anticorpo, realizou-
se teste em 4cido sulflirico (0,5 mol.L!, pH 0,4).

Os eletrodos screen-printed DRP 220 AT apresentam perfil eletroquimico semelhante,
sendo assim, as superficies dos eletrodos utilizados na confeccdo do imunossensor sio
reprodutiveis. Na presenca do anticorpo, apds lavagem, observa-se que houve mudanga no
perfil eletroquimico do 4cido sulftrico, comprovando a modificagdo.

Os materiais contendo enxofre desempenham um papel importante na estrutura de
biomoléculas e revelam boa afinidade com ouro, promovendo uma funcionalizagdo eficiente
(NAKAMURA, SUCHIYA, OHANA, 2014). Desta forma os eletrodos screen-printed tornam-
se relevantes para o desenvolvimento de imunossensores.

Para verificar a modificagdo eletroquimica do screen-printed foram realizados testes
eletroquimicos utilizando a solucdo de ferrocianeto de potassio (K4Fe(CN)s - 5 mmol.L™!) e

cloreto de potassio (KCI - 0,1 mol.L™"), mostrados na Figura 4.3.

36 4
30+
24 4
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12

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
Potencial (V) vs AgAgCI

Figura 4.3. Voltamogramas de pulso diferencial do eletrodo screen-printed limpo (A), modificado com anti-
PCR (12,5 pg.ml!) (B), utilizando o de ferrocianeto de potéssio (KsFe(CN)s, 5 mmol.L!) em cloreto de potassio
(KCl, 0,1 mol.L") como mediador eletroquimico, pH 7.4. Modulagdo de amplitude: 25mV. Intervalo de pulso:
0,2s; 20mVs™.
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Na avaliagdo do perfil eletroquimico do eletrodo screen-printed funcionalizado com o
anticorpo anti-PCR frente ao mediador ferrocianeto de potéassio, observa-se um valor de
corrente inferior em comparacao ao eletrodo screen-printed limpo.

Este resultado sugere que houve uma forca de repulsdo entre a superficie modificada do
eletrodo e a sonda utilizada, diminuindo a transferéncia eletronica e, consequentemente,
dificultando as propriedades eletronicas do eletrodo. Sabe-se que este indicador eletroquimico
apresenta caracteristicas anionicas e, portanto, sugere-se que a adsor¢ao do anticorpo tem, sobre

a superficie, um comportamento anionico.

4.3.2 Curva de calibragio eletroquimica

Na constru¢ao de imunossensores faz-se necessario o calculo do limite de deteccao
(LD), que fornece informacgdes a respeito da sensibilidade e a menor quantidade do analito
presente na amostra capaz de ser detectado. Além disso, faz-se o célculo do limite de
quantificagdo (LQ), o qual indica a menor quantidade do analito presente na amostra que pode
ser quantificado com precisdo e exatidao.

Sendo assim, construiu-se uma curva de calibragdo a partir da analise dos
voltamogramas de oxidagdo do ferrocianeto de potassio. No desenvolvimento do imunossensor,
manteve-se a concentracdo do anticorpo especifico: anti-PCR (12,5 pg.mL™') e variou-se as
concentragdes do antigeno: PCR (6,25 pg.mL!, 12,5 ng.mL"!, 25 ng.mL!, 37,5 pg.mL"! e 50

pg.mL™1), conforme pode ser observado nas Figuras 4.4 ¢ 4.5.
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Figura 4.4. Voltamogramas de pulso diferencial do eletrodo screen-printed modificado com anti-PCR (12,5

pg.mL ") incubado com concentragdes diferentes de PCR, usando o de ferrocianeto de potéssio (KsFe(CN)s, 5
mmol.L) e cloreto de potassio (KCl, 0,1 mol.L™!") como indicador eletroquimico.
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Figura 4.5. Curva de calibragio obtida a partir do sinal do ferrocianeto de potéssio ap6s interagdo antigeno-
anticorpo.

Com o aumento do material adsorvido na superficie do eletrodo screen-printed DRP

220 AT modificado como anti-PCR, ocorre um decréscimo na transferéncia eletronica para o
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eletrodo, sugerindo o deposito de material sobre a superficie a partir da interagdo antigeno-
anticorpo.

A partir da sequéncia de aminodcidos da proteina C reativa obtida no Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (Figura 4.6), realizou-se o célculo do ponto isoelétrico (pl)

teorico da PCR no Expasy Bioinformatics Resource Portal, resultando em 5.45.

10 20 30 40 50
MEKLLCFLVL TSLSHAFGQT DMSRKAFVFP KESDTSYVSL KAPLTKPLKA
60 70 8@ 90 100
FTVCLHFYTE LSSTRGYSIF SYATKRQDNE ILIFWSKDIG YSFTVGGSEI
110 120 130 140 150
LFEVPEVTVA PVHICTSWES ASGIVEFWVD GKPRVRKSLK KGYTVGAEAS
160 17e 18@ 190 200
ITLGQEQDSF GGNFEGSQSL VGDIGNVNMW DFVLSPDEIN TIYLGGPFSP
210 220

NVLNWRALKY EVQGEVFTKP QLWP

Figura 4.6. Sequéncia de aminoacidos da proteina C reativa.

Tendo em vista que valores de pH abaixo do pl resultam em carga liquida positiva e
valores de pH acima do pl resultam em carga liquida negativa, considerando-se as condigdes
dos testes realizados, com amostras de soro humano que possuem pH igual a 7,4, pode-se dizer
que a carga liquida da proteina ¢ negativa, o que faz com que haja um decréscimo na
transferéncia eletronica para o indicador redox, sugerindo que quanto maior for a concentracao
da proteina capturada sobre a plataforma eletrodo screen-printed/anti-PCR, menor serd a
transferéncia eletronica, ou seja, as respostas de corrente diminuem de forma gradativa com o
incremento na concentragao do analito alvo (PCR).

Outro fator que pode estar associado a queda na resposta de corrente em relagdo a
incrementos na concentracao do alvo (soro positivo) pode ser atribuido a uma dificuldade de
transferéncia eletronica do alvo (proteina C reativa) para o indicador redox, pois € possivel que,
apos a ligagdo do antigeno (PCR) ao imunossensor (ouro/anti-PCR), a molécula de PCR (alvo)
sofra uma alteracdo conformacional e, apds esta interagdo, ocorra uma exposi¢do da cadeia
lateral dos residuos de aminoéacidos basicos (acido aspartico e 4cido glutdmico), presentes em
sua estrutura. Como estes residuos de aminoacidos possuem carga negativa em pH 7,4, poderao

repelir o ion de ferrocianeto, reduzindo a corrente de oxidacao.
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A determinagdo do limite de detec¢do e do limite de quantificacao encontra-se descrita

a seguir:

Calculo do limite de deteccao (LD):

LD = 3 x desvio padrao do branco*
coeficiente angular da reta

* eletrodo limpo/anti-PCR/BSA

Calculo do limite de quantificagao (LQ):

LQ =10 x desvio padrao do branco
coeficiente angular da reta

A faixa linear de resposta foi 5 pg.mL™! a 50 ug.mL!, o limite de deteccdo foi 0,78
pg.mL! e o limite de quantificagdo foi 2,59 ug.mL" (r = 0,994, n = 5). Sendo assim, observa-

se que o sistema ¢ sensivel e eficiente na quantifica¢do do analito de interesse.

4.3.3 Detecciio de proteina C reativa em soro humano

4.3.3.1 Voltamograma de pulso diferencial

Para determinar a seletividade do sistema, testes utilizando fuidos biologicos foram
realizados. No soro humano existem varios componentes que podem interferir na leitura do
sinal e sensibilidade do imunossensor. A resposta do imunossenosor foi avaliada e mostrada

na Figura 4.7.
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Figura 4.7. Grafico de barras utilizando o sinal de oxidagdo a partir do ferrocianeto de potassio. Os
voltamogramas de pulso diferencial foram realizados nas seguintes condi¢des: solucdo eletrolitica de
ferrocianeto de potassio (KsFe(CN)s, 5 mmol.L") e cloreto de potéssio (KCI, 0,1 mol.L-"), Amplitude de
modulacdo: 25 mV. Pulso Intervalo: 0,2 s; 20 mV s™'.

4.3.3.2 Ressonancia de plasma de superficie

Os resultados obtidos nos testes com SPR apresentados nas Figuras 4.8 ¢ 4.9

demonstram que houve discriminag¢do angular entre os soros positivo e negativo.
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Figura 4.8. Discriminacdo angular entre os soros positivo e negativo para proteina C reativa.
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Figura 4.9. Média e desvio padrio da triplicata realizada com soro humano positivo e negativo para proteina C
reativa.

Para validar o sistema, testes em triplicatas foram realizados para cada tipo de soro:

positivo e negativo.

A média e o desvio padrdao dos valores angulares dos soros testados foram: 690,59 +

o

82,92 m° para pacientes acometidos por IAM (soro positivo para PCR) e 111,55 + 58,06 m

para pacientes sem alteracdes relacionadas a sindrome corondria (soro negativo para PCR).
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A discriminacao angular entre os soros demonstra que o sistema foi eficaz na

seletividade para PCR dentre os outros componentes do soro.

4.3.3.3 Microscopia de forca atdmica

Imagens de microscopia de forgca atomica (AFM) foram utilizadas para analise da
superficie do eletrodo de ouro sem biomolécula, apds imobilizacdo do anticorpo e apds

incubacdo do alvo complementar (PCR) (Figura 4.10).

0.00

Figura 4.10. Microscopia de forma atdmica. A: Eletrodo de ouro sem biomolécula; B: Eletrodo de ouro com

anti-PCR; C: Sonda com soro humano negativo; D: Sonda com soro humano positivo.

Os valores obtidos na AFM foram: 270 + 3,55 nm (rugosidade do eletrodo de ouro), 287
+ 1,11 nm (rugosidade do eletrodo de ouro com imobilizacdo da anti-PCR), 273,51 + 0,44 nm
(rugosidade do sensor com soro humano negativo), 51,98 £ 0,31 nm (rugosidade do sensor com

soro humano positivo).
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Como mostrado na Figura 4.8, o eletrodo de ouro ap6s imobilizacdo do anticorpo
(Figura 4.8B) possui maior rugosidade que o eletrodo de ouro sem biomoléculas (Figura 4.8A),
indicando que o anticorpo foi incorporado com eficacia na superficie do eletrodo. J4 a superficie
com incubacdo do soro negativo (Figura 4.8C) apresenta aumento da rugosidade quando
comparada a figura 4.8A, pois no soro negativo ha pequena quantidade de PCR. As alteragdes
na superficie com incubagdo do alvo complementar (antigeno - soro humano positivo) (Figura
4.8D) demonstram que houve reducdo da rugosidade em relacdo a figura 4.8B devido a
interagdo do anticorpo e da proteina C reativa, pois a PCR € uma proteina globular pentamérica

com 25106 Da, dessa forma a superficie torna-se mais homogénea.

4.3.3.4 Impedancia

A ligagdo do anticorpo/antigeno pode ser detectada por espectroscopia de impedancia
eletroquimica. As Figuras 4.11 e 4.12 apresentam diagramas de Nyquist, os quais representam
as respostas de impedancia do eletrodo de ouro screen printed descoberto e dos eletrodos de

ouro/anti-PCR na auséncia ou na presenca do soro negativo e positivo.
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Figura 4.11. Diagrama de Nyquist para a espectroscopia de impedancia eletroquimica em 5 mmol-L-!
K;3Fe(CN)¢/K4Fe(CN)s contendo 0,1 mol-L~! de solugdo de KCI. Os testes foram realizados para um eletrodo de
ouro screen printed descoberto e para um eletrodo de ouro screen printed/anti-PCR. Eap =+ 0,12 V; amplitude

=10 mV; faixa de frequéncia = 100 kHz a 10 Hz.
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Figura 4.12. Diagrama de Nyquist para espectroscopia de impedancia eletroquimica em 5 mmol-L"!
K;3Fe(CN)¢/K4Fe(CN)g contendo 0,1 mol-L! de KCI. Os testes foram realizados para um eletrodo de ouro/ anti-
PCR/soro negativo e ouro/anti-PCR/soro positivo. Eap =+ 0,12 V; amplitude = 10 mV; faixa de frequéncia =
100 kHz a 10 Hz.

A Figura 4.13 apresenta o circuito equivalente obtido.

A\ B
@/\/\/©—@w©—

Ret

Figura 4.13. Circuito elétrico equivalente. R;: resisténcia da solugdo; Re: resisténcia a transferéncia de
carga; CPE: elemento de fase constante; W: impedancia Warburg.

A Tabela 4.1 representa os valores da montagem dos elementos do circuito equivalente,
onde Q ¢ a capacitancia, o simbolo n representa o deslocamento do angulo de fase, W ¢ a
impedancia Warburg e Rct ¢ a resisténcia a transferéncia de carga. Os valores de qui-quadrado
(*) de Kronig- Kramers sdo da ordem de 10~ °a 10~ ¢, indicando um bom ajuste do circuito

equivalente apresentado e comprovam a credibilidade dos resultados indicados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Valores dos elementos do circuito equivalente.

