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5.

Discussao e Conclusoes

Neste capitulo s&o discutidos os resultados obtidos por meio do estudo da
influéncia da resolugédo espacial e temporal no mapeamento Optico da atividade
elétrica cardiaca. Também sdo apresentadas as conclusfes, e as perspectivas e
trabalhos futuros gerados por meio deste estudo.

Este capitulo foi dividido em trés partes: Influéncia da resolugéo espacial e
temporal em mapeamentos Opticos da atividade cardiaca; Conclusdes; e

Perspectivas e Trabalhos Futuros.

5.1
Influéncia da Resolucdo Espacial e Temporal em mapeamentos

opticos da atividade cardiaca

Neste trabalho, por meio de estudos experimentais e simulados, € feita a
analise da influéncia da resolucdo espacial e temporal na morfologia de potenciais
de agdo dpticos (OAP) e na identificacdo de padrdes da propagacao da atividade
elétrica cardiaca em mapas Opticos.

A visualizacdo da propagacdo da atividade elétrica em mapeamentos
opticos realizados em corac6es isolados procura identificar os padrdes normais e
patoldgicos da conducdo do estimulo elétrico no tecido cardiaco. No entanto, essa
identificacdo pode ser prejudicada pela resolucdo espacial utilizada durante a
medicdo do sinal de fluorescéncia emitido pelas células cardiacas.

Em tecidos cardiacos, um padrdo de excitagdo circular e reentrante é
associado a frentes de onda interagindo com bloqueios ou obstaculos estruturais.
Ambas as interages envolvem dispersdo da corrente local em frente de ondas
convexas, com a diminuigéo da velocidade de conducéo local, e uma mudanca na
ativacdo de correntes de despolarizagcdo localizadas [19,74-76]. Portanto, a
curvatura da frente de onda é um fator importante para a determinagdo de
diminuicdo da velocidade de conducdo, blogueios na condugdo e arritmias

reentrantes. Na maioria dos casos, a diminuicdo da velocidade ou bloqueio da
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conducéo ocorre de forma localizada no tecido, enquanto a conducgéo da atividade
elétrica se mantém em outros locais. Essa heterogeneidade da conducéo é um fator
importante para a iniciagdo de excitagcbes circulares e a possibilidade de

ocorréncia de arritmias reentrantes.

As analises qualitativas realizadas neste trabalho por meio da visualizagédo
de mapas da ativacdo elétrica do coracdo e da morfologia do potencial de acéo
(apresentados na secdo 4.4.1) mostraram que a maior resolucdo espacial dos
mapas permite uma melhor visualizagdo da curvatura da frente de onda da
propagacdo da atividade elétrica. Da mesma forma, baixas resolucdes espaciais
prejudicam a visualizacdo da curvatura da frente de onda e a identificacdo e
localizacdo de bloqueios, além de distorcer os registros de potenciais de acdo
locais dificultando a anélise do comportamento eletrofisioldgico do tecido, pois
altera parametros eletrofisioldgicos.

Correlacdes entre parametros eletrofisiologicos da morfologia do upstroke

e a orientacdo da frente de onda da propagacdo da atividade elétrica determinam
uma relacfo linear entre Ve* e o parametro ¢ da frente de onda que esta se

propagando. Segundo Zemlin et al. [14], valores do parametro V£* ~ 0,4 indicam
frentes de onda movendo-se paralelas a superficie do coracdo, valores de Vg* ~
0,2 indicam frentes de onda que se afastam da superficie do coracédo e valores de
VE* ~ 0,6 indicam frentes de onda que se aproximam da superficie cardiaca.

As anélises quantitativas realizadas neste trabalho para estimar a influéncia
da resolucdo espacial em pardmetros do upstroke dos potenciais de acédo
simulados (Tsmax), Vsmaxy € Vs*) e experimentais (Trmax), Vemay € VEY),
apresentadas na secdo 4.4, mostraram que a reducdo da resolucdo espacial
deforma o sinal, modificando os valores dos parametros morfoldgicos calculados.

