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RAMOS, Murilo de Queiroz. Busca por marcadores celulares na injaria miocardica
através de deconvolucdo transcriptémica. 2023. 33 f. il. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz, Fundagdo
Oswaldo Cruz, Salvador, 2023.

RESUMO

INTRODUGCAO: O diagnéstico de infarto agudo do miocardio (IAM) representa um desafio,
principalmente em centros de baixa e média complexidade. Nos ultimos anos a busca por novos
alvos moleculares passou a utilizar transcriptomas para melhor compreensao da patogénese de
doencas. A partir da deconvolucdo transcriptdbmica, é possivel reconstruir a populacdo celular
do sangue de pacientes com IAM. OBJETIVO: Avaliar as populac@es celulares associadas ao
infarto agudo do miocardio. METODOS: Foram avaliados 2 datasets de microarranjos de
sangue de pacientes com IAM com um total de 57 amostras de transcriptomas de sangue de
pacientes infartados e comparado com amostras de pacientes ndo infartados. Para correlacéo
dos achados encontrados no método computacional, foram coletados dados de leucogramas
(com contagem diferencial) e CK-MB de 22 pacientes com IAM. RESULTADOS: Os
pacientes com IAM apresentaram genes significantes em relacdo aos pacientes sem IAM. A
andlise de enriquecimento dos genes significantes demosntrou expressdo direcionada para
células imunoldgicas. Os nimeros absolutos de células da reconstituicdo demonstraram um
aumento dos valores de neutrdfilos e diminuigdo de células T nos pacientes infartados em
relacdo ao grupo controle. A validacdo com coleta de hemogramas e CK-MB de pacientes com
IAM evidenciou que o aumento dos valores de neutrofilos e diminuigdo de células T estd
correlacionado com os valores de CK-MB. CONCLUSAO: O estudo gera a hipétese de que
dados derivados da contagem diferencial celular pode se tornar um parametro adicional ao
raciocinio diagnostico do IAM. A neutrofilia e a linfopenia no IAM ndo devem ser utilizadas
como parametros isolados, porém sugerem investigacdo mais aprofundada principalmente no
paciente cujo diagndstico é duvidoso.

Palavras-chave: Infarto agudo do miocérdio. Deconvolug&o transcriptémica.
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transcriptomic deconvolution. 2023. 33 f. il. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em
Saude e Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Salvador,
2023.

ABSTRACT

INTRODUCTION: The diagnosis of acute myocardial infarction (AMI) represents a
challenge, especially in centers of low and medium complexity. In recent years, the search for
new molecular targets has started to use transcriptomes to better understand the pathogenesis
of diseases. From transcriptomic deconvolution, it is possible to reconstruct the cellular
population of the blood of patients with AMI. OBJECTIVE: To evaluate the cell populations
associated with acute myocardial infarction. METHODS: We evaluated 2 datasets of blood
microarrays of patients with AMI with a total of 57 blood transcriptome samples from infarcted
patients and compared with samples from non-infarcted patients. To correlate the findings
found in the computational method, data were collected from leukograms (with differential
count) and CK-MB from 22 patients with AMI. RESULTS: Patients with AMI had significant
genes in relation to patients without AMI. The enrichment analysis of the significant genes
demonstrated expression directed to immune cells. The absolute numbers of reconstitution cells
showed an increase in neutrophil values and a decrease in T cells in infarcted patients compared
to the control group. The validation with collection of blood counts and CK-MB from patients
with AMI showed that the increase in neutrophil values and decrease in T cells is correlated
with the CK-MB values. CONCLUSION: The study hypothesizes that data derived from the
differential cell count may become an additional parameter to the diagnostic reasoning of AMI.
Neutrophilia and lymphopenia in AMI should not be used as isolated parameters, but they
suggest further investigation, especially in patients whose diagnosis is doubtful.

Keywords: Acute myocardial infarction. Transcriptomic deconvolution.
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1 INTRODUCAO

O infarto agudo do miocardio (IAM) é uma das principais causa de 6bito no Brasil e no
mundo’. Em 2019 o IAM representou 12 % do total de mortes no pais? e seu diagndstico é
desafiador, principalmente em centros de salde de baixa e média complexidade. Com o advento
das Unidades de Pronto Atendimento (UPA) o primeiro atendimento desses pacientes passou a
ser realizado em ambientes de média complexidade, entretanto essas unidades muitas vezes ndo
possuem a propedéutica armada necessaria para o diagnostico da patologia®.