Eletrodo de ouro Eletrodo de ouro/anti- our(gall‘:lttl;(-)l(’locgisom our(gall‘:lttl;(-)l(’locgisom
descoberto PCR . o
negativo positivo
Rs (Q) 27,4650 29,7170 30,2760 30,4632
0O (uF) 2,3509 1,6894 1,8905 1,83160
n 0,9985 0,9992 0,9987 0,9981
Re, (2) 60,5170 107,650 5844,60 10809,0
W (mMho) 4,93 4,70 0,897 0,521
22 (L) 7,1664 x 10 1,5413 x 1073 2,1896 x 1073 4,0433 x 107

O eletrodo de ouro/anti-PCR (107,650 Q), em comparagdo com o eletrodo de ouro
descoberto (60,517 Q2), demonstra um aumento da resisténcia a transferéncia de carga (Rct). A
presenga de anticorpo dificulta a Rt de reagdes do par redox ferricianeto/ferrocianeto de
potéssio na superficie do eletrodo.

Os testes com o eletrodo de ouro/anti-PCR na presenga dos soros negativo e positivo
demonstraram que o soro positivo (10.809,0 Q) aumenta a Ret em comparagdo com o soro
negativo (5.844,6 Q).

A intera¢do especifica entre o anticorpo (anti-PCR) e o antigeno (soro positivo)
proporcionou um aumento da Ret, visto que a reacdo entre anticorpo e antigeno resulta na

formag¢ao de um produto menos soluvel.

4.4 Conclusao

Tendo em vista a importancia de diagndstico precoce da sindrome coronaria aguda,
observa-se a importancia do desenvolvimento e validacao de imunossensores para detec¢ao de
marcadores de lesdo miocardica, além da importancia da detec¢do de proteinas de fase aguda,
liberada em processos inflamatdrios e associadas a eventos cardiovasculares, de acordo com o
crescente aumento de suas concentragdes.

Os imunossensores desenvolvidos para detec¢dao de proteina C reativa com utilizagao
de voltametria de pulso diferencial e ressonancia de plasma de superficie demonstraram eficcia
e potencial utilizagdo como auxilio diagndstico e monitoramento da evolugdo de situagdes
clinicas associadas a cardiopatias.

Portanto, a implementacdo de biossensores como auxilio diagnostico da sindrome
coronariana possibilita a realizacdo de diagndsticos mais rapidos, decisdo precoce do

tratamento necessario e possivel encaminhamento para revascularizagdo miocardica,
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acompanhamento da evolugdo clinica a partir de biomarcadores e melhor prognostico dos

pacientes.
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CAPITULO S

S5 DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR PARA

DETECCAO DE TROPONINA T

5.1 Introducao

Esse capitulo apresenta o desenvolvimento de um imunossensor baseado na interagao
do anticorpo anti-troponina T e antigeno troponina T, a partir da utilizacdo de eletrodos
impressos de grafite como plataforma e solugdo de ferrocianeto de potassio (KsFe(CN)s, 5
mmol.L ) e cloreto de potassio (KCl, 0,1 mol.L'") como mediador eletroquimico.

O objetivo dessa pesquisa consiste no desenvolvimento de um biossensor para detec¢ao
de troponina T, devido a sua importancia como marcador molecular de lesdo miocardica. Sendo
assim, serdo apresentados os testes realizados com soros de pacientes positivos e negativos para
troponina T, com a finalidade de desenvolver um imunossensor a partir da interagcdo antigeno-
anticorpo para detec¢@o e discriminacao desta molécula.

O imunossensor foi desenvolvido sobre a superficie do eletrodo de grafite e avaliado

por voltametria de pulso diferencial.
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5.2 Experimentos

5.2.1 Materiais

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico sem purificagdo anterior. Agua
ultra pura (Master System, Gehaka, Brasil) foi utilizada para a preparacdo de todas as solugoes.
Anti troponina T (anticorpo) foi adquirida da Sigma-Aldrich (EUA). As solug¢des de anticorpo
e antigeno foram preparadas em tampio fosfato 0,1 mol.L-! (NazHPO4 0,061 mol.L"!, NaH2PO4
0,039 mol.L"!, pH 7,3). O soro humano foi obtido no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia.

A deteccdo da troponina T foi realizada em ferrocianeto de potassio: KaFe(CN)s.3H20
(5 mmol.L") em cloreto de potassio: KC1 (0,10 mol.L™1).

Os eletrodos de grafite screen printed DS110 foram adquiridos da Drop Sens. A solugao

de bloqueio utilizada foi a albumina sérica bovina (BSA) 0,5%.

5.2.2 Equipamentos

Os testes eletroquimicos foram realizados em um potenciostato da CH Instruments,
modelo 760C. Foram utilizados eletrodos de grafite screen printed DRP-110 (Drop Sens), os
quais sdo compostos por um eletrodo de trabalho feito de uma tinta de grafite com didmetro de
4 mm, um eletrodo referéncia que contém tinta condutora de prata e o contra-eletrodo produzido
a partir de uma tinta de grafite, o eletrodo foi impresso em uma superficie de ceramica.

Avaliou-se a morfologia do eletrodo na auséncia ou na presenca de biomoléculas por

microscopia de forca atomica (AFM) (Shimadzu SPM 9600, tapping mode).

5.2.3 Coleta de soro humano e quantificacdo da troponina T

As coletas de soro dos pacientes foram realizadas no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da
UFU, ntimero do parecer 721.990.

A quantificagdo da troponina T foi realizada por eletroquimioluminescéncia para

pacientes acometidos por infarto do miocardio e para pacientes sem alteragdes relacionadas a
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sindrome coronaria aguda, os quais apresentaram concentragdes de troponina abaixo de 0,014

ng.ml.

5.2.4 Imunossensor desenvolvido com a utilizacio de eletrodos de grafite screen

printed

Realizou-se uma avaliacdo sobre a superficie do eletrodo de grafite screen-printed
DS110 em solugdo de 4cido sulftrico (0,5 mol.L™!, pH 0,4) para verificar a qualidade do
eletrodo, que ¢ indispensavel para o processo de desenvolvimento de um imunossensor.
Utilizou-se a técnica de voltametria ciclica, foram aplicados 2 ciclos numa faixa de potencial
de +0,20 V a +1,20 V com velocidade de varredura 50 mV.s™.

Utilizou-se anticorpo (anti-troponina T, 4 puL, 10 ng.mL™") e antigeno (soro de pacientes
acometidos por infarto do miocardio, 4 pL). Os processos de imobilizacdo do anticorpo e
interacdo antigeno-anticorpo foram realizados a 26°C por 30 minutos. Utilizou-se solugdo de
albumina sérica bovina (BSA) para bloquear a superficie durante 30 minutos a 12°C e as
lavagens foram realizadas com tampao fosfato entre as fases de imobilizagdo, bloqueio da
superficie e adi¢ao do antigeno. Foram realizados testes com soros positivo e negativo para
troponina T (Figura 5.1).

Para os testes de voltametria de pulso diferencial foi utilizada a solu¢ao de
K4Fe(CN)6.3H20 (5 mmol.L'") em KCI (0,10 mol.L ™) como solugio eletrolitica.

A partir da sequéncia de aminoécidos da troponina T obtida no Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) (Figura 5.2), realizou-se o célculo do ponto isoelétrico (pl) tedrico da

troponina T no Expasy Bioinformatics Resource Portal, resultando em 4,94.
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Corrente
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Troponina T

" Anti-troponina T @ BsaA ;%%

Figura 5.1. Esquema do imunossensor desenvolvido com a utilizag@o de eletrodos de grafite screen printed

10 20 30 40 50
MSDIEEVVEE YEEEEQEEAA VEEEEDWRED EDEQEEAAEE DAEAEAETEE
60 70 80 90 100
TRAEEDEEEE EAKEAEDGPM EESKPKPRSF MPNLVPPKIP DGERVDFDDI
110 120 130 140 150
HRKRMEKDLN ELQALIEAHF ENRKKEEEEL VSLKDRIERR RAERAEQQRI
160 170 180 190 200
RNEREKERQN RLAEERARRE EEENRRKAED EARKKKALSN MMHFGGYIQK
210 220 230 240 250
QAQTERKSGK RQTEREKKKK ILAERRKVLA IDHLNEDQLR EKAKELWQSI
260 270 280 290
YNLEAEKFDL QEKFKQQKYE INVLRNRIND NQKVSKTRGK AKVTGRWK

Figura 5.2. Sequéncia de aminoacidos da troponina T.

5.2.5 Curva de calibracao

A andlise da eficiéncia dos imunossensores foi testada com soro humano, sendo que
diferentes concentragdes de antigeno foram utilizadas para a defini¢do da curva de calibragao
(I ngmL", 2 ngmL"!, 3 ngmL", 4 ngmL"'e 5 ng.mL"). O limite de detec¢do (LD) e o limite

de quantificacdo (LQ) foram calculados. Os experimentos foram realizados em triplicatas.
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Curva de calibracio eletroquimica

Construiu-se uma curva de calibracao a partir da analise dos voltamogramas de oxidacao
do ferrocianeto de potassio. Para o desenvolvimento do imunossensor, manteve-se a
concentracio do anticorpo especifico: anti-troponina T (10 ng.mL') e variou-se as

concentragdes do antigeno: troponina T (1 ng.mL"!, 2 ng.mL"!, 3 ngmL"!, 4 ng.mL"'e 5 ng.mL

1, conforme pode-se observar nas Figuras 5.3 e 5.4.

54

Corrente (uA)

-0.1 ' 0.0 ' 011 ' 0i2 ' 013 ' 014 ' 015
Potencial (V) vs Ag/AgCI

Figura 5.3. Voltamogramas de pulso diferencial do eletrodo screen-printed modificado com anti-troponina T
(10 ng.mL™") incubado com concentragdes diferentes de troponina T, usando o ferrocianeto de potassio
(K4Fe(CN)s, 5 mmol.L) e cloreto de potéassio (KCI, 0,1 mol.L-") como indicador eletroquimico.
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15
t+t 2 3 4 5

[Troponina T] ng.mL'1

Figura 5.4. Curva de calibraggo obtida a partir do sinal do ferrocianeto de potassio apés interagdo antigeno-
anticorpo.

Observou-se um aumento de resposta de corrente com o incremento na concentragdo do
alvo (soro positivo). Esse aumento de resposta pode ser atribuido a um favorecimento de
transferéncia eletronica do alvo (troponina T) para o indicador redox, pois € possivel que, apos
a liga¢do do antigeno (troponina T) ao imunossensor (eletrodo screen-printed/anti-troponina
T), a molécula de troponina T (alvo) sofra uma alteracdo conformacional e, apds esta interacao,
ocorra uma exposicao da cadeia lateral dos residuos de aminoécidos bésicos (lisina, arginina e
histidina) presentes em sua estrutura. Como estes residuos de aminoacidos possuem carga
positiva em pH 7,4, ocorre uma aproximacio do indicador (ferrocianeto/[Fe(CN)6]*") para a
superficie do transdutor, aumentando a corrente de oxidagao.

O imunossensor apresentou boa sensibilidade, limite de deteccdo e limite de

quantificagdo, indicados a seguir:

Calculo do limite de deteccao (LD):

LD = 3 x desvio padrao do branco*
coeficiente angular da reta

* eletrodo limpo/anti-troponina T/BSA

Célculo do limite de quantificac¢ao (LQ):

LQ =10 x desvio padrao do branco
coeficiente angular da reta
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Os limites de detec¢do e quantificagio foram 0,0117 ng.mL' e 0,0389 ng.mL"',
respectivamente, para uma faixa linear de resposta foi 0,01 ng.mL™" a 5 ng.mL™"! (r = 0.993,
n=5). A sensibilidade apresentada foi 0,6 nA/ng.mL"'. Sendo assim, observa-se que o sistema

¢ sensivel e eficiente na quantificacdo do analito de interesse.

5.3.2 Deteccao de troponina T em soro humano

5.3.2.1 Voltamograma de pulso diferencial

Para determinar a seletividade do sistema, testes usando fuidos biologicos foram
realizados. No soro humano existem componentes que podem interferir na leitura do sinal e
sensibilidade do imunossensor. A resposta do imunossensor foi avaliada e mostrada na Figura

5.5.
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Figura 5.5. Grafico de barras utilizando o sinal de oxidagdo a partir do ferrocianeto de potassio. Os
voltamogramas de pulso diferencial foram realizados nas seguintes condi¢des: solugdo eletrolitica de
ferrocianeto de potassio (K4sFe(CN)s, 5 mmol.L") e cloreto de potéassio (KCI, 0,1 mol.L-"), Amplitude de

modulagio: 25 mV. Pulso Intervalo: 0,2 s; 20 mV s\,



CAPITULO 5. DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSOR PARA DETECCAO DE TROPONINA T 82

5.3.2.2 Microscopia de forca atomica

Imagens de microscopia de forga atomica (AFM) foram utilizadas para analise da
superficie do eletrodo de grafite sem biomolécula, apds imobilizagdo do anticorpo e apos

incubacgdo do alvo complementar (troponina T) (Figura 5.6).

0.00

0.00

Figura 5.6. Microscopia de forma atomica. A: Eletrodo de grafite sem biomolécula; B: Eletrodo de grafite com

anti-troponina T; C: Sonda com soro humano negativo; D: Sonda com soro humano positivo.

Os valores de rugosidade obtidos foram: 71,513 = 0,129 nm (eletrodo de grafite), 91,839
+ 0,282 nm (eletrodo de grafite/anti-troponina T), 126,871 + 0,365 nm (grafite/anti-
troponinaT/soro negativo), 64,333 + 0,295 nm (grafite/anti-troponinaT/soro positivo).

