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Resumo: O infarto consiste em uma obstrucdo da arté-
ria coronéria e na consequente interrupgdo do suprimen-
to sanguineo para determinada regido miocérdica. O
rapido diagndstico da sindrome coronariana isquémica é
importante para que a terapéutica adequada seja esco-
Ihida precocemente, sendo possivel assim, a obtencéo
de melhor prognostico. O diagnostico do infarto do
miocérdio ¢ realizado a partir do exame clinico, avalia-
cao de alteragBes eletrocardiograficas e elevagdo dos
biomarcadores. Devido a alta incidéncia de doencgas
cardiovasculares, observa-se a importancia da rapida
deteccdo e quantificacdo de marcadores bioquimicos de
lesdo miocéardica para a obtengdo de um diagndstico
preciso. Destaca-se a necessidade do desenvolvimento e
avaliacdo clinica de biossensores para monitoramento
desses biomarcadores em fluidos corporais. Nesta pes-
quisa é apresentado um biossensor desenvolvido para
deteccdo de proteina C reativa (PCR), que é uma protei-
na de fase aguda, liberada em processos inflamatérios.
ConcentracBes crescentes de PCR possuem associacao
com risco de eventos cardiovasculares. Utilizou-se a
ressonancia de plasma de superficie para deteccdo da
proteina C reativa. O sensor foi avaliado a partir de
testes realizados com soro de pacientes acometidos por
infarto do miocardio, os quais obtiveram valores positi-
vos para proteina C reativa e pacientes do grupo contro-
le, com resultado negativo para proteina C reativa. Os
resultados obtidos demonstraram que o biossensor de-
senvolvido para deteccdo de PCR demonstrou eficacia e
potencial utilizacdo para o diagnostico de cardiopatias.

Palavras-chave: biossensor, infarto do miocérdio,
proteina C reativa, ressonancia de plasma de superficie.

Abstract: Myocardial infarction consists of a coronary
artery obstruction and the consequent interruption of
blood supply to a myocardial region. Rapid diagnosis of
ischemic coronary syndrome is important to the
definition of the appropriate therapy, so that it is
possible to obtain a better prognosis. The diagnosis of
myocardial infarction is performed from the clinical
examination, assessment of electrocardiographic
changes and elevated biomarkers. Due to the high
incidence of cardiovascular disease, it was observed the
importance of early detection and quantification of
biochemical markers of myocardial injury in order to
obtain an accurate diagnosis. It was highlighted the
need of the development and clinical evaluation of
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biosensors for monitoring these biomarkers in body
fluids. This research presents the development of a
biosensor for the detection of C reactive protein (CRP),
which is an acute phase protein, released in
inflammatory processes. Increasing concentrations of
CRP have association with risk of cardiovascular
events. We used the surface plasmon resonance for the
detection of C reactive protein. The sensor was
evaluated from tests performed with sera from patients
suffering from myocardial infarction, which showed
positive values for C reactive protein and control
patients with negative results for C reactive protein. The
results demonstrated that the biosensor developed to
detect CRP demonstrated efficacy and potential use in
the diagnosis of heart diseases.

Keywords: biosensor, myocardial infarction, C reactive
protein, surface plasmon resonance.

Introducéo

O infarto do miocéardio est4 associado a interrupgao
do fluxo sanguineo para uma determinada area, devido a
obstrucdo completa ou parcial da artéria coronaria
responsavel por sua irrigacdo. A extensdo da necrose
depende de vérios fatores, tais como o calibre da artéria
acometida e tempo de evolugdo da obstrucédo [1].

Marcadores bioguimicos cardiacos sdo
componentes das estruturas celulares liberadas na
circulagdo quando ocorre lesdo do miocardio. Os testes
para quantificacdo dessas macromoléculas no soro
sanguineo sdo relevantes devido a obtencdo de
informagdes associadas a severidade e estagio da lesdo
cardiaca [2, 3].

As doengas cardiovasculares aparecem em
primeiro lugar entre as causas de morte no Brasil,
aproximadamente 300 mil 6bitos anuais, representando
quase um terco dos ébitos totais e 65% do total de
mortes na faixa etdria de 30 a 69 anos de idade,
atingindo a populacéo adulta em plena fase produtiva.
Em 2007 foram registradas 1.157.509 internacdes por
doencas do aparelho circulatério, gerando alto custo
para os cofres publicos [4].

Segundo a Organizacdo Mundial de Salde,
aproximadamente 17  milhGes de  pessoas,
mundialmente, morrem de doencas cardiovasculares.
Estima-se que até 2015, 20 milhdes de pessoas morram
devido a doencas cardiovasculares (principalmente
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infarto agudo do miocardio e acidente vascular
enceféalico).