A integracdo espacial da atividade elétrica por meio da simulacdo de um
grupo de 125 células (APayg) apresentou diferengas nos valores dos parametros do
upstroke em relacdo a célula Unica (Tabela 1). A Tabela 5 mostra os parametros
do upstroke (Tsmax), Vsmax) € Vs*) dos potenciais de agdo simulados para uma
célula (APc) e para o grupo de 125 células (AP,g) com resolucdo temporal de
0,1ms.
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Tabela 5: Parametros Tsmax), Vsmax) € Vs* do upstroke dos potenciais de
acdo simulados para uma célula (APce) e para o grupo de 125 células (APayg),
com resolucao temporal de 0,1ms.

Resolugdo Pardmetros
Espacial TS(max) (ms) VS(max) (mV) VS*
Célula Unica 2,7 (Ref) 5,37 (Ref.) 0,72  (Ref)

Média de 125 células 3,3 22,22%  -39,17 842,70% 0,25  65,40%
(Ref.) = Valor de referéncia

O valor de Vs* para APaq possui uma diferenca de 65,40% em relagéo a
AP A integracdo espacial de 125 células modifica o valor de Vs*, prejudicando
a interpretacdo do direcionamento das frentes de onda. O pardmetro Vs* para
AP de 0,7168 é o valor de referéncia e indica que as frentes de onda se
aproximam da superficie do coracdo, por outro lado, Vs* para APag € de 0,2480,
conduzindo a interpretacdo de que as frentes de onda se afastam da superficie do
coracdo. Portanto, a reducdo da resolucdo espacial em potenciais de agéo
simulados causou alteracdes em valores de pardmetros morfoldgicos levando a
resultados que possuem interpretacGes eletrofisiologicas opostas.

O ruido contido no sinal experimental € mais uma fonte de distorcdo na
morfologia do potencial de acdo Optico. Desta forma, o estudo da distorcdo
causada pelo ruido por meio de sinais simulados ajuda a quantificar essa distor¢édo
e analisar efeitos causados por processamentos digitais utilizados para melhorar a
qualidade do sinal.

A Tabela 6 apresenta sequencialmente os efeitos causados nos potenciais
de acdo simulados: APy, com resolucdo temporal de 0,1ms; AP,g4 cOmM
resolucdes temporais de 0,1ms e 2,0ms; AP,y com resolucdo de 2,0ms e adicéo de
ruido; e APaq com resolugdo de 2,0ms, adicdo de ruido e aplicacdo do
processamento digital (filtragem por Butterworth e interpolagdo por Spline Fit).
Os efeitos sdo avaliados por meio dos parametros Tsmax, Vsmaxy € Vs* do

upstroke do potencial de agé&o simulado.
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Tabela 6: Parametros Tsmax), Vsmax) € Vs* do upstroke dos potenciais de
acao simulados de AP com resolugéo temporal de 0,1ms; AP,y com resolugao
temporal de 0,1ms e 2,0ms; AP,y com resolugdo temporal de 2,0ms com adi¢éo
de ruido; e AP,q com resolucdo temporal de 2,0ms e aplicacdo de processamento

digital (filtragem por Butterworth e interpolacao por Spline Fit).

Resolugdo Pardmetros Eletrofisiologicos
Temporal TS(max) (ms) VS(max) (mV) VS*
Célula Unica
0,1 ms 2,7 (Ref.) 5,27 (Ref.) 0,72 (Ref.)
Média de 125 células
0,1 ms E 22,22% -39,17 842,70% 0,25  65,40%
2,0 ms 40 48,15% -24,95 573,08% 0,40 44,52%

Média de 125 células com adicéo de ruido*

2,0ms 6.0 122,22% 04,99 5,38% 0,61  14,94%

Média de 125 células com adicdo de ruido e apds aplicacdo de Butterworth e Spline Fit**

2,0ms 3,7 37,04% -19,66 472,77% 0,51 29,03%

* Ruido branco gaussiano

**Butterworth (or.4 Fc 88Hz) e Spline Fit aplicados no potencial de agéio médio do grupo de 125
célula com ruido e com resolugdo temporal de 2,0ms

(Ref.) = Valor de referéncia

Os valores dos parametros Tsmax), Vsmax) € Vs* do APgy foram usados
como referéncia para analise dos efeitos da integracdo espacial, da reducdo da
resolucdo temporal, da adicdo de ruido e do processamento digital. O sinal
integrado espacialmente com adi¢do de ruido apresentou menor variacdo do
pardmetro Vs* em relagdo a referéncia (APc), sendo que este fato se deve a
alteracdo extrema que o mesmo apresentou no parametro Tsmax (122,22%),
resultando em Vsmax) mais elevado e, coincidentemente, mais proximo ao valor
5,27 mV de referéncia.