Como mostrado na Figura 5.5, o eletrodo de grafite, ap6s imobilizagdo do anticorpo,
(Figura 5.5B) possui maior rugosidade que o eletrodo de grafite sem biomolécula sonda (Figura

5.5A) indicando que o anticorpo foi incorporado sobre a superficie do eletrodo.
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A topografia da superficie do eletrodo de grafite/anti-troponina T ¢ comparavel a
superficie grafite/anti-troponinaT/soro negativo e diferencia-se consideravelmente da
superficie grafite/anti-troponinaT/soro positivo, indicando que o sensor discrimina soro
positivo e negativo, em concordancia com os estudos eletroquimicos (Figura 5.4).

O imunossensor/soro negativo (Figura 5.5C) apresenta aumento da rugosidade quando
comparada ao eletrodo de grafite descoberto (5.5A) e imunossensor (5.5B), pois no soro
negativo ha pequena quantidade de troponina T. As alteracdes na superficie com incubacao do
alvo complementar (antigeno - soro humano positivo) (Figura 5.5D) demonstram que houve
reducdo da rugosidade em relagdo a Figura 5.5C, devido a intera¢ao do anticorpo e do antigeno
(soro de paciente acometido por infarto do miocardio), pois a troponina T ¢ uma proteina
globular de alto peso molecular, 70.000 Da, podendo cobrir os vales da superficie, conferindo

um aspecto mais homogéneo a esta superficie.

5.4 Conclusao

O desenvolvimento do biossensor para detec¢do de troponina T para aplicagdo clinica
contribui para o avancgo cientifico e tecnologico na area de cardiologia, com destaque para a
possibilidade de obtencao de novo dispositivo para auxilio diagndstico.

O imunossensor desenvolvido para detec¢do de troponina T, com utilizagio do eletrodo
screen printed de grafite e detec¢do dos picos de oxidagdo por meio de voltametria de pulso
diferencial, demonstrou eficacia e potencial utilizacdo como auxilio diagnostico do infarto do
miocérdio.

A partir da microscopia de for¢ca atomica, foi possivel observar a modificagdo da
morfologia da superficie dos eletrodos e dos valores de rugosidade, sendo possivel distinguir
os soros de pacientes positivos e negativos.

Biossensores, para detec¢ao de interacdes moleculares, possibilitam a quantificagdo de
biomoléculas em tempo real, de forma especifica e seletiva. Sendo assim, o desenvolvimento e
utilizagdo de biossensores apresentam importantes avangos cientificos e tecnoldgicos, os quais
incluem realizagao de diagnodsticos mais rapidos e melhor progndstico dos pacientes acometidos

por infarto do miocéardio.
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CAPITULO 6

6 DESENVOLVIMENTO DE UM SOFTWARE PARA

DIGITALIZACAO ELETROCARDIOGRAFICA

6.1 Introducao

O eletrocardiograma (ECG) ¢ um dos exames complementares de maior capacidade
informativa, utilizado no diagnostico, na avaliagdo e no planejamento teraputico de
praticamente todas as doengas cardiovasculares (BRAUNWALD, ZIPES, LIBBY, 2003;
CLIFFORD, 2006; RAWLINGS, 1991). Juntamente ao exame clinico, ¢ extremamente Util para
detectar cardiopatias (CLEMMENSEN et al., 1991). Na maioria dos casos de infarto agudo do
miocardio, por exemplo, ainda que a analise clinica, a partir da detec¢ao de precordialgia, e os
exames laboratoriais sejam suficientes para suspeitar ou permitir o diagnostico, este pode ser
confirmado pelo ECG que, além disso, fornece importantes informagdes quanto a localizagao
e evolugdo do processo isquémico (BRAUNWALD, ZIPES, LIBBY, 2003).

Tendo em vista a ampla utilizagdo e importancia deste exame na pratica clinica, observa-
se a importancia da realizacao de andlises eletrocardiograficas quantitativas, desenvolvimento
de escores clinicos com base nas caracteristicas das ondas, segmentos e intervalos do sinal
eletrocardiografico, além da modelagem e processamento dos dados, para que exista uma
analise mais satisfatoria, diagndstico preciso e melhor progndstico das patologias.

Visto que na maioria dos hospitais, clinicas de cardiologia e unidades de dor toracica
vinculados ao Sistema Unico de Satde (SUS), o registro eletrocardiografico é realizado com

eletrocardidgrafos analdgicos e obtengdo de registros impressos, observou-se a necessidade da
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obten¢ao de um método para a digitalizagdo destes exames, tornando possivel o processamento
e analise dos sinais digitalizados.

Diversas bases de dados utilizadas em pesquisas, principalmente em estudos
retrospectivos, sdo constituidas de eletrocardiogramas impressos. Esses exames ocupam grande
espaco fisico, estao sujeitos a danos, como a perda do sinal eletrocardiografico impresso e nao
podem ser analisados e processados. Portanto, uma forma de minimizar este problema ¢
converter os eletrocardiogramas impressos em sinais eletrocardiograficos digitais, assim ¢
possivel armazené-los de forma eficaz e realizar o processamento e a andlise dos sinais
(BADILINI et al., 2005).

Considerando o alto custo para aquisigdo de métodos de digitalizacdo de
eletrocardiogramas impressos ja existentes (MITRA, MITRA, CHAUDHURI, 2004;
BADILINI et al., 2005) e utilizados por hospitais e grupos de pesquisas, detectou-se a
importancia do desenvolvimento de um software com esta finalidade.

Portanto, este capitulo apresenta o desenvolvimento e as aplicagdes clinicas do
ECGLab, um software que foi desenvolvido para conversdo de eletrocardiogramas impressos
em ECGs digitais, devido a importancia de pesquisas clinicas e de processamento dos sinais
biomédicos (DEURSEN et al., 2014; GREGG et al., 2012; INFUSINO et al., 2014; MITRA,
MITRA, CHAUDHURI, 2004). A avaliacao clinica da ferramenta implementada foi realizada

com base na duracdo da onda P, duracao do intervalo QRS e duracao da onda T.

6.2 Materiais e Métodos

O programa ECGLab foi desenvolvido com as ferramentas de interfaces do Matlab,
versao 7.8.0.347 (R2009a).

A coleta de dados foi realizada no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU). A pesquisa foi previamente aprovada pelo Comité de Etica da UFU, niimero
do parecer 474.928. Apds a coleta dos registros eletrocardiograficos, os exames foram
escaneados por meio do Scanner HP Photosmart. A partir das imagens dos exames, em formato
.png, realizou-se a digitalizacdo dos mesmos.

Os eletrocardiogramas impressos devem ser primeiramente convertidos em imagens
digitais, para a posterior manipulacdo no programa desenvolvido. A interface pode ser

visualizada na Figura 6.1.
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Figura 6.1. Interface do usuario desenvolvida para a digilitazagdo de sinais eletrocardiograficos.

Para acessar o exame desejado, € necessario primeiramente clicar em “file”, logo apos
em “open” e selecionar a pasta onde estdo armazenados os ECGs.

O eletrocardiograma contém 12 derivagdes (6 periféricas e 6 precordiais).

As derivagdes periféricas registram a diferenca de potencial entre os membros
(bipolares) ou entre certas partes do corpo e o coragdo (unipolares). Coloca-se um eletrodo em
cada brago (direito e esquerdo) e um na perna esquerda, formando o tridngulo de Einthoven
(PASTORE, GRUPI, MOFFA, 2006; RAWLINGS, 1991).

Derivagdes bipolares: DI (registra a diferenca de potencial entre o braco esquerdo e
brago direito, ¢ obtida colocando-se o eletrodo (+) no brago esquerdo e o eletrodo (-) no braco
direito), DII (registra a diferenca de potencial entre a perna esquerda e o brago direito, o eletrodo
(+) € colocado na perna esquerda e o (-) no brago direito) e DIII (registra a diferenga de potencial
entre a perna esquerda e o braco esquerdo, o eletrodo (+) € conectado a perna esquerda e o (-)
ao brago esquerdo) (RAWLINGS, 1991).

Derivagdes unipolares (dos membros): derivagcdes aVR, aVL e aVF, os eletrodos

negativos se dirigem para um fio comum (referéncia), localizado no pé direito; aVR (brago
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direito positivo), aVL (brago esquerdo positivo) e aVF (pé esquerdo positivo)
(CLEMMENSEN, 1991).

Derivagdes precordiais ou toracicas (plano horizontal): sdo as derivagdes V1, V2, V3,
V4, V5 e V6. V1 (eletrodo localizado no 4° espago intercostal (EIC) a direita do esterno), V2
(4* EIC a esquerda do esterno), V3 (entre V2 ¢ V4), V4 (5° EIC, na linha hemiclavicular), V5
(5° EIC, na linha axilar anterior), V6 (5° EIC, linha axilar média). Medem a diferenca de
potencial entre o torax e o nodo atrio-ventricular (GUYTON, HALL, 2011).

Considera-se positivo o eletrodo colocado nas seis posicdes diferentes sobre o torax,
sendo o polo negativo situado no dorso do individuo (PASTORE, GRUPI, MOFFA, 2006).

Cada derivacao deve ser digitalizada separadamente, sendo assim, a derivacao
selecionada podera ser visualizada, para a posterior digitalizacao.

Posteriormente, a op¢do “show detected waveform on the ECG image” deve ser
marcada. Sendo assim, a forma de onda podera ser visualizada. As op¢des “threshold for
background removal” e “signal smooth” devem ser ajustadas de acordo com o sinal original.

Apbs o término do processo de digitalizagdo, seleciona-se a op¢do “save digitized
ECG”. O sinal eletrocardiografico podera ser salvo em arquivo .txt e .mat. Assim, ¢ possivel
fazer o processamento e analise dos sinais.

Realizou-se a coleta de dados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia.

As impressdes de papel foram selecionadas de forma randomica. Apds a coleta dos
registros eletrocardiograficos dos pacientes, os exames foram escaneados por meio do Scanner
HP Photosmart C4780. A Figura 6.2 demonstra uma derivagao eletrocardiografica escaneada.

A partir das imagens dos exames, em formato .png, realizou-se a digitalizacdo dos

mesSmos.

B ISR BEE INEE (AEE ENED 6Y

Figura 6.2. Exemplo de uma derivagdo escaneada.
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6.3 Resultados

A obtencao das doze derivacdes escaneadas de cada paciente possibilitou a realizacao
da digitalizacao de cada uma delas.
A Figura 6.3 demonstra a interface do usudrio de um exemplo de uma derivagado, neste

caso a derivagdo D1, a qual passou pelo processo de digitalizagdo.

File

8 %W

Original ECG image [¥] Show detected waveform on the ECG image

Y +

J t\ | \ & 4\_

L | e i B e £ 52 o et |
ECG image with background removed Threshold for background removal 4 v| D59
Estimated ECG waveform Signal smooth 4| [ L
— Digitizing parameter:
Mirimum amplitude Maximum amplitucs Lower time linit () Upiper time limit () Sampling frecuency (Hz)
Save digitized ECG
-5 5 o 10 1000

Figura 6.3. Digitalizagdo de uma derivagio eletrocardiografica impressa.

Este processo ¢ realizado para cada derivacdo (periféricas e precordiais) de todos os
pacientes incluidos no estudo.

A Figura 6.4 consiste em um sinal digitalizado.

Figura 6.4. Sinal eletrocardiografico digitalizado (Matlab).
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6.4 Software ECGLab

O desenvolvimento do método de digitalizagdo de eletrocardiogramas impressos,
ECGLab, teve como objetivo a obtencdo de sinais digitais, para posterior realizacdo de
correlagdes para a avalia¢do dos sinais digitalizados, comparados aos ECGs impressos.

A validagdo inclui principalmente a comparacao entre as medidas do ECG, incluindo
duracdes e amplitudes de ondas, segmentos e intervalos a partir do tragado impresso e aquela
obtida com o ECG digitalizado.

Apesar da obten¢do de ECGs impressos ser vista atualmente por muitos pesquisadores
como uma técnica obsoleta, devido a ampla comercializacdo de eletrocardiografos digitais,
destaca-se a relevancia de inimeros ECGs clinicamente importantes armazenados em registros
de papel e a necessidade de ferramentas confiaveis para digitalizar estes tracados para
armazenamento em bases de dados digitais. Além disso, verifica-se ampla utilizacdo de tracados
impressos em hospitais e clinicas.

Foram selecionadas 12 derivacdes eletrocardiograficas. Comparou-se as medidas dos
valores manuais obtidos da duragdo da onda P, duragdo do intervalo QRS ¢ duragdo da onda T
a partir dos eletrocardiogramas impressos e os valores obtidos do sinal digital.

Posteriormente, realizou-se a comparacao entre 70 medidas manuais e aquelas obtidas
no software ECGLab, para duracdo e amplitude das ondas P, QRS, T e duragdo do intervalo

PR.

6.5 Processamento de imagens

Os passos do processamento de imagens para a extracdo da forma de onda do
eletrocardiograma foram: 1. A imagem ¢ convertida para tons de cinza; 2. O fundo da imagem
¢ removido por meio de limiarizacdo; 3. A forma de onda ¢ obtida por meio da conversdao de
valores de pixels em amplitude de escala arbitraria; 4. Interpolacdo ¢ aplicada ao sinal obtido a
fim de assegurar que nao existem falhas no sinal obtido; 5. o sinal ¢ normalizado e amostrado

de acordo com parametros pré-estabelecidos pelo usuario.
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6.6 Resultados

6.6.1 Realizacao das medidas manuais e automaticas

A Tabela 6.1 apresenta as medidas manuais, além das medidas obtidas a partir do

software referentes a dura¢ao da onda P.

Tabela 6.1. Medidas das dura¢ées da onda P.