A fisiopatologia do IAM esté associada a uma isquemia critica do ltmen coronariano
ocasionando reduc&o do suprimento sanguineo para determinada parede do coracdo?. O evento
ocorre na maioria das vezes pela ruptura ou erosdo de uma placa de aterosclerose do vaso,
ocluindo significativa ou completamente uma artéria coronaria®. O processo pode ser reversivel
se reconhecido e tratado precocemente atraves principalmente de estratégias de reperfusdo, que
podem ocorrer de forma quimica (fibrindlise) ou mecénica (intervencdo coronariana
percutanea)®. Caso ndo seja revertido, o processo de injdria tecidual evolui para necrose da
parede acometida, tornando aquele grupamento muscular acinético e condenando o paciente a
uma insuficiéncia cardiaca de etiologia isquémica.

O diagndstico de IAM envolve uma sintomatologia tipica com dor precordial em
pontada ou aperto que irradia para pescoco, ramo mandibular ou membro superior esquerdo,
principalmente quando desencadeada por esforco, associado a uma alteracdo
eletrocardiogréafica indicativa de injuria (desnivelamento do segmento ST) e/ou uma curva de
ascensdo do valor de biomarcadores cardiacos como a CK-MB e a troponina, marcadores que
se elevam no sangue quando hé les&o cardiaca (principalmente lesdes de natureza isquémicas)®.

O biomarcador cardiaco CK-MB é uma enzima encontrada predominantemente no
musculo cardiaco e esta relacionada a producéo e uso de fosfato de alta energia nos tecidos
contrateis®. Sua elevagdo ocorre entre 4-6 horas do evento coronariano agudo, com pico em
torno de 18 horas e retornando ao valor de normalidade apds 48 horas. A recomendacao é que
esta enzima seja dosada a cada 4 horas, buscando elevagdes sucessivas em seus valores®. Por
ter uma meia via curta, a enzima também pode ser utilizada para diagndstico de reinfarto®.

A troponina € uma proteina muscular presente no musculo cardiaco e responsavel pela
interacdo entre actina e miosina no processo de contragido muscular®. Existem trés espectros
desta proteina, a troponina C (que se liga ao célcio), a troponina T (que se liga a tropomiosina)
e atroponina I (que se liga a actina). Dentre estes espectros, apenas a troponina T e | apresentam

uma boa especificidade para marcador cardiaco de IAMP®. A troponina é usada como exame
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padrdo ouro para diagnostico de 1AM podendo se elevar diante de microinfartos mesmo na
auséncia de elevacdo de CK-MB*. Por permanecer com niveis elevados por periodos
prolongados, a troponina ndo deve ser utilizada para deteccdo de reinfarto.

Apesar dos critérios diagnésticos bem definidos, algumas situacdes ainda apresentam
desafios no reconhecimento e adogdo de estratégias de reperfusdo precoce no IAM. Na prética
nem toda dor toracica é tipica e alguns infartos podem se manifestar através de equivalentes
isquémicos (nduseas, diaforese, epigastralgia, dispneia, palpitagdes, sincope)*. O
supradesnivelamento do segmento ST pode indicar outras doencas que ndo infarto, podendo
representar pericardite, alteracdo de repolarizacdo precoce, bloqueio de ramo esquerdo ou
sindrome de Brugada’. A elevacdo da troponina (isoladamente) pode ndo significar isquemia
critica das coronarias, também estando elevada em situacdes como doenca renal cronica,
tromboembolismo pulmonar ou pericardite.  Soma-se a essas dificuldades a n&o
disponibilidade de kits qualitativos para dosagem desses marcadores nas unidades de pronto
atendimento, ou seja, esses kits ndo conseguem quantificar a elevacgao ou queda desses valores.

Nos ultimos anos a expressdo génica passou a ser utilizada para diagnostico e a busca
por alvos moleculares analisou transcriptomas completos para compreender melhor as
patogéneses de diversas doencgas!®. O transcriptoma é o conjunto de RNA mensageiros
expressos por uma celula ou tecido de um organismo. O reconhecimento de assinaturas de
expressao génica pode evidenciar padrdes associados a determinadas doencas que podem ser
utilizados para testes diagnosticos moleculares. Existem varias técnicas para se obter amostras
de transciptomas, como a técnica de luminescéncia (microarranjo) e o a técnica de
sequenciamento (RNAseq). Microarranjos utilizam a hibridizacdo de acidos nucléicos para
avaliar a expressao génica, enquanto a RNAseq emprega o sequenciamento para quantificacdo
dos transcritos. A fim de facilitar o acesso a informagGes sobre esses dados bioldgicos, 0s
transcriptomas utilizados passaram a integrar uma ampla base de dados disponivel em dominio
publico (NCBI-GEO)! permitindo que estudos secundarios sejam realizados com esses
produtos.