A proteina C reativa é uma proteina de fase aguda,
liberada em processos inflamatorios.  Estudos
epidemiolégicos demonstraram associagdo entre o risco
de eventos cardiovasculares e concentragdes crescentes
daPCR[5-7].

A PCR estd sendo considerada como marcador
padrdo-ouro para inflamagdo e para doencas
cardiovasculares.  Evidéncias indicam que a
aterosclerose é uma doenca inflamatéria imune-mediada
[8].

A associagdo da PCR as sindromes coronarianas
consiste em sua fungdo no desenvolvimento de
processos inflamatdrios na aterosclerose, como: inducdo
da expressdo de moléculas de adesdo, redugdo da
producdo de éxido nitrico pelas células endoteliais [9] e
aumento da captura de lipoproteina de baixa densidade
(LDL) pelos macréfagos [7], fatores que contribuem
para o0 desenvolvimento e progressdo da placa
aterosclerdtica.

Observa-se a possibilidade de estratificagdo de
categorias de risco cardiovascular, de acordo com a
concentracdo  detectada de PCR (Figura 1).
Concentrac@es abaixo de 1 mg/L sdo associadas a baixo
risco, entre 1 e 3 mg/L sdo indicativas de risco
moderado e acima de 3 mg/L demonstram alto risco.
Valores acima de 10 mg/L sdo considerados sugestivos
de alteragdes e possivel resposta de fase aguda [7, 10].

1 mg/dL 3 mg/dL 10 mg/dL > 100 mg/dL
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Figura 1: Interpretacéo clinica da proteina C reativa para
predicdo de risco cardiovascular.

Para deteccdo da proteina C reativa, podem-se utili-
zar transdutores épticos, os quais funcionam por meio
de medidas de absorcdo ou emissdo de luz a partir de
uma reacdo bioquimica. Neste tipo de biossensor, ondas
de luz sdo guiadas por meio de fibras Gpticas para um
detector adequado [11]. Um exemplo é a ressonéncia de
plasma de superficie (SPR).

Devido a alta incidéncia de  doencas
cardiovasculares, destaca-se a necessidade do
desenvolvimento e avaliagdo clinica de biossensores
para monitoramento de biomarcadores em fluidos
corporais, de maneira rapida, eficaz, sensivel e
especifica para a obtengdo de um diagndstico preciso.

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de
um biossensor para detec¢do de proteina C reativa,
devido a associacdo desta com doencas cardiovasculares
e a importancia da quantificagdo dessa proteina para
auxilio diagnostico e utilizacdo durante a evolucdo
clinica do paciente. Sendo assim, esta pesquisa
apresenta os testes realizados com soros de pacientes
positivos e negativos para proteina C reativa, utilizando
SPR, com a finalidade de desenvolver um biossensor a
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partir da interacdo antigeno-anticorpo para detecgdo e
discriminacéo desta molécula.

Materiais e métodos

O imunossensor foi desenvolvido sobre a superficie
do eletrodo de ouro (Figura 2) e avaliado por
ressonancia de plasma de superficie (Figura 3).

O principio de desenvolvimento do sensor a partir da
SPR envolve um feixe luminoso que atravessa um
prisma e alcanca uma superficie de ouro, de forma a
excitar os plasmons de superficie. As alteragdes nas
proximidades da interface metal/ambiente proporcionam
uma alteracdo nas condicOes de ressonancia 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, 0 que possibilita o
monitoramento de alteracfes na superficie do sensor, a
partir do acompanhamento do angulo de ressonancia em
funcdo do tempo. Sendo assim, o monitoramento do
indice de refracdo nas proximidades da superficie do
sensor torna possivel a aplicagdo da técnica de SPR para
obter informagGes em tempo real [12, 13]. Além disso, é
possivel monitorar a refletividade em funcdo da

variacdo do comprimento de onda [14].

Figura 3: Ressonancia de plasma de superficie.

As coletas de soro sanguineo dos pacientes foram
realizadas no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia.
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A quantificagdo da proteina C reativa foi realizada
por teste imunoturbidimétrico, com concentracdo de
224 pg.ml para o paciente positivo, acometido por
infarto do miocéardio, com alteracdo de PCR e
concentracédo de 5 pg.ml* para o paciente negativo, sem
alteracBes relacionadas a sindrome coronariana
isquémica.

Foram utilizados 100 microlitros de anticorpo (anti-
PCR) e 100 microlitros de antigeno (soro de pacientes
acometidos por infarto do miocéardio). Utilizou-se
solucdo de caseina para bloquear a superficie de ouro e
as lavagens foram realizadas com tampdo fosfato entre
as fases de imobilizacédo, blogueio da superficie e adi¢do
de soro. Foram realizados testes com soros positivo e
negativo para PCR.