Duracio da onda P

Manual Software
Derivacao
Medida (mm)  Duracdo (s) Duracdo (s)
D1 2,7 0,108 0,109
D2 2,4 0,096 0,098
D3 2,6 0,104 0,106
aVR 2,5 0,100 0,101
aVL 2,6 0,104 0,103
aVF 2,6 0,104 0,104
Vi 2,6 0,104 0,105
V2 2,7 0,108 0,107
V3 2,6 0,104 0,106
V4 2,6 0,104 0,104
V5 2,6 0,104 0,103
V6 2,7 0,108 0,105

Primeiramente, foi realizada a medida manual da duracdo da onda P nos
eletrocardiogramas impressos, em milimetros, sendo que cada segundo corresponde a 25 mm
(1s =25 mm). Posteriormente, foi realizada a digitalizacdo do sinal e a obten¢do da duragdo da
onda P a partir do software.

Os mesmos passos foram realizados para as medidas de duracdo referentes ao intervalo

QRS e a onda T, como representado nas Tabelas 6.2 e 6.3.

Tabela 6.2. Medidas das duragdes do intervalo QRS.

Duracgao do intervalo QRS

Manual Software
Derivacio -
Medida (mm) Duragdo (s)  Duragéo (s)
D1 1,4 0,056 0,060
D2 1,9 0,076 0,077

D3 1,7 0,068 0,069
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aVR 1,4 0,056 0,059
aVL 1,6 0,064 0,067
aVF 1,7 0,068 0,068
Vi 1,9 0,076 0,078
V2 1,95 0,078 0,080
V3 1,85 0,074 0,076
V4 1,9 0,076 0,077
V5 1,75 0,070 0,071
Vo6 1,4 0,056 0,067

Tabela 6.3. Medidas das duragdes da onda T.

Duracio daonda T

Manual Software
Derivacao
Medida (mm) Duracdo (s) Duragao (s)

D1 4,1 0,164 0,170
D2 4.4 0,176 0,180
D3 4,3 0,172 0,172
aVR 4,2 0,168 0,171
aVL 4,5 0,180 0,181
aVF 4.8 0,192 0,194
Vi 4,7 0,188 0,190
V2 4,6 0,184 0,182
V3 4,9 0,196 0,196
V4 4,5 0,180 0,182
V5 4,5 0,180 0,180
V6 43 0,172 0,174

Para a comparagdo entre as médias, realizou-se o teste t para média de uma amostra,
utilizando o software Statistica. Apos a obtengao das medidas manuais das duragdes das ondas,
estas foram comparadas com os valores referentes ao software desenvolvido, ECGLab.

Considerou-se a hipdtese nula como Ho: p = gy, ou seja, que as médias das medidas
manuais seriam iguais as médias das medidas do software. Ja a hipotese alternativa foi

considerada como Hi: p # iy, ou seja, as médias seriam diferentes.
Equacao para o calculo do t-valor:

_ X—Ug

= S/—\/ﬁ (6.1)
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Onde:

X = média obtida através das medidas realizadas
Uo = média da literatura

S = desvio padrao amostral

n = tamanho da amostra

A Tabela 6.4 apresenta o teste t realizado para as medidas referentes a duragao da onda
P, a Tabela 6.5 representa o teste t das medidas de duragdo do intervalo QRS e a Tabela 6.6
contém os dados do teste t da duracdo da onda T. Nessas tabelas, a representacdo grupo I ¢é

referente as medidas manuais e grupo 2 as medi¢des do software.

Tabela 6.4. Test t para duracdo da onda P.

Média Média Desvio Desvio
p-valor padrio padrio
Grupol Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
0,104 0,104 0,847 0,003 0,002

Tabela 6.5. Test t para duracdo do intervalo QRS.

Média Média p-valor II))ae;:;(:) ;I))ae(;l“’fll(())
Grupol Grupo 2 Grupol  Grupo 2
0068 0070 0422 0,008 0006

Tabela 6.6. Test t para duracao da onda T.

‘1. - Desvio Desvio
GR::d:)al Gl\;lsd:)az p-valor padrio padrio

P P Grupo 1 Grupo 2
0,179 0,181 0,660 0,009 0,008

A partir da andlise estatistica das tabelas 6.4, 6.5 e 6.6, aceita-se a hipotese nula (Ho), que
as médias das medidas manual e do soffiware ECGLab ndo possuem diferenca estatistica, com

p-valor maior que 0,05 (p > 0,05).
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6.6.2 Validacao do software

A validacdo do software ECGLab foi realizada a partir da realizagdo das medidas
manuais e da obtencdo dos valores gerados pelo sofiware. Foram realizadas as medidas das
derivagdes D2 de 10 eletrocardiogramas de pacientes com diagndstico de ECG normal,
totalizando 70 afericdes manuais das seguintes medidas dos tracados eletrocardiograficos
impressos: duracao e amplitude da onda P, duracao do intervalo PR, duracao do complexo QRS,
amplitude da onda R, duracdo e amplitude da onda T. Posteriormente, esses valores foram

comparados aos obtidos dos sinais digitalizados (Tabelas 6.7 a 6.13).

Tabela 6.7. Duracdo da onda P referente a derivagdo D2 para 10 pacientes.

Duracio da onda P

Manual Software

Pacientes - Derivagio D2 -
Medida (mm)  Duragdo (s)  Duragao (s)

Paciente 1 2.4 0,096 0,098
Paciente 2 2,5 0,100 0,119
Paciente 3 33 0,132 0,134
Paciente 4 2,52 0,101 0,102
Paciente 5 3,0 0,120 0,120
Paciente 6 2,6 0,104 0,100
Paciente 7 2,7 0,108 0,107
Paciente 8 2.4 0,096 0,098
Paciente 9 2,5 0,100 0,101
Paciente 10 2,8 0,112 0,115

Tabela 6.8. Amplitude da onda P referente a derivagdo D2 para 10 pacientes.

Amplitude da onda P

Manual Software

Pacientes - Derivacio D2 Medida Amplitude Amplitude
(mm) (mV) (mV)
Paciente 1 1,4 0,14 0,137
Paciente 2 2,0 0,20 0,200
Paciente 3 1,1 0,11 0,100
Paciente 4 1,3 0,13 0,127
Paciente 5 2,0 0,20 0,212
Paciente 6 1,9 0,19 0,199
Paciente 7 1,1 0,11 0,108
Paciente 8 1,4 0,14 0,146
Paciente 9 2,4 0,24 0,244

Paciente 10 1,2 0,12 0,118
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Tabela 6.9. Duracao do intervalo PR referente a derivagdo D2 para 10 pacientes.

Duracao do intervalo PR

Manual Software

Pacientes - Derivagio D2 -
Medida (mm)  Duragdo (s)  Duragao (s)

Paciente 1 3,7 0,148 0,145
Paciente 2 4.8 0,192 0,194
Paciente 3 4.6 0,184 0,187
Paciente 4 3,8 0,152 0,154
Paciente 5 53 0,212 0,216
Paciente 6 3,7 0,148 0,145
Paciente 7 4.4 0,176 0,174
Paciente 8 5,0 0,200 0,198
Paciente 9 4.8 0,192 0,195
Paciente 10 52 0,208 0,204

Tabela 6.10. Duragdo do intervalo QRS referente a derivagdo D2 para 10 pacientes.

Duracio do intervalo QRS

Manual Software
Derivacao
Medida (mm) Duracao (s) Duracdo (s)

Paciente 1 1,9 0,076 0,077
Paciente 2 1,75 0,070 0,073
Paciente 3 2.8 0,112 0,118
Paciente 4 1,8 0,072 0,074
Paciente 5 1,9 0,076 0,076
Paciente 6 1,9 0,076 0,078
Paciente 7 1,8 0,072 0,072
Paciente 8 1,8 0,072 0,073
Paciente 9 1,7 0,068 0,070
Paciente 10 2,4 0,096 0,094

Tabela 6.11. Amplitude da onda R referente a derivagdo D2 para 10 pacientes.

Amplitude da onda R

Manual Software

Pacientes - Derivagio D2 Medida Amplitude Amplitude
(mm) (mV) (mV)
Paciente 1 9,1 091 0,914
Paciente 2 9,9 0,99 0,994
Paciente 3 9,5 0,95 0,951
Paciente 4 9,7 0,97 0,979

Paciente 5 9,9 0,99 0,995
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Paciente 6 9,5 0,95 0,943
Paciente 7 9,1 091 0,922
Paciente 8 9,8 0,98 0,997
Paciente 9 9,5 0,95 0,954
Paciente 10 9,5 0,95 0,953

Tabela 6.12. Duracio da onda T referente a derivagdo D2 para 10 pacientes.

Duracido daonda T

Manual Software
Derivacao
Medida (mm) Duragio (s) Duragio (s)

Paciente 1 4,2 0,168 0,170
Paciente 2 4,0 0,160 0,169
Paciente 3 5,3 0,212 0,216
Paciente 4 4.7 0,188 0,180
Paciente 5 4.6 0,184 0,185
Paciente 6 5,0 0,200 0,202
Paciente 7 4.5 0,180 0,176
Paciente 8 5,4 0,216 0,215
Paciente 9 6,0 0,240 0,240
Paciente 10 5,0 0,200 0,196

Tabela 6.13. Amplitude da onda T referente a derivagdo D2 para 10 pacientes.

Amplitude da onda T

Manual Software

Pacientes - Derivagio D2 Medida Amplitude Amplitude
(mm) (mV) (mV)
Paciente 1 3.4 0,34 0,337
Paciente 2 3,0 0,30 0,317
Paciente 3 3,0 0,30 0,311
Paciente 4 3,0 0,30 0,302
Paciente 5 4,0 0,40 0,398
Paciente 6 39 0,39 0,396
Paciente 7 5,0 0,50 0,503
Paciente 8 3,2 0,32 0,318
Paciente 9 3,8 0,38 0,385
Paciente 10 3,0 0,30 0,300

Realizou-se o teste t para média de uma amostra, utilizando o software Statistica, para

a comparagao entre as médias. Apos a obtencao das medidas manuais das duragdes e amplitudes
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das ondas, segmentos e intervalos, estas foram comparadas com os valores obtidos no software
ECGLab.

Considerou-se a hipdtese nula como Ho: p = 1y, ou seja, que as médias das medidas
manuais seriam iguais as médias das medidas do software. Ja a hipotese alternativa foi
considerada como Hi: p # g, ou seja, as médias seriam diferentes. Sendo assim, aceita-se a
hipdtese nula (Ho), que as médias das medidas manuais e do soffware ndo apresentam diferenga
estatistica, pois o p-valor € maior que 0,05 (p > 0,05).

As Tabelas 6.14 a 6.20 apresentam os resultados do teste t realizado para as medidas
referentes a duragdo e amplitude da onda P, duracdo do intervalo PR, duragdo do complexo
QRS, amplitude da onda R, durag¢do e amplitude da onda T. Nessas tabelas, a representa¢ao

grupo 1 é referente as medidas manuais e grupo 2 as medidas do software.

Tabela 6.14. Test t para duragdo da onda P.

Média Média p-valor Il))ae;:;:) Il))aeci:;(())
Grupo1l Grupo 2 Grupol  Grupo2
0,107 0,109 0640 0011 0012

Tabela 6.15. Test t para amplitude da onda P.

Média Média p_valor I]))ae(:l“’;l(()) pDaeci:;(:)
Grupo1l Grupo2 Grupol  Grupo2
0,158 0,159 0,960 0,046 0,050

Tabela 6.16. Test t para duragdo do intervalo PR.

Média Média p_valor I]))ae(:l“’;l(()) pDaeci:;(:)
Grupol  Grupo 2 Grupol  Grupo 2
0,181 0,181 1,000 0,024 0,025

Tabela 6.17. Test t para duragdo do complexo QRS.

adi idi Desvio Desvio
Ghrdsg:>31 Gl\fsg:)az p-valor padrio padrao

Grupo 1 Grupo 2
0,079 0,080 0,818 0,014 0,015
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Tabela 6.18. Test t para amplitude da onda R.

- ‘1 Desvio Desvio
Gl\fjd:)al Gl\;[::d:)az p-valor padrio padrao

P P Grupo 1 Grupo 2
0,955 0,960 0,696 0,029 0,030

Tabela 6.19. Test t para duragdo da onda T.

Desvio Desvio
p-valor padrio padrao
Grupo 1 Grupo 2

0,1948 0,1949 0,9925 0,0239 0,0233

Média Média
Grupol Grupo2

Tabela 6.20. Test t para amplitude da onda T.

- s Desvio Desvio
GB::d:)al Gl\;lsd:)az p-valor padrio padrao

P P Grupo 1 Grupo 2
0,353 0.357 0,900 0,065 0,064

6.7 Conclusao

Os resultados do teste t, referentes as medidas manuais e obtidas no ECGLab, para as
duragdes e amplitudes da onda P, do intervalo QRS e da onda T, demonstram que a hipotese
nula foi aceita, ou seja, ndo ha diferenga estatistica entre as medidas manuais e as medidas do
software.

O software ECGLab foi eficiente para a conversao dos eletrocardiogramas impressos em
sinais digitais, com a obten¢ao de medidas das duragdes e amplitudes das ondas e dos intervalos
eletrocardiograficos muito préximas as medidas manuais realizadas nos ECGs impressos.