Para o parametro Tsmax), 0 processamento digital aplicado no AP,y com
resolucdo temporal de 2,0ms e adicéo de ruido ndo s6 atenuou a distor¢do causada
pelo ruido, resultou em valores dos parametros que ndo sO retornam para o sinal
original sem ruido (APagy com resolucdo temporal de 2,0ms), mas também se
aproximam dos resultados gerados com melhor resolucdo temporal, j& que a

distor¢do dos parametros Vsmax) € Vs* para APc com 2,0ms de resolugdo séo
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bem maiores do que os resultados obtidos apds processamento do sinal com
integracdo espacial (APayg), baixa resolucédo temporal (2,0 ms) e adicionado de
ruido.

As variagdes nos valores dos parametros Tsmax), Vsmax) € Vs* ao reduzir-
se a resolucdo temporal (Tabela 5, Tabela 6 e Tabela 8) ou espacial (Tabela 7) sdo
menores para os sinais com integracéo espacial (APayq @ OAP experimental), que
apresentam maior inclinagdo do upstroke, do que as variaces observadas para 0s
sinais do APy, com maior velocidade de despolarizacdo. Hyatt et al. [17]
determinaram que em mapeamentos Opticos em tecidos cardiacos possuindo
varias camadas (como € o caso de medi¢des em coracgdes isolados) a duragdo do
upstroke de potenciais de agdo dpticos é aproximadamente uma ordem de
magnitude maior que a duracdo do upstroke de potenciais de acdo medidos por

meio de microeletrodos no mesmo local, como mostra a Figura 29.
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Figura 29: Duracdo do upstroke de potenciais de acdo, medidos por meio de
mapeamento optico (linhas sélidas) e por meio de microeletrodos (linha
tracejada), como funcdo da velocidade de conducgéo da frente de onde plana. A
variacdo da velocidade se deve a variacdo do acoplamento elétrico das células na
direcdo de propagacao. A duracdo do upstroke do potencial de ac¢éo Optico para
uma onda plana se afastando (linha preta, circulo sélido) e perpendicular (linha
cinza, quadrado sélido) a superficie do tecido, e dos potenciais de acdo medido
eletricamente (linha tracejada), que foram iguais para os dois casos(onda plana se
afastando e perpendicular a superficie). Figura adaptada da referéncia 17.

Como apresentado na secdo 4.1.2, a integracdo espacial contribui para a
menor inclinacdo do upstroke do potencial de acdo Optico em relacdo a potenciais
de acdo medidos por meio de microeletrodos. O potencial de acdo simulado para
uma integracdo espacial de um grupo de 125 células apresentou uma velocidade
de despolarizagdo aproximadamente 20 vezes inferior (28 mV/ms) a do upstroke
do potencial de acdo para uma célula; e duracdo do potencial de agdo 5% maior do
que a do potencial de acdo para uma célula . Utilizando uma aproximacéo linear
do upstroke, o angulo de inclinagcdo obtido para o potencial de agdo gerado pela
integracdo espacial em relacdo ao angulo de inclinacdo para uma célula foi

reduzido em aproximadamente 4% (Figura 15 e Figura 16).
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As variacbes nos valores dos parametros Vg* (experimentais) foram
menores que as variacbes encontradas nos parametros Vs* (simulados),
apresentados na secdo 4.4, provavelmente devido a menor inclina¢do do upstroke
dos potenciais de acdo Opticos quando comparados aos sinais simulados. As
variagdes observadas nos valores dos parametros Trmaxy de OAP experimentais
para os pixels + e O, com diferentes resolucfes espaciais, S&0 um pouco mais
elevadas que as variagdes nos valores dos pardmetros Vg* de OAP para os pixels
e ndo apresentam uma variacao sistematica com a reducéo da resolucéao espacial.

Ao comparar as diferengas entre cada um dos parametros Trmax), VEmax) €
Ve* dos pixels “+” ¢ “O” para as resolugbes espaciais de 0,4mm, 0,8mm,
1,2mm, 1,6mm e 3,2mm obtém-se varia¢des que ultrapassam 300%, como mostra
a Tabela 7.