Resultados

O resultado obtido nos testes de SPR apresentados
na Figura 4 demonstra que houve discriminagdo angular
entre 0s soros positivo e negativo. O valores angulares
do paciente positivo foi de 657,42 m°® e do paciente
negativo foi de 130,16 m°.
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Figura 4: Discriminacdo dos soros positivo e negativo
para proteina C reativa.

Para validar o sistema, testes em triplicatas foram
realizados para cada tipo de soro positivo e negativo,
conforme demonstrado na Figura 5.

As médias e desvios padrdes dos valores angulares
dos soros testados de pacientes foram: 690,59 + 82,92
m° para o paciente positivo e 111,55 + 58,06 m° para o
paciente negativo.
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Figura 5. Média e desvio padrdo da triplicata realizada
para pacientes positivo e negativo para proteina C
reativa.
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Discussao

O desenvolvimento de biossensores para a
quantificacdo da proteina C reativa é relevante para a
pratica clinica e para associagdo desta enzima com
processos inflamatorios, principalmente relacionados a
sindromes coronarianas isquémicas. A ressonancia de
plasma de superficie € um método Optico que quantifica
a mudanga do indice de refracdo devido a interacdo
antigeno-anticorpo.

Os imunossensores fundamentam-se no uso de um
anticorpo que reage especificamente com um antigeno.
A imobilizacdo do receptor (anticorpo) sobre um
substrato transdutor é realizada para aplicagbes de
reconhecimento  biomolecular para deteccdo da
molécula alvo (antigeno) presente na solucdo. A
especificidade da interacdo antigeno-anticorpo permite
0 desenvolvimento de sensores para diagnésticos
clinicos.

Os fatores que tornam a proteina C reativa um bom
marcador sdo: a resisténcia a quebra entre a coleta da
amostra e a realizacdo do exame laboratorial, a presenca
no sangue somente quando estd sendo produzida no
figado por estimulo e as analises altamente sensiveis de
PCR, que podem medir niveis dentro da faixa normal
(0,0 a 0,5 mg/dL). Tem sido sugerido que um nivel de
PCR até 1mg/dL indica uma inflamacdo de baixo grau e
acima deste valor podera ser utilizado como um
marcador para prognéstico de eventos cardiovasculares
[7]. Foi utilizado o soro humano de pacientes com
valores baixos de PCR para que este soro oferecesse um
algulo padrdo do indice de refracdo do soro sem PCR.
Desta forma foi possivel iniciar o estudo de
sensibilidade deste imunossensor quando o soro de
paciente positivo foi testado no SPR com concentragdes
elevadas de PCR.

A discriminagdo angular entre os soros demosntra
que o sistema foi eficaz na seletividade para PCR dentre
0s outros componentes do soro.

O teste em SPR tem a capacidade de ser realizado
em menor tempo quando comparado as técnicas atuais
utilizadas. Além disso, o dispositivo possibilita a
utilizacdo de pequena quantidade de amostra e a
realizacdo de medicfes continuas, sendo portanto, um
dispositivo inovador e promissor para avaliacdo de
cardiopatias.

Conclusao

Tendo em vista a importdncia de diagndstico
precoce da sindrome coronariana isquémica, observa-se
a importancia do desenvolvimento e validagdo de
biossensores para deteccdo de marcadores de leséo
miocardica, além da importdncia da deteccdo de
proteinas de fase aguda, liberada em processos
inflamatorios e associadas a eventos cardiovasculares,
de acordo com o crescente aumento de suas
concentracgdes.

O biossensor desenvolvido para deteccdo de
proteina C reativa com utilizagdo da ressonancia de
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plasma de superficie demonstrou eficacia e potencial
utilizacdo como auxilio diagnéstico de cardiopatias.

O desenvolvimento e aplicacBes clinicas de
biossensores propiciam avanco cientifico e tecnoldgico
na area de cardiologia, com destaque para as
possibilidades de insercdo de novos dispositivos na
prética clinica e consideravel melhoria no diagnostico
de pacientes acometidos por infarto do miocardio.

Portanto, a implementagdo de biossensores como
auxilio diagndstico da sindrome coronariana isquémica
possibilita a realizacdo de diagndsticos mais rapidos,
decisdo precoce do tratamento necessario e possivel
encaminhamento para revascularizagdo miocéardica,
acompanhamento da evolugdo clinica a partir de
biomarcadores e melhor prognéstico dos pacientes.
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