Portanto, os resultados obtidos com os testes demonstraram concordancia significativa
entre os eletrocardiogramas derivados de tragados impressos e os sinais digitais adquiridos e
processados pelo software ECGLab, o qual pode ser uma aplicagdo 1til para utilizagdo em
hospitais, clinicas de cardiologia e unidades de dor toracica, além de possibilitar a realizagao de

projetos de pesquisa que envolvam processamento e analise de sinais.
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CAPITULO 7

7 AVALIACAO DA ENTROPIA DOS SINAIS

ELETROCARDIOGRAFICOS

7.1 Introducao

Verificam-se propostas de novas técnicas e métodos para a andlise das formas de onda
eletrocardiogréficas, as quais tém tendéncia de um comportamento ndo linear. Dos indicadores
nao lineares, um dos mais utilizados € a entropia, que possui diversas técnicas de quantificagao.
Entropia pode ser interpretada como uma medida do grau de incerteza que existe antes que uma
escolha seja feita. Esse capitulo consiste em um estudo de caso que avalia um conjunto de
indices estatisticos medidos a partir da diferenga dos graus de irregularidade da série temporal
do eletrocardiograma.

Nesta pesquisa, realizou-se a avaliacdo da entropia de pacientes com eletrocardiograma
normal e pacientes acometidos por infarto do miocérdio, com alteragdes eletrocardiograficas e

alteracdo de marcadores moleculares de lesdo miocardica.
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7.2 Materiais e métodos

7.2.1 Caracterizacao do estudo

As coletas dos registros eletrocardiograficos dos pacientes foram realizadas no Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Esta pesquisa foi previamente
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisas da UFU, namero do parecer 474.928.

A selegdo dos pacientes foi baseada nos seguintes critérios de inclusdo:

- Eletrocardiogramas normais: tragcados eletrocardiograficos de pacientes sem alteragdes
eletrofisiologicas;

- Eletrocardiogramas de pacientes acometidos por infarto do miocardio: infarto da
parede anterior ou inferior do miocéardio, em relagdo as variagdes presentes no segmento ST
dos eletrocardiogramas, foram selecionados apenas os pacientes cujos ECGs continham
supradesnivelamento significativo do segmento ST (maior que 1 mm) em duas ou mais
derivagdes contiguas, que indicassem infarto anterior ou inferior; e realizacdo do ECG no
maximo oito horas ap6s os primeiros sintomas do IAM (precordialgia).

Inicialmente, foram analisadas 48 derivagdes eletrocardiograficas: 24 derivagdes de
pacientes sem alteracdes no ECG e 24 derivagdes de pacientes acometidos por IAM.

ApOs a coleta dos eletrocardiogramas impressos, os exames foram escaneados e, a partir
da obtencdo das imagens dos exames, realizou-se a digitalizagdo e processamento dos sinais
eletrocardiograficos em um software desenvolvido com esta finalidade - ECGLab (descrito no
capitulo anterior). Posteriormente, selecionou-se um ciclo de cada derivagao eletrocardiografica
para a analise de entropia.

Posteriormente a realizacdo dos testes iniciais, realizou-se a coleta de tracados
eletrocardiograficos de 60 pacientes, sendo: 20 ECGs normais, 20 ECGs de pacientes
acometidos por infarto do miocardio da parede anterior e 20 ECGs referentes a infarto da parede
inferior, ambos com supradesnivelamento do segmento ST. Os ECGs impressos foram
digitalizados e a avalia¢do da entropia para esses pacientes foi realizada a partir da selecao de

1 ciclo de cada derivagao eletrocardiografica.

7.2.2 Extracio de caracteristicas de entropia

Sabe-se que o conceito de informagdo ¢ muito amplo para ser reduzido por uma tnica

definicdo. No entanto, para qualquer distribuicdo de probabilidades ¢ possivel definir uma
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quantidade denominada entropia que tem muitas propriedades que estdo de acordo com o que

uma medida de informagao deve ter. Entropia ¢ a medida de incerteza de uma variavel aleatoéria,

dada pela equacao (7.1) (BRILLOUIN, 1962).

Em que pi indica a probabilidade de evento da distribui¢do de probabilidades de uma

variavel aleatoria discreta.

1
H= Zpi*log;

E possivel assumir, portanto, que entropia ¢ uma funcdo da distribuicdo da variavel

aleatoria referindo apenas as suas probabilidades.

Dentre diversas técnicas de compressao de uma série temporal por meio da estimativa

de entropia, este trabalho contempla trés destas: (1) entropia amostral; (2) entropia aproximada;

(3) entropia fuzzy (CHEN et al., 2009). A Tabela 7.1 exibe uma descri¢ao dessas técnicas.

Tabela 7.1. Descrigdo das técnicas de estimativa de entropia utilizadas (CHEN et al., 2009).

Técnica

Descrigao

Entropia Aproximada

Medida de complexidade -calculada comparando
pequenos grupos para um sinal. Essa comparacdo ¢
baseada na distancia entre o grupo, considerando-se os
grupos semelhantes, se a distancia for menor do que uma
dada tolerancia. Para um sinal totalmente previsivel, esta

medida devera ser zero.

Entropia Amostral

Baseada na entropia aproximada, a diferenca é que as
comparagdes auto-correspondentes nio sdo feitas, o que
significa que dois grupos tém sua distancia calculada e

contabilizada apenas uma vez.

Entropia Fuzzy

Calculada de forma muito semelhante a entropia amostral.
No entanto, o nivel de similaridade entre os grupos ¢
calculado por meio de uma fungdo de pertinéncia, a qual
deve ser uma fungdo continua que considera o valor da
distancia entre os dois grupos e os valores de tolerancia
em vez de uma simples comparagdo com a tolerancia
como nas caracteristicas anteriores. A fungdo de Gauss

pode ser usada como fungdo de pertinéncia, por exemplo.

(7.1)
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Essas técnicas foram implementadas em uma toolbox desenvolvida em ambiente de
programacao Matlab o qual permitiu estimar trés valores de entropia para cada uma das

derivacdes eletrocardiograficas.

7.3 Resultados referentes aos testes iniciais

Os resultados apresentados sdo referentes aos testes iniciais, realizados para 48
derivacdes eletrocardiograficas. Observou-se, nos sinais eletrocardiograficos dos pacientes
acometidos por infarto do miocardio, menor entropia, comparados aos sinais
eletrocardiograficos normais. A Figura 7.1 apresenta a soma de todas as derivagdes para cada

algoritmo de entropia por paciente.

Soma das entropias das derivagoes

0,06
m Amostral

0,05 - W Fuzzy

m Aproximada

0,04 -

Entropia

Infarto #1 Infarto #2 Sem alteragdes Sem alteragdes
#1 #2

Figura 7.1. Soma das entropias das derivagdes.

A Figura 7.2 representa a soma de todas as derivagdes para cada algoritmo de entropia
por paciente. As andlises presentes nas Figuras 6.1 e 6.2 permitem uma avaliagdo mais geral

sobre a entropia da série temporal.
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Média das entropias das derivagdes

0,0045
W Amostral

0,004 -

W Fuzzy
0,0035 - = Aproximada
0,003 -
20,0025 -
g
£ 0,002 -
0,0015 -
0,001
0,0005 -
0 =+— —f— T =
Infarto #1 Infarto #2 Sem alteragbes Sem alteragdes

#1 #H2

Figura 7.2. Média das entropias das derivagdes.

Apoés essa andlise geral das entropias, os graficos a seguir exibem a informagdo
detalhada por derivacdo, visto que através destes é possivel observar a contribuicdo de cada
eletrodo e a entropia geral que pode ser inferida pela area do poligono formado pelos graficos.
Assim sendo, a Figura 7.3 demonstra as entropias amostral, fuzzy e aproximada para doze
derivagdes do primeiro exame sem alteragdes, ou exame controle avaliado e a Figura 7.4 para

doze derivagdes do segundo individuo com ECG normal.

Entropia x Derivacao

a'VvF
0,008
V6 _—

0,006

= ,.a'VL
V5 / 0,004 4 .‘a'VR
m Amostral

W Fuzzy

W Aproximada

V1

Figura 7.3. Andlise da entropia do primeiro eletrocardiograma normal selecionado.
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Entropia x Derivacao

a'VF
0,008 1

V6
0,006 A

—_a'vL

M Amostral
M Fuzzy

W Aproximada

V1

Figura 7.4. Andlise da entropia do segundo eletrocardiograma normal selecionado.

As Figuras 7.5 ¢ 7.6 apresentam as entropias em relagcdo a cada deriva¢do para os

pacientes infartados.

Entropia x Derivagao

a'VvF
0,008
V6 _— —a'VL
0,006
V5, 0,004 a'VR
m Amostral
m Fuzzy

m Aproximada

V1

Figura 7.5. Anélise da entropia do primeiro eletrocardiograma selecionado de um paciente acometido por infarto
do miocérdio.
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V3 [ D2

V2 D3
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Figura 7.6. Analise da entropia do segundo eletrocardiograma selecionado de um paciente acometido por infarto

do miocérdio.

7.4 Resultados referentes a avaliacio da entropia para 60 pacientes

A avaliacdo da entropia foi realizada para 60 pacientes e os resultados podem ser
observados nas tabelas e graficos a seguir.

A Tabela 7.2 apresenta os valores de entropia obtidos para os eletrocardiogramas
normais avaliados, os quais foram coletados de 20 pacientes sem alteragdes eletrofisiologicas,
com diagndstico de eletrocardiograma dentro dos limites da normalidade.

A Tabela 7.3 ¢ referente aos valores de entropia obtidos para os eletrocardiogramas de
20 pacientes acometidos por IAM anterior, com supradesnivelamento do segmento ST.

Ja a Tabela 7.4 contém aos valores de entropia obtidos para os eletrocardiogramas de
20 pacientes acometidos por IAM inferior, com supradesnivelamento do segmento ST.

Observa-se na Tabela 7.5 os valores das médias das entropias aproximada, amostral e
fuzzy para cada derivacdo dos eletrocardiogramas normais. Na Tabela 7.6 estao apresentados
os valores das médias das entropias para os eletrocardiogramas com IAM anterior e na Tabela
7.7, os valores para IAM inferior.

As Tabelas 7.8, 7.9 e 7.10 correspondem a média e a soma dos valores de entropia das

derivagdes para ECG normal, IAM anterior e IAM inferior, respectivamente.
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As Figuras 7.7, 7.8 e 7.9 demonstram a comparagdo entre os trés tipos de entropia
analisados para todas as derivagdes eletrocardiograficas dos eletrocardiogramas normais e dos

eletrocardiogramas referentes aos infartos anterior e inferior.



Tabela 7.2. Entropia para ECG normal.

Derivacdes Eletrocardiograficas

D1

D2

D3

aVR

aVL

aVF

E.Ap. E.Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am. E.Fu. E.Ap. E. Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E. Fu.

Paciente 1

0,0140

0,0085

0,0097

0,0113

0,0059

0,0068

0,0111

0,0054

0,0062

0,0100

0,0048

0,0058

0,0105

0,0083

0,0097

0,0111

0,0052

0,0062

Paciente 2

0,0087

0,0027

0,0032

0,0095

0,0043

0,0050

0,0183

0,0111

0,0119

0,0120

0,0053

0,0060

0,0108

0,0054

0,0059

0,0101

0,0061

0,0071

Paciente 3

0,0080

0,0031

0,0034

0,0091

0,0045

0,0052

0,0136

0,0073

0,0081

0,0076

0,0043

0,0047

0,0068

0,0024

0,0029

0,0113

0,0059

0,0066

Paciente 4

0,0104

0,0055

0,0064

0,0092

0,0038

0,0046

0,0091

0,0053

0,00061

0,0101

0,0048

0,0056

0,0108

0,0074

0,0086

0,0085

0,0041

0,0049

Paciente 5

0,0084

0,0029

0,0035

0,0077

0,0033

0,0037

0,0085

0,0037

0,0039

0,0081

0,0032

0,0036

0,0086

0,0042

0,0050

0,0081

0,0041

0,0046

Paciente 6

0,0104

0,0034

0,0040

0,0099

0,0022

0,0028

0,0172

0,0123

0,0139

0,0104

0,0027

0,0034

0,0102

0,0042

0,0049

0,0110

0,0034

0,0044

Paciente 7

0,0086

0,0043

0,0047

0,0097

0,0055

0,0063

0,0125

0,0064

0,0074

0,0106

0,0063

0,0071

0,0090

0,0038

0,0044

0,0121

0,0071

0,0080

Paciente 8

0,0117

0,0062

0,0072

0,0126

0,0060

0,0066

0,0156

0,0089

0,0099

0,0117

0,0057

0,0065

0,0100

0,0060

0,0070

0,0136

0,0046

0,0056

Paciente 9

0,0097

0,0043

0,0050

0,0105

0,0052

0,0059

0,0108

0,0069

0,0079

0,0098

0,0049

0,0056

0,0100

0,0043

0,0052

0,0136

0,0088

0,0100

Paciente 10

0,0097

0,0039

0,0046

0,0161

0,0107

0,0121

0,0102

0,0062

0,0071

0,0110

0,0053

0,0062

0,0084

0,0039

0,0045

0,0169

0,0121

0,0137

Paciente 11

0,0121

0,0075

0,0086

0,0090

0,0043

0,0049

0,0075

0,0026

0,0030

0,0089

0,0050

0,0058

0,0124

0,0072

0,0083

0,0082

0,0034

0,0039

Paciente 12

0,0114

0,0046

0,0052

0,0097

0,0028

0,0032

0,0090

0,0036

0,0041

0,0098

0,0031

0,0036

0,0143

0,0071

0,0081

0,0096

0,0036

0,0044

Paciente 13

0,0106

0,0032

0,0037

0,0088

0,0032

0,0036

0,0091

0,0038

0,0046

0,0096

0,0028

0,0032

0,0167

0,0058

0,0070

0,0090

0,0036

0,0042

Paciente 14

0,0118

0,0038

0,0049

0,0096

0,0036

0,0037

0,0094

0,0038

0,0047

0,0100

0,0032

0,0038

0,0152

0,0068

0,0072

0,0088

0,0034

0,0042

Paciente 15

0,0108

0,0058

0,0063

0,0089

0,0050

0,0056

0,0077

0,0041

0,0049

0,0102

0,0057

0,0059

0,0075

0,0041

0,0044

0,0088

0,0049

0,0055

Paciente 16

0,0093

0,0038

0,0047

0,0111

0,0062

0,0067

0,0077

0,0037

0,0042

0,0109

0,0054

0,0062

0,0082

0,0034

0,0041

0,0102

0,0073

0,0083

Paciente 17

0,0099

0,0035

0,0047

0,0115

0,0041

0,0048

0,0117

0,0060

0,0068

0,0110

0,0046

0,0054

0,0066

0,0059

0,0068

0,0112

0,0047

0,0056

Paciente 18

0,0099

0,0042

0,0048

0,0105

0,0039

0,0045

0,0113

0,0055

0,0062

0,0106

0,0040

0,0047

0,0092

0,0055

0,0063

0,0121

0,0052

0,0059

Paciente 19

0,0129

0,0088

0,0101

0,0129

0,0077

0,0087

0,0106

0,0060

0,0066

0,0127

0,0083

0,0093

0,0121

0,0117

0,0131

0,0123

0,0074

0,0082

Paciente 20

0,0108

0,0036

0,0047

0,0111

0,0044

0,0051

0,0179

0,0135

0,0151

0,0111

0,0039

0,0047

0,0122

0,0055

0,0064

0,0114

0,0043

0,0052




Derivacdes Eletrocardiograficas

\4!