Tabela 7: Diferenca entre Parametros Trmax), Vrmax) € VF* calculados para
0s potenciais de acéo Opticos entre os pixels + e O, processados por Butterworth
e Spline Fit obtendo resolucéo temporal de 0,1ms para resolucdes espaciais de

0,4mm, 0,8mm, 1,2mm, 1,6mm e 3,2mm.

Resolugdo Pardmetros
EspaCiaI TF(max) (ms) VF(max) (mV) Ve*
Diferenga entre os pardmetros dos pixels “+” e “O”
0,4 mm 1,0 (Ref.) -1,17 (Ref.) -0,02 (Ref.)
0,8 mm 3,3 230,00% 0,92 178,31% 0,02 176,23%
1,2 mm 2,0 100,00% 1,13 196,33% 0,02 198,77%
1,6 mm 1,6 60,00% 1,71 246,20% 0,07 378,69%
3,2 mm 0,7 30,00% -0,41 64,73% -0,06 133,20%

(Ref.) = Valor de referéncia

Os valores das diferengas entre cada um dos parametros Trmax), VEmax) €
Ve* dos OAPs dos pixels “+” ¢ “O” para as resolugdes espaciais de 0,4mm,
0,8mm, 1,2mm, 1,6mm e 3,2mm ndo apresentam comportamento sistematico ao
reduzir a resolucdo espacial. Desta forma, parametros eletrofisioldgicos que
dependem de dois pixels do mapa éptico da atividade elétrica cardiaca, como a
velocidade de conducdo, também tém seus valores alterados.

Ao comparar as diferengas entre cada um dos parametros Trmax), VEmax) €
Ve* dos OAPs dos pixels “+” ¢ “O” para as resolucGes temporais 0,1ms, 0,2ms,
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0,3ms, 0,4ms, 0,5ms e 1,0ms obtidas por meio de processamento digital do sinal

com resolucdo temporal de 2,0ms, as diferengas foram mais distorcidas com a

menor interpolacdo do processamento, e mais intensa para o pardmetro Vg*
(201,23%), como mostra a Tabela 8.

Tabela 8: Diferenca entre Parametros Trmax), Vrmax) € VF* calculados para

0s potenciais de a¢éo Opticos entre os pixels + e O com resolucédo espacial de

0,4mm e processados por Butterworth e Spline Fit obtendo resolugdes temporais

de 0,1ms, 0,2ms, 0,3ms, 0,4ms, 0,5ms e 1,0ms.

Resolug¢do Pardmetros
Temporal* Tr(max) (ms) VE(max) (MV) Ve*
Diferenga entre os pardmetros dos pixels “+” e “O”

0,1 ms 1,0 (Ref.) -1,17 (Ref.) -0,02 (Ref.)
0,2 ms 1,0 0,00% -1,17 0,00% -0,02 2,87%
0,3ms 1,1 10,00% -0,80 31,34% -0,01 45,49%
0,4 ms 1,0 0,00% 1,17 0,00% 0,01 52,87%
0,5 ms 0,9 10,00% -1,49 27,41% -0,04 61,89%
1,0ms 1,4 40,00% 0,26 122,12% 0,02 201,23%

*Butterworth (or.4 Fc 88Hz) e Spline Fit aplicados no potencial de ag¢do optico com resolugdo
temporal de 2,0ms.
(Ref.) = Valor de referéncia

No caso das diferentes resolugdes temporais, os valores das diferencas

entre cada um dos parametros Trmax, Vrmax € VF* dos pixels “+” e “O”,

mostrados na Tabela 8, também apresentam variacdes ao reduzir-se a resolucdo

temporal. De forma similar, parametros eletrofisioldgicos que dependem de dois

pixels do mapa Optico da atividade elétrica cardiaca, como a velocidade de

conducéo, também tem seus valores alterados.

A Tabela 9 resume o comportamento das alteracfes que ocorreram nos

parametros eletrofisioldgicos de tempo e voltagem do upstroke, para os sinais

simulados (Tsmax), Vsmax) € Vs*) e experimentais (Trmax), Vrmax) € Vi) em funcéo

das variacgdes de resolucao espacial ou temporal.
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Tabela 9: Variacdo dos parametros eletrofisioldgicos para os resultados

simulados (A) e experimentais (B), em funcdo da resolucdo espacial ou temporal.