V2

V3

V4

V5

Vé

E. Ap. E. Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E. Fu.

E. Ap.

E. Am.

E.Fu. E.Ap. E. Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E. Fu.

Paciente 1

0,0119

0,0051

0,0062

0,0102

0,0031

0,0037

0,0113

0,0034

0,0038

0,0107

0,0029

0,0037

0,0112

0,0033

0,0038

0,0111

0,0033

0,0038

Paciente 2

0,0100

0,0035

0,0046

0,0101

0,0025

0,0031

0,0081

0,0024

0,0028

0,0112

0,0034

0,0041

0,0100

0,0026

0,0030

0,0099

0,0033

0,0037

Paciente 3

0,0089

0,0030

0,0036

0,0090

0,0051

0,0060

0,0099

0,0056

0,0064

0,0064

0,0025

0,0029

0,0071

0,0018

0,0020

0,0078

0,0023

0,0026

Paciente 4

0,0096

0,0050

0,0057

0,0088

0,0031

0,0036

0,0100

0,0030

0,0035

0,0100

0,0027

0,0030

0,0100

0,0027

0,0030

0,0094

0,0037

0,0042

Paciente 5

0,0080

0,0028

0,0031

0,0093

0,0030

0,0036

0,0086

0,0046

0,0053

0,0083

0,0043

0,0048

0,0089

0,0035

0,0038

0,0085

0,0038

0,0042

Paciente 6

0,0110

0,0031

0,0040

0,0112

0,0040

0,0047

0,0115

0,0038

0,0043

0,0116

0,0028

0,0030

0,0113

0,0033

0,0037

0,0094

0,0024

0,0024

Paciente 7

0,0087

0,0038

0,0045

0,0103

0,0039

0,0046

0,0116

0,0041

0,0048

0,0097

0,0026

0,0031

0,0087

0,0030

0,0033

0,0084

0,0029

0,0035

Paciente 8

0,0132

0,0068

0,0076

0,0121

0,0037

0,0044

0,0119

0,0031

0,0035

0,0127

0,0034

0,0038

0,0121

0,0034

0,0039

0,0111

0,0043

0,0050

Paciente 9

0,0100

0,0042

0,0049

0,0108

0,0054

0,0062

0,0090

0,0033

0,0037

0,0100

0,0040

0,0047

0,0113

0,0048

0,0053

0,0102

0,0045

0,0052

Paciente 10

0,0128

0,0071

0,0079

0,0076

0,0050

0,0056

0,0100

0,0045

0,0052

0,0117

0,0027

0,0033

0,0106

0,0021

0,0029

0,0101

0,0028

0,0034

Paciente 11

0,0115

0,0070

0,0075

0,0097

0,0043

0,0050

0,0115

0,0031

0,0036

0,0103

0,0029

0,0035

0,0083

0,0029

0,0033

0,0085

0,0027

0,0034

Paciente 12

0,0102

0,0027

0,0031

0,0085

0,0025

0,0032

0,0118

0,0046

0,0050

0,0112

0,0043

0,0047

0,0112

0,0044

0,0049

0,0094

0,0037

0,0040

Paciente 13

0,0093

0,0024

0,0026

0,0080

0,0024

0,0030

0,0109

0,0034

0,0039

0,0115

0,0034

0,0041

0,0115

0,0042

0,0049

0,0099

0,0031

0,0036

Paciente 14

0,0089

0,0020

0,0024

0,0081

0,0022

0,0032

0,0116

0,0037

0,0044

0,0119

0,0038

0,0045

0,0118

0,0045

0,0051

0,0102

0,0028

0,0031

Paciente 15

0,0097

0,0045

0,0049

0,0077

0,0034

0,0037

0,0060

0,0025

0,0030

0,0101

0,0033

0,0034

0,0098

0,0023

0,0029

0,0096

0,0031

0,0036

Paciente 16

0,0075

0,0034

0,0038

0,0083

0,0034

0,0039

0,0102

0,0044

0,0051

0,0097

0,0035

0,0037

0,0090

0,0032

0,0035

0,0086

0,0030

0,0033

Paciente 17

0,0097

0,0034

0,0040

0,0114

0,0035

0,0037

0,0095

0,0022

0,0034

0,0110

0,0054

0,0061

0,0089

0,0026

0,0030

0,0100

0,0027

0,0034

Paciente 18

0,0089

0,0028

0,0035

0,0103

0,0036

0,0043

0,0100

0,0037

0,0046

0,0106

0,0060

0,0067

0,0092

0,0031

0,0036

0,0099

0,0028

0,0033

Paciente 19

0,0128

0,0077

0,0086

0,0080

0,0040

0,0045

0,0068

0,0026

0,0031

0,0096

0,0041

0,0047

0,0113

0,0048

0,0053

0,0117

0,0043

0,0048

Paciente 20

0,0067

0,0029

0,0035

0,0080

0,0037

0,0039

0,0069

0,0027

0,0031

0,0071

0,0025

0,0031

0,0108

0,0037

0,0041

0,0110

0,0035

0,0041




Tabela 7.3. Entropia para IAM anterior.

Derivacdes Eletrocardiograficas

D1

D2

D3

aVR

aVL

aVF

E.Ap. E.Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am. E.Fu. E.Ap. E. Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E. Fu.

Paciente 1

0,0071

0,0035

0,0040

0,0061

0,0028

0,0030

0,0047

0,0035

0,0043

0,0085

0,0035

0,0042

0,0061

0,0030

0,0037

0,0056

0,0030

0,0034

Paciente 2

0,0073

0,0040

0,0046

0,0081

0,0038

0,0044

0,0087

0,0051

0,0057

0,0075

0,0043

0,0047

0,0130

0,0083

0,0087

0,0092

0,0028

0,0034

Paciente 3

0,0122

0,0089

0,0101

0,0079

0,0032

0,0038

0,0127

0,0099

0,0112

0,0089

0,0049

0,0055

0,0148

0,0134

0,0151

0,0093

0,0046

0,0054

Paciente 4

0,0061

0,0027

0,0033

0,0080

0,0044

0,0052

0,0067

0,0035

0,0041

0,0081

0,0042

0,0049

0,0069

0,0027

0,0033

0,0104

0,0068

0,0076

Paciente 5

0,0139

0,0083

0,0093

0,0128

0,0074

0,0087

0,0103

0,0073

0,0079

0,0108

0,0056

0,0068

0,0122

0,0086

0,0099

0,0103

0,0063

0,0072

Paciente 6

0,0134

0,0059

0,0059

0,0142

0,0023

0,0024

0,0131

0,0030

0,0033

0,0132

0,0037

0,0041

0,0137

0,0048

0,0050

0,0123

0,0031

0,0030

Paciente 7

0,0103

0,0067

0,0076

0,0109

0,0050

0,0057

0,0128

0,0059

0,0068

0,0107

0,0056

0,0065

0,0168

0,0104

0,0118

0,0113

0,0039

0,0044

Paciente 8

0,0090

0,0068

0,0077

0,0087

0,0041

0,0047

0,0081

0,0045

0,0051

0,0083

0,0042

0,0049

0,0080

0,0053

0,0060

0,0081

0,0039

0,0044

Paciente 9

0,0078

0,0052

0,0059

0,0116

0,0083

0,0091

0,0119

0,0073

0,0080

0,0084

0,0059

0,0065

0,0079

0,0054

0,0060

0,0117

0,0083

0,0094

Paciente 10

0,0066

0,0015

0,0020

0,0110

0,0040

0,0046

0,0074

0,0029

0,0038

0,0081

0,0022

0,0025

0,0058

0,0014

0,0019

0,0134

0,0069

0,0074

Paciente 11

0,0171

0,0116

0,0124

0,0071

0,0036

0,0045

0,0067

0,0041

0,0048

0,0084

0,0057

0,0063

0,0067

0,0038

0,0043

0,0081

0,0046

0,0053

Paciente 12

0,0059

0,0021

0,0026

0,0095

0,0031

0,0037

0,0079

0,0027

0,0031

0,0087

0,0041

0,0048

0,0068

0,0026

0,0033

0,0089

0,0028

0,0033

Paciente 13

0,0092

0,0063

0,0075

0,0135

0,0088

0,0095

0,0128

0,0087

0,0094

0,0121

0,0083

0,0089

0,0112

0,0080

0,0086

0,0116

0,0072

0,0076

Paciente 14

0,0065

0,0031

0,0035

0,0094

0,0035

0,0039

0,0070

0,0020

0,0024

0,0089

0,0041

0,0045

0,0060

0,0015

0,0025

0,0069

0,0027

0,0035

Paciente 15

0,0081

0,0042

0,0047

0,0094

0,0072

0,0079

0,0078

0,0041

0,0045

0,0107

0,0082

0,0092

0,0087

0,0046

0,0048

0,0086

0,0052

0,0058

Paciente 16

0,0095

0,0029

0,0034

0,0069

0,0018

0,0021

0,0150

0,0094

0,0110

0,0085

0,0021

0,0026

0,0107

0,0033

0,0045

0,0091

0,0043

0,0052

Paciente 17

0,0074

0,0041

0,0046

0,0103

0,0038

0,0044

0,0086

0,0021

0,0027

0,0101

0,0066

0,0077

0,0075

0,0024

0,0029

0,0096

0,0032

0,0036

Paciente 18

0,0081

0,0044

0,0052

0,0063

0,0045

0,0052

0,0062

0,0052

0,0058

0,0088

0,0074

0,0083

0,0066

0,0043

0,0047

0,0055

0,0039

0,0043

Paciente 19

0,0079

0,0042

0,0045

0,0083

0,0059

0,0067

0,0071

0,0050

0,0054

0,0083

0,0052

0,0058

0,0068

0,0033

0,0040

0,0058

0,0049

0,0056

Paciente 20

0,0044

0,0033

0,0038

0,0103

0,0062

0,0078

0,0095

0,0067

0,0077

0,0094

0,0079

0,0089

0,0065

0,0043

0,0050

0,0111

0,0090

0,0101




Derivacdes Eletrocardiograficas

\4!

V2

V3

V4

V5

Vé

E. Ap. E. Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E. Fu.

E. Ap.

E. Am.

E.Fu. E.Ap. E. Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E. Fu.