A seta  indica diminuic&o do valor e a seta, T aumento do valor.

Variacao da

*
A Resolu(,‘iio TS(max) VS(max) VS
Simulagao AP Tresolugo T 0 0
temporal
Tresolugéo
imulagao AP
Simulagdo AP,,, temporal d l J
Simulagao AP
IMUIAEA0 Aravg cOM Tresoluggo
resolugao temporal de " 1 1 1
2,0ms, adigao de ruido e . P pN
. . interpolagao
processamento digital
~ . T até resol. temp. de 7T até resol. temp.
. ~ Tresolugdo espacial
Simulagdo i 0,3mse J para de 0,5mse J para
(125 células para . -
AP,; = AP , resolucdes de 0,4 a resolucdesde 1,0 e
uma célula)
2,0ms 2,0ms
Variacao da *
B Resoluc,‘éo TF(max) VF(max) VF
Tresolugdo
3,2mm—>0,4mm* es aciZI T T 0
OAP do Pixel + p
(experimental)
Tresolucdo
3,2mm—>0,4mm* es aciZI T 0 0
OAP do Pixel O p
(experimental)
Tresolugdo
OAP do Pixel + temporal por A A A
0,4mm interpolagdo
(experimental)
Tresolucdo
OAP do Pixel O temporal por A A A
0,4mm interpolacdo

(experimental)

*Butterworth (or.4 Fc 88Hz) e Spline Fit aplicados no potencial de agdo éptico obtendo resolugéio

temporal final de 0,1ms

Nos resultados simulados (Tabela 9A), o aumento da resolugéo temporal

(2,0ms para 0,1 ms) para o potencial de uma célula (AP¢) resultou em elevacgéo

dos valores dos parametros do upstroke (Tsmax) ,Vsmax) € Vs*), mas o oposto foi

observado ao se integrar espacialmente o sinal (APag). O aumento da resolugéo

espacial do sinal simulado, por meio da avaliagdo dos parametros APaq € APce

para as mesmas resolucfes temporais, resultou em reducdo sistemética do valor do
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parametro Tsimax), Mas 0s parametros Vsmax) € Vs* para resolugdes temporais mais
altas, cresceram com o0 aumento a resolucdo espacial, e, contrariamente,
reduziram para as resolugdes temporais menores.

Nos resultados experimentais (Tabela 9B), a variacdo dos parametros
eletrofisiologicos do upstroke (Temax), Vrmax) € Ve*) foi positiva para o aumento
da resolucdo temporal e espacial, porém, ndo apresenta um comportamento

gradual sistemético ao longo das resolugdes intermediarias (Tabela 3 e Tabela 4).

Portanto, as resolucbes temporais e espaciais influenciam nos resultados
das medicGes de mapeamento Optico da atividade elétrica de coracgdes isolados,
podendo introduzir distor¢cGes na morfologia do potencial de acdo déptico e nos
parametros eletrofisioldgicos dos potenciais de acdo obtidos e na interpretacdo da

propagacao da frente de onda de ativacao no tecido cardiaco.

5.2

Conclusdes

No presente trabalho, o estudo dos efeitos das resolugbes temporal e
espacial no mapeamento Optico da atividade elétrica em coracGes isolados de
coelho indica que resolucdes inadequadas introduzem distor¢Ges na morfologia de
potenciais de acdo dpticos que resultam em variacdes ndo-lineares para diferentes
parametros eletrofisioldgicos. Desta forma, é necessario considerar a resolucao da
instrumentacdo e o processamento digital aplicado no sinal 6ptico na elaboragdo e
interpretacdo dos resultados de um estudo eletrofisiologico.

A aplicacao de processamento digital pode diminuir as distor¢des causadas
pela influéncia das resolugbes espacial e temporal nos parametros
eletrofisiol6gicos do upstroke do potencial de acdo. A combinacdo de Butterworth
e Spline Fit mostrou ser confidvel para reduzir o ruido enquanto melhora a
estimativa de parametros do potencial de acdo, como a derivada méxima do
upstroke. Entretanto, os valores para as caracteristicas de cada processamento,
como ordem e frequéncia de corte, devem ser adaptados considerando as
medicOes experimentais e sua instrumentag&o.