Paciente 1

0,0065

0,0020

0,0024

0,0045

0,0015

0,0018

0,0048

0,0022

0,0025

0,0040

0,0027

0,0031

0,0034

0,0030

0,0034

0,0074

0,0046

0,0052

Paciente 2

0,0074

0,0022

0,0027

0,0079

0,0028

0,0033

0,0088

0,0030

0,0035

0,0073

0,0028

0,0034

0,0075

0,0035

0,0042

0,0062

0,0035

0,0042

Paciente 3

0,0048

0,0018

0,0022

0,0069

0,0031

0,0035

0,0137

0,0083

0,0089

0,0084

0,0037

0,0044

0,0073

0,0022

0,0027

0,0063

0,0020

0,0023

Paciente 4

0,0052

0,0019

0,0023

0,0085

0,0046

0,0055

0,0042

0,0029

0,0034

0,0078

0,0033

0,0038

0,0058

0,0016

0,0019

0,0057

0,0022

0,0024

Paciente 5

0,0077

0,0028

0,0038

0,0068

0,0031

0,0037

0,0065

0,0024

0,0029

0,0078

0,0032

0,0039

0,0103

0,0035

0,0039

0,0107

0,0045

0,0048

Paciente 6

0,0061

0,0015

0,0020

0,0053

0,0014

0,0019

0,0054

0,0015

0,0017

0,0069

0,0028

0,0030

0,0077

0,0024

0,0027

0,0074

0,0046

0,0052

Paciente 7

0,0061

0,0014

0,0017

0,0081

0,0023

0,0027

0,0080

0,0025

0,0030

0,0116

0,0056

0,0063

0,0106

0,0040

0,0046

0,0091

0,0029

0,0033

Paciente 8

0,0072

0,0036

0,0040

0,0056

0,0018

0,0022

0,0049

0,0010

0,0014

0,0046

0,0019

0,0021

0,0086

0,0061

0,0069

0,0081

0,0031

0,0038

Paciente 9

0,0068

0,0036

0,0042

0,0053

0,0013

0,0016

0,0051

0,0020

0,0024

0,0054

0,0014

0,0017

0,0056

0,0023

0,0025

0,0067

0,0048

0,0053

Paciente 10

0,0072

0,0020

0,0023

0,0056

0,0024

0,0026

0,0055

0,0023

0,0027

0,0076

0,0037

0,0043

0,0080

0,0020

0,0025

0,0076

0,0017

0,0022

Paciente 11

0,0056

0,0021

0,0025

0,0056

0,0028

0,0032

0,0044

0,0019

0,0022

0,0046

0,0018

0,0021

0,0054

0,0026

0,0028

0,0058

0,0027

0,0031

Paciente 12

0,0061

0,0026

0,0030

0,0067

0,0024

0,0031

0,0062

0,0026

0,0030

0,0081

0,0035

0,0042

0,0081

0,0025

0,0030

0,0082

0,0042

0,0047

Paciente 13

0,0079

0,0039

0,0047

0,0055

0,0027

0,0032

0,0045

0,0019

0,0022

0,0050

0,0030

0,0034

0,0106

0,0063

0,0072

0,0093

0,0054

0,0060

Paciente 14

0,0054

0,0024

0,0027

0,0051

0,0018

0,0021

0,0051

0,0022

0,0026

0,0042

0,0031

0,0035

0,0084

0,0042

0,0045

0,0081

0,0034

0,0040

Paciente 15

0,0054

0,0033

0,0037

0,0039

0,0012

0,0017

0,0044

0,0018

0,0020

0,0053

0,0034

0,0041

0,0061

0,0026

0,0031

0,0091

0,0061

0,0068

Paciente 16

0,0118

0,0061

0,0071

0,0108

0,0042

0,0048

0,0117

0,0038

0,0046

0,0124

0,0047

0,0058

0,0063

0,0021

0,0025

0,0056

0,0024

0,0028

Paciente 17

0,0057

0,0021

0,0025

0,0051

0,0013

0,0018

0,0048

0,0016

0,0020

0,0056

0,0023

0,0027

0,0101

0,0043

0,0049

0,0081

0,0033

0,0039

Paciente 18

0,0042

0,0026

0,0031

0,0026

0,0010

0,0011

0,0029

0,0013

0,0015

0,0037

0,0016

0,0020

0,0061

0,0036

0,0041

0,0063

0,0040

0,0045

Paciente 19

0,0071

0,0034

0,0038

0,0045

0,0018

0,0021

0,0050

0,0020

0,0022

0,0055

0,0042

0,0047

0,0063

0,0046

0,0052

0,0044

0,0032

0,0035

Paciente 20

0,0119

0,0084

0,0094

0,0113

0,0071

0,0081

0,0051

0,0019

0,0023

0,0042

0,0018

0,0018

0,0040

0,0026

0,0028

0,0063

0,0024

0,0028




Tabela 7.4. Entropia para IAM inferior.

Derivacdes Eletrocardiograficas

D1

D2

D3

aVR

aVL

aVF

E.Ap. E.Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am. E.Fu. E.Ap. E. Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E. Fu.

Paciente 1

0,0091

0,0025

0,0031

0,0075

0,0022

0,0028

0,0061

0,0024

0,0030

0,0084

0,0023

0,0026

0,0071

0,0025

0,0028

0,0068

0,0022

0,0027

Paciente 2

0,0071

0,0035

0,0041

0,0070

0,0034

0,0040

0,0084

0,0038

0,0045

0,0062

0,0028

0,0035

0,0092

0,0046

0,0052

0,0078

0,0039

0,0044

Paciente 3

0,0101

0,0037

0,0048

0,0083

0,0031

0,0037

0,0095

0,0033

0,0033

0,0097

0,0037

0,0045

0,0113

0,0036

0,0039

0,0085

0,0030

0,0034

Paciente 4

0,0099

0,0028

0,0034

0,0096

0,0040

0,0045

0,0118

0,0032

0,0042

0,0100

0,0041

0,0048

0,0096

0,0032

0,0037

0,0111

0,0036

0,0042

Paciente 5

0,0087

0,0035

0,0043

0,0083

0,0034

0,0040

0,0042

0,0024

0,0028

0,0091

0,0034

0,0039

0,0072

0,0044

0,0051

0,0058

0,0029

0,0034

Paciente 6

0,0077

0,0035

0,0040

0,0063

0,0025

0,0030

0,0095

0,0037

0,0048

0,0064

0,0023

0,0034

0,0100

0,0041

0,0054

0,0097

0,0046

0,0048

Paciente 7

0,0087

0,0050

0,0057

0,0091

0,0036

0,0043

0,0074

0,0030

0,0034

0,0102

0,0037

0,0043

0,0068

0,0055

0,0063

0,0097

0,0046

0,0054

Paciente 8

0,0051

0,0035

0,0040

0,0056

0,0029

0,0035

0,0058

0,0028

0,0034

0,0090

0,0072

0,0082

0,0057

0,0038

0,0044

0,0054

0,0034

0,0039

Paciente 9

0,0138

0,0051

0,0056

0,0071

0,0039

0,0044

0,0068

0,0033

0,0038

0,0080

0,0041

0,0051

0,0068

0,0021

0,0028

0,0066

0,0033

0,0037

Paciente 10

0,0076

0,0036

0,0043

0,0059

0,0017

0,0023

0,0075

0,0032

0,0037

0,0077

0,0040

0,0043

0,0066

0,0020

0,0030

0,0058

0,0016

0,0021

Paciente 11

0,0093

0,0033

0,0046

0,0073

0,0011

0,0017

0,0071

0,0025

0,0028

0,0079

0,0018

0,0023

0,0075

0,0040

0,0043

0,0075

0,0015

0,0020

Paciente 12

0,0101

0,0065

0,0074

0,0054

0,0045

0,0052

0,0054

0,0036

0,0040

0,0092

0,0083

0,0093

0,0081

0,0058

0,0066

0,0054

0,0044

0,0050

Paciente 13

0,0102

0,0056

0,0064

0,0089

0,0056

0,0063

0,0099

0,0050

0,0058

0,0105

0,0058

0,0066

0,0094

0,0047

0,0053

0,0089

0,0060

0,0069

Paciente 14

0,0132

0,0067

0,0076

0,0080

0,0062

0,0072

0,0056

0,0032

0,0038

0,0123

0,0084

0,0096

0,0073

0,0044

0,0051

0,0055

0,0033

0,0040

Paciente 15

0,0089

0,0035

0,0042

0,0094

0,0047

0,0055

0,0077

0,0016

0,0023

0,0112

0,0065

0,0075

0,0077

0,0014

0,0022

0,0082

0,0027

0,0033

Paciente 16

0,0075

0,0027

0,0033

0,0068

0,0034

0,0042

0,0055

0,0021

0,0026

0,0073

0,0028

0,0032

0,0057

0,0023

0,0027

0,0057

0,0030

0,0033

Paciente 17

0,0087

0,0038

0,0045

0,0085

0,0036

0,0043

0,0040

0,0026

0,0030

0,0084

0,0033

0,0039

0,0073

0,0044

0,0051

0,0064

0,0038

0,0044

Paciente 18

0,0087

0,0028

0,0035

0,0070

0,0030

0,0036

0,0065

0,0020

0,0022

0,0090

0,0037

0,0047

0,0070

0,0022

0,0027

0,0070

0,0029

0,0033

Paciente 19

0,0091

0,0029

0,0035

0,0068

0,0021

0,0030

0,0053

0,0021

0,0024

0,0109

0,0030

0,0043

0,0059

0,0011

0,0018

0,0056

0,0023

0,0029

Paciente 20

0,0117

0,0055

0,0064

0,0085

0,0030

0,0035

0,0082

0,0039

0,0047

0,0098

0,0039

0,0048

0,0133

0,0081

0,0093

0,0073

0,0029

0,0035




Derivacdes Eletrocardiograficas

\4!

V2

V3

V4

V5

Vé

E. Ap. E. Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E. Fu.

E. Ap.

E. Am.

E.Fu. E.Ap. E. Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E.Fu. E.Ap. E.Am.

E. Fu.

Paciente 1

0,0081

0,0023

0,0027

0,0076

0,0025

0,0027

0,0090

0,0022

0,0029

0,0096

0,0038

0,0044

0,0079

0,0025

0,0028

0,0080

0,0023

0,0028

Paciente 2

0,0051

0,0013

0,0022

0,0073

0,0028

0,0031

0,0082

0,0029

0,0038

0,0065

0,0026

0,0031

0,0050

0,0015

0,0020

0,0054

0,0019

0,0023

Paciente 3

0,0068

0,0019

0,0026

0,0077

0,0025

0,0028

0,0090

0,0033

0,0039

0,0100

0,0026

0,0029

0,0098

0,0036

0,0039

0,0086

0,0024

0,0026

Paciente 4

0,0081

0,0022

0,0028

0,0134

0,0023

0,0025

0,0119

0,0031

0,0035

0,0124

0,0022

0,0025

0,0128

0,0044

0,0052

0,0136

0,0070

0,0078

Paciente 5

0,0080

0,0029

0,0033

0,0073

0,0029

0,0034

0,0079

0,0036

0,0040

0,0081

0,0019

0,0026

0,0107

0,0035

0,0039

0,0092

0,0022

0,0029

Paciente 6

0,0060

0,0016

0,0022

0,0070

0,0021

0,0024

0,0092

0,0036

0,0042

0,0077

0,0024

0,0026

0,0058

0,0012

0,0013

0,0064

0,0018

0,0022

Paciente 7

0,0071

0,0021

0,0025

0,0098

0,0030

0,0030

0,0119

0,0030

0,0032

0,0091

0,0021

0,0027

0,0086

0,0031

0,0037

0,0099

0,0023

0,0028

Paciente 8

0,0090

0,0066

0,0075

0,0044

0,0020

0,0023

0,0041

0,0024

0,0027

0,0052

0,0037

0,0040

0,0074

0,0044

0,0051

0,0064

0,0030

0,0037

Paciente 9

0,0059

0,0034

0,0043

0,0056

0,0024

0,0030

0,0079

0,0036

0,0039

0,0138

0,0058

0,0063

0,0132

0,0031

0,0034

0,0157

0,0036

0,0041

Paciente 10

0,0121

0,0044

0,0041

0,0132

0,0035

0,0035

0,0060

0,0014

0,0017

0,0056

0,0012

0,0017

0,0072

0,0033

0,0037

0,0080

0,0028

0,0034

Paciente 11

0,0078

0,0019

0,0023

0,0073

0,0020

0,0026

0,0080

0,0024

0,0029

0,0085

0,0017

0,0021

0,0086

0,0021

0,0027

0,0082

0,0020

0,0027

Paciente 12

0,0099

0,0045

0,0050

0,0087

0,0021

0,0029

0,0098

0,0029

0,0033

0,0077

0,0019

0,0024

0,0087

0,0025

0,0031

0,0090

0,0026

0,0035

Paciente 13

0,0088

0,0046

0,0051

0,0101

0,0025

0,0030

0,0090

0,0030

0,0037

0,0104

0,0047

0,0053

0,0110

0,0049

0,0056

0,0096

0,0044

0,0050

Paciente 14

0,0079

0,0031

0,0036

0,0090

0,0026

0,0030

0,0083

0,0023

0,0026

0,0093

0,0024

0,0028

0,0093

0,0029

0,0034

0,0091

0,0033

0,0043

Paciente 15

0,0083

0,0039

0,0047

0,0088

0,0019

0,0023

0,0087

0,0018

0,0022

0,0095

0,0022

0,0026

0,0105

0,0026

0,0033

0,0099

0,0028

0,0036

Paciente 16

0,0059

0,0031

0,0036

0,0068

0,0019

0,0023

0,0085

0,0019

0,0023

0,0086

0,0023

0,0026

0,0080

0,0031

0,0032

0,0078

0,0027

0,0032

Paciente 17

0,0090

0,0033

0,0038

0,0080

0,0029

0,0032

0,0076

0,0033

0,0038

0,0084

0,0022

0,0028

0,0101

0,0034

0,0038

0,0096

0,0024

0,0029

Paciente 18

0,0091

0,0036

0,0034

0,0093

0,0037

0,0045

0,0099

0,0022

0,0027

0,0088

0,0028

0,0034

0,0084

0,0034

0,0037

0,0080

0,0029

0,0032

Paciente 19

0,0097

0,0049

0,0058

0,0089

0,0022

0,0027

0,0109

0,0013

0,0017

0,0108

0,0015

0,0018

0,0114

0,0026

0,0033

0,0108

0,0028

0,0035

Paciente 20

0,0098

0,0033

0,0046

0,0101

0,0032

0,0037

0,0126

0,0046

0,0055

0,0115

0,0041

0,0048

0,0108

0,0028

0,0035

0,0117

0,0036

0,0042
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Tabela 7.5. Média das entropias das derivagdes - ECG normal.