A integracdo espacial contribui para a menor inclinagdo do upstroke do

potencial de acdo Optico e as variacfes nos valores dos pardmetros Vs*, ao
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reduzir-se a resolucdo temporal ou espacial, s&o menores para upstrokes de
potenciais de acdo cuja inclinacdo é menor, isto €, upstrokes cuja velocidade de
despolarizacao é mais lenta.

Maiores resolucdes espaciais dos mapas opticos permitem melhores
visualizacdo da curvatura da frente de propagacdo da atividade elétrica. Enquanto
baixas resolugdes espaciais prejudicam a visualizacdo da curvatura da frente de
onda e a identificacdo e localizacdo de bloqueios, além de distorcer os registros de
potenciais de acdo locais dificultando a analise do comportamento
eletrofisiologico do tecido.

A combinacdo de estudos da influéncia do espalhamento de fotons em
mapas Opticos da atividade elétrica de um volume de tecido cardiaco, realizados
recentemente [15-16], com o estudo apresentado neste trabalho descreve a soma
das principais distorcdes do potencial de acdo optico em relacdo ao potencial de

acao medido por microeletrodos.

5.3
Perspectivas e Trabalhos Futuros

> Modelagem matematica da propagacdo da atividade elétrica no tecido

cardiaco por meio de autbmato celular:

Modelagens matematicas com objetivo de simular mapeamentos Opticos
da atividade elétrica no coracdo podem contribuir para analise dos efeitos das
resolugdes temporais e espaciais para propagacdes com diferentes padrbes e
direcGes da frente de onda de ativacéao.

Modelos de autdmato celular que descrevem a propagacdo do potencial de
acdo em uma porcdo planar do tecido cardiaco, incorporando a anisotropia da
conducdo elétrica do tecido e periodo refratario da ativacdo da célula cardiaca,
possibilitam a analise de diversos padrbes de propagacdo (normais e anormais).
Combinando o estudo dos efeitos da integracdo espacial nos modelos de
autdbmato celular sera possivel investigacdo da influencia da forma e direcdo da
frente de onda nas distor¢des do registro do potencial causadas pela reducédo da

resolucgéo espacial.
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> Caracterizacdo eletrofisiologica evolutiva de células-tronco ao longo da

diferenciacdo direcionada a cardiomidcitos:

Estudos clinicos com transplante de células-tronco adultas em 6rgéos e
tecidos vém sendo realizados e os resultados vém se apresentando promissores.
No Brasil pesquisas tém sido desenvolvidas nesta area e transplantes
transendocardicos de células-tronco adultas para tratamento de insuficiéncia
cardiaca cronica e infarto do miocardio tém sido realizados com sucesso. Estes
tratamentos sdo realizados através do implante de células-tronco né&o-
diferenciadas. No entanto, a eficiéncia do transplante destas células ainda nao-
diferenciadas € reduzida, sendo que a eficAcia do tratamento pode ser
significativamente elevada por meio do implante de células-tronco previamente
diferenciadas em direcdo a linhagem cardiomiogénica e, em um caso ideal,
modeladas em um tecido in vitro.

Em trabalho futuro pretende-se realizar estudos por meio de técnicas de
medicdo dptica e modelagens matematicas para avaliacdo e identificacdo da
evolugdo eletrofisiolégica das células-tronco adultas direcionadas a
cardiomidcitos, ao longo dos varios estdgios de diferenciacdo e organizacao
espacial.

O esquema da montagem experimental da técnica de medicdo Optica, que
se encontra em estagio final de implementacdo na PUC-Rio, estd apresentado na
Figura 30. As células estimuladas eletricamente e coradas com corante
potenciométricos serdo excitadas por uma fonte de luz e a fluorescéncia sera
adquirida por uma fotomultiplicadora acoplada a um microscopio bioldgico

invertido epifluorescente.
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Figura 30: Esquema da montagem experimental da técnica de medicao

dptica na PUC-Rio.

O presente trabalho desenvolvido podera contribuir para a analise e
interpretacdo dos registros Opticos experimentais da resposta elétrica de células-
tronco ao longo de sua evolugdo eletrofisioldgica para cardiomidcitos. Estes
estudos tém por objetivo acompanhar a eficacia do processo de diferenciacdo
induzido, e, assim, contribuir para o pré-condicionamento e adequacao de células

para o implante terapéutico.
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