ECG normal
Média dos pacientes
Derivacgoes
E. Ap. E. Am. E. Fu.
D1 0,0104566 0,0046793  0,0054577
D2 0,0104425 0,0048241 0,0054896
D3 0,0114412  0,006309 0,0071341
aVR 0,0103033  0,0046675 0,0053544
aVL 0,0104801 0,0056402 0,0064901
aVF 0,0109044  0,0054668 0,0063284
Vi 0,0041567 0,0041567  0,0048004
V2 0,0093754  0,0035951 0,0041893
V3 0,0098452  0,0035381 0,0041352
V4 0,0102548 0,0035286 0,0040439
V5 0,0101529 0,0033011 0,0037534
V6 0,0097363  0,0032414 0,0037284

Tabela 7.6. Média das entropias das derivagdes - IAM anterior.

IAM anterior

Média dos pacientes

Derivacoes
E. Ap. E. Am. E. Fu.

D1 0,00887685 0,00499295  0,0056223
D2 0,0095106 0,0046884  0,0053581
D3 0,0092534  0,0051479 0,003983071

aVR 0,00932545 0,0051874  0,0058793
aVL 0,00912875 0,00507665 0,0057985
aVF 0,00933415 0,0048665 0,00549435
Vi 0,0068072 0,00298615 0,00350635
V2 0,0062806 0,0025217  0,002992
V3 0,00605455 0,00245735  0,002848
V4 0,006505 0,00301895 0,00350625
V5 0,00730625 0,0033045  0,0037781

V6 0,00732425 0,0035484  0,0040423




CAPITULO 7. AVALIACAO DA ENTROPIA DOS SINAIS ELETROCARDIOGRAFICOS

113

Tabela 7.7. Média das entropias das derivagdes - [AM inferior.

IAM inferior
Média dos pacientes
Derivacgoes
E. Ap. E. Am. E. Fu.
D1 0,0092578  0,0040032 0,0047318
D2 0,0075676  0,0033937  0,0040382
D3 0,0071118  0,002996  0,0035318
aVR 0,0090589 0,00425475 0,00503105
aVL 0,00795835 0,00370425 0,00438025
aVF 0,00723305 0,0048665 0,00384595
Vi 0,00811685 0,0032475 0,0038058
V2 0,00850885 0,00255255 0,00294025
V3 0,0089209 0,0027327  0,0032299
V4 0,0090827 0,00269285 0,00316545
V5 0,00924975 0,0030455 0,00353045
V6 0,00924135 0,0029497  0,0035248

Tabela 7.8. Média e soma das entropias das deriva¢des - ECG normal.

ECG normal
Entropia Entropia Entropia
Aproximada Amostral Fuzzy
Média 0,0097958 0,0044123 0,0050754
Soma das 0,1175491 0,0529476 0,0609046
médias

Tabela 7.9. Média e soma das entropias das derivagdes - JAM anterior.

IAM anterior

Entropia Entropia Entropia
Aproximada Amostral Fuzzy
Média 0,0079756 0,0039831 0,0046484
Soma das 0,0957071 0,0477969 0,05578077
médias




CAPITULO 7. AVALIACAO DA ENTROPIA DOS SINAIS ELETROCARDIOGRAFICOS

114

Entropia

0,012
0,011
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0,009
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o

Tabela 7.10. Média e soma das entropias das derivagdes - IAM inferior.

IAM inferior
Entropia Entropia Entropia
Aproximada Amostral Fuzzy
Média 0,0084423 0,0033699 0,003813
Soma das 0,1013079 0,0404392 0,0457557
meédias
D1 D2 D3 avVR avVL aVF V1 V2 V3 V4 V5 V6
Derivagbes Eletrocardiograficas
= Entropia aproximada m Entropia amostral m Entropia fuzzy

Figura 7.7. Avaliac¢do da entropia para 20 eletrocardiogramas normais.
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Derivacoes Eletrocardiograficas

B Entropia aproximada B Entropia amostral B Entropia fuzzy

Figura 7.8. Avaliacdo da entropia para 20 eletrocardiogramas de pacientes acometidos por IAM anterior.
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0,009
0,008
0,007
S 0,006
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£ 0,005
[
W 0,004
0,003
0,002
0,001
0
DI D2 D3 avR avL avF V1 V2 V3 V4 V5 V6

Derivacdes Eletrocardiograficas

m Entropia aproximada  m Entropia amostral = Entropia fuzzy

Figura 7.9. Avaliacdo da entropia para 20 eletrocardiogramas de pacientes acometidos por IAM inferior.
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7.5 Discussao

= Avaliacio inicial da entropia:

A partir da andlise das 48 derivacdes eletrocardiograficas, as quais incluiram as
derivagdes periféricas e precordiais de pacientes normais e acometidos por infarto do
miocardio, verificou-se que a entropia diminuiu nos tragados caracteristicos de IAM.

A Figura 7.1 demonstra a soma das entropias das derivagdes para os quatro pacientes
analisados. As entropias amostral, fuzzy e aproximada tiveram a mesma caracteristica em todos
os sinais, menor entropia no infarto do miocardio. Esta mesma andlise pode ser observada na
Figura 7.2, que retrata a média das entropias para cada paciente.

As Figuras 7.3 e 7.4 representam as analises da entropia dos eletrocardiogramas de
individuos sem alteracdes eletrocardiograficas, com destaque para a elevada entropia em todas
as derivagdes.

J& nas Figuras 7.5 e 7.6 s@o demonstradas as andlises da entropia dos sinais
eletrocardiograficos de pacientes acometidos por infarto do miocéardio. Nota-se a menor

entropia para as derivagdes provenientes de alteragcdes isquémicas.

= Avaliacdo da entropia para 60 pacientes:

Para os pacientes acometidos por infarto do miocardio, foram encontrados valores
menores de entropia. Isso pode ocorrer devido a presenca de corrente de lesdo, com menor
massa miocardica restante, menor sinal elétrico, menor amplitude de QRS e, portanto, menor
variac¢ao do sinal.

Em relacao ao supradesnivelamento do segmento ST, quanto mais derivagdes com
elevacao do segmento ST, menores foram os valores de entropia.

A entropia aproximada possibilitou diferenciag@o entre os eletrocardiogramas normais
e aqueles referentes ao infarto anterior e inferior. Os valores das médias das entropias
aproximadas das derivagdes foram maiores para os eletrocardiogramas normais (Tabela 7.5),
seguidos pelo IAM inferior (Tabela 7.7) e os menores valores foram referentes ao IAM anterior

(Tabela 7.6). O mesmo ocorreu para a soma das entropias (Tabelas 7.8 a 7.10).
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A derivagao V1 localiza-se distante da maior massa miocardica, pois se situa em cima
do atrio direito. Sendo assim, observa-se menor entropia de V1 no ECG normal, em relagao as
demais derivagdes (Figura 7.7). Além disso, observa-se que os valores de entropia do ECG
normal sdo maiores que os valores referentes ao infarto do miocardio.

Quanto a localizagdo do infarto, observou-se que para os pacientes com IAM anterior,
ha menores valores de entropia nas derivagdes V1 a V6 (Figura 7.8). J& para os pacientes com
IAM inferior, verificou-se menor entropia nas derivacdes D2, D3 e aVF (Figura 7.9),
correspondentes a parede do infarto.

Nas derivacdes acometidas, de acordo com a localizacao do infarto, observa-se menor
entropia.

No infarto inferior, observa-se menor massa miocardica acometida. Ja no infarto
anterior, verifica-se menor entropia, pois ha supradesnivelamento em maior niimero de
derivagdes — massa maior acometida, em relagdao ao IAM inferior.

O IAM determina um sinal eletrocardiografico mais previsivel, portanto com menor
variabilidade, e menor entropia.

A entropia pode ter valor progndstico, pois quanto maior a massa de ventriculo
acometida, pior o prognostico ¢ determina menor entropia.

Hipoteses a serem testadas:

- Todas as questdes levantadas com relagdo a entropia sdo bastante recentes e definem algumas
hipoteses a serem testadas em futuros estudos;
- Observar se a redugdo da entropia em coronariopatas cronicos poderia preceder a ocorréncia

de eventos isquémicos.

7.6 Conclusao

O eletrocardiograma ¢ um dos exames mais utilizados na pratica clinica para o
diagnodstico, prognostico e acompanhamento da evolucdo de sindromes coronarianas
isquémicas.

A partir do processamento dos sinais eletrocardiograficos ¢ possivel realizar a predicao
de eventos isquémicos, possibilitando tratamento precoce e melhor prognostico para os
pacientes.

Tendo em vista a importancia da andlise das caracteristicas do sinal eletrocardiografico

e das possiveis aplicagdes clinicas, foram realizados esses calculos e avaliagdes
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eletrofisiologicas para analise de uma das possiveis caracteristicas a serem implementadas na
avaliacao destes sinais.

Portanto, a entropia mostrou-se uma importante caracteristica para a discriminacgdo de
tracados sem alteragdes eletrocardiograficas e aqueles com alteragdes relacionadas a ocorréncia
de coronariopatias. Além de distinguir tragados eletrocardiograficos de pacientes acometidos

por infarto do miocérdio e diferencia-los quanto a localizagao, anterior ou inferior.
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CAPITULO 8

8 CONCLUSAO

O diagndstico do infarto agudo do miocardio ¢ realizado a partir da verificagdo de
alteracdes no exame clinico, alteragdes eletrocardiograficas e biomarcadores elevados, dentre
estes, destaca-se a troponina T e proteina C reativa.

A proteina C reativa ¢ uma proteina de fase aguda considerada marcador para
inflamacdo e para doencas cardiovasculares. Evidéncias indicam que a aterosclerose ¢ uma
doenga inflamatdria imune-mediada. O exame de PCR tem alta sensibilidade para predi¢ao de
risco cardiovascular.

A troponina T ¢ um importante biomarcador de eventos isquémicos, a qual ¢ utilizada
para confirmagao do diagnoéstico de infarto do miocérdio, juntamente com alteragdes clinicas e
eletrocardiograficas. A troponina destaca-se entre os biomarcadores, devido a sua alta
sensibilidade, especificidade e importancia clinica.

Tendo em vista a importancia de melhoria dos métodos de deteccao e quantificacao dos
biomarcadores, esta pesquisa consistiu no desenvolvimento de imunossensores para deteccao
de PCR e TnT.

Os imunossensores desenvolvidos para detec¢do de proteina C reativa com utilizagao
de voltametria de pulso diferencial (eletrodo screen printed de ouro) e ressonancia de plasma
de superficie (eletrodo de ouro) demonstraram eficacia e potencial utilizagdo como auxilio
diagnéstico e monitoramento da evolugdo de situagdes clinicas associadas a cardiopatias. Além
disso, os resultados de microscopia de forga atdmica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica comprovaram a eficacia da diferenciacdo entre pacientes positivos e negativos.

O imunossensor desenvolvido para detecg¢@o de troponina T, com utilizagdo do eletrodo

screen printed de grafite e detec¢do dos picos de oxidagdo por meio de voltametria de pulso
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diferencial, demonstrou eficacia e potencial utilizagdo como auxilio diagnostico do infarto do
miocardio. A microscopia de forga atdmica demonstrou a modificacdo da morfologia da
superficie dos eletrodos e dos valores de rugosidade, sendo possivel distinguir os soros de
pacientes positivos e negativos.

Além disso, para associar a deteccdo mais rapida dos biomarcadores com
aprimoramento da analise eletrocardiografica, desenvolveu-se um software para digitalizagao
de eletrocardiogramas impressos, para posterior calculo da entropia eletrocardiografica.

O software ECGLab foi eficiente para a conversao dos eletrocardiogramas impressos em
sinais digitalizados, com medidas das duracdes e amplitudes das ondas e dos intervalos
eletrocardiograficos muito proximas as medidas manuais realizadas nos ECGs impressos.

Os resultados obtidos com os testes demonstraram concordancia significativa entre os
eletrocardiogramas derivados de tracados impressos e os sinais digitais adquiridos e processados
pelo software ECGLab, que pode ser uma aplicacgdo util para a utilizagdo em hospitais, clinicas
de cardiologia e unidades de dor tordcica, além de possibilitar a realizacdo de projetos de
pesquisa que envolvam processamento e analise destes sinais.

O processamento dos sinais eletrocardiograficos possibilita a realizagao da predi¢ao de
eventos isquémicos, possibilitando tratamento precoce e melhor prognostico para os pacientes.
Realizou-se assim, a partir dos sinais digitalizados, o calculo da entropia aproximada, amostral
e fuzzy.

A entropia mostrou-se uma importante caracteristica para a discriminacao de tragados
sem alteragdes eletrocardiograficas e aqueles com alteragdes relacionadas a ocorréncia de
coronariopatias. Além de distinguir tracados eletrocardiograficos de pacientes acometidos por
infarto do miocardio e diferencia-los quanto a localizagdo, anterior ou inferior.

Portanto, a implementacdo de biossensores como auxilio diagndstico do infarto do
miocardio possibilita a realizacdo de diagnosticos mais rapidos, decisdo precoce do tratamento
necessario e possivel encaminhamento para revascularizagao miocardica, acompanhamento da
evolucao clinica por meio de biomarcadores e melhor progndstico dos pacientes.

A partir da obtengdo de dados eletrofisiologicos e os dados referentes aos
imunossensores (detec¢do e quantificacdo de PCR e TnT), € possivel realizar a avaliagdo e
acompanhamento da evolucao dos pacientes. Sendo assim, ha contribui¢do para a obtengao de
um diagndstico mais rapido, a partir do célculo da entropia e utilizagdo de imunossensores e

melhor prognostico na sindrome corondaria aguda.
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