Um método inovador conhecido como deconvolucdo computacional de transcriptomas
possibilita delinear a celularidade a partir do RNA mensageiro. A deconvolugdo de dados de
transcriptomas tem sido aplicada em diversas areas da medicina como em estudos de IUpus
eritematoso sistémico’?, oncologial® entre outras. As porcentagens e valores celulares obtidas
pelo método sdo estimativas da matriz de expressdo computacional analisada, sendo uma
maneira precisa de observar por exemplo, assinaturas de padrdes celulares em determinadas

condigdes patoldgicas'®. Desta forma € possivel, a partir de transcriptomas obtidos do sangue
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de pacientes com IAM, obter informac6es das populacdes celulares e identificar a riqueza
celular destes pacientes na vigéncia de um evento coronariano agudo.

Pretendemos nesse trabalho analisar de forma exploratéria a deconvolugédo
transcriptomica dos pacientes com IAM disponiveis no NCBI-GEO, a fim de investigar os
parametros celulares com maior defini¢do para se compreender o contetdo da linhagem branca
que esté associada ao IAM e averiguar essa analise através do hemograma de pacientes com

infarto.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a populagdo de células sanguineas associadas ao infarto agudo do miocardio.

2.2 Objetivos especificos

e Reconstituir as células mais prevalentes em transcriptomas originarios de sangue de
pacientes com IAM;
e Correlacionar as células da linhagem branca encontradas em hemogramas de pacientes

com IAM com os valores de CK-MB destes doentes.
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3 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo descritivo para reconstituir a celularidade sanguinea em pacientes
com infarto agudo do miocardio através do método de deconvolucdo transcriptdmica e
posteriormente comparar células da linhagem branca de hemogramas de pacientes com infarto
com a CK-MB destes doentes.

3.1 Selecdo dos transcriptomas

Identificamos os dados de transcriptomas presentes no banco de dados da Gene
Expression Omnibus (GEO) associados a pacientes com IAM. A busca por bancos de dados foi

feita utilizando como palavra-chave myocardial infaction.

3.1.1 Critérios de incluséo

e Transcriptomas obtidos de sangue de pacientes com IAM;
e Transcriptomas obtidos com menos de 12 horas da sintomatologia do evento
coronariano agudo;

e Transcriptomas obtidos através de técnica de microarranjo.

3.1.2 Critétios de exclusdo

e Transcriptomas de pacientes infartados advindos de outros tecidos que ndo o sangue;

e Transcriptomas que foram obtidos com mais de 12 horas dos inicios de sintomas do
evento coronariano agudo;

e Transcriptomas obtidos atraves de técnica de RNAseq.

Os dados de expressdo transcriptbmica foram baixados utilizando o pacote GEOquery
disponivel na plataforma R e para a deconvolucéo dos transcriptomas foi utilizado o pacote
immunedeconv*, com as referéncias celulares provenientes do banco de dados CIBERSORT*

Realizamos analise diferencial dos genes expressos dos pacientes com IAM e
comparamos com um grupo controle (composto por pacientes sem IAM) atraves de fold change
visando saber o0 quanto a expressao genica de pacientes infartados variava em relagéo ao grupo

controle.
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Posteriormente avaliamos 0 enriquecimento das vias metabdlicas dos genes
significantes encontrados com o objetivo de identificar quais vias estariam sendo direcionadas
por esses genes. Para analise utilizamos o banco de dados de genes de células sanguineas
publicado por Puledran?,

Para a averiguar os achados encontrados pelo método computacional, realizamos anélise
de hemogramas de pacientes com IAM que foram internados em uma UTI cardiovascular de
um hospital da cidade do Salvador/BA, correlacionando os valores celulares encontrados com
os valores da CK-MB.

O estudo foi submetido a apreciacdo do Comité de Etica, respeitando as diretrizes e
critérios estabelecidos na Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS) que
normatiza a confidencialidade e a privacidade, com aprovacdo para a coleta dos dados (CAE:
61412022.9.0000.5028).

3.2 Critérios de elegibilidade

3.2.1 Critérios de inclusdo

e Pacientes com supradesnivelamento do segmento ST e/ou troponina positiva e posterior
confirmacédo de IAM por método de cateterismo;

e Pacientes que tenham hemograma e CK-MB coletados de forma concomitante em
menos de 12 horas do inicio dos sintomas.

3.2.2 Critérios de exclusao

e Pacientes menores de 18 anos;

e Presenca de neoplasias sanguineas;

e Tratamento recente com quimioterapia;

e Sindrome de imunodeficiéncia;

e Infecces ativas ou com menos de 7 dias de resolugéo;

e Pacientes com taxa de filtracdo glomerular <30ml/min/1,73mz2,
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3.3 Coleta de dados para validacéo

Foram coletados dados como leucograma, idade, sexo, CK-MB e tempo em minutos do
inicio do sintoma até a coleta do exame. A coleta dos dados foi feita de forma retrospectiva (0s
pacientes ndo estavam mais na unidade no momento da coleta) dispensando a necessidade de

aplicacdo do TCLE.

3.4 Analise estatistica

A estatistica descritiva foi feita com calculos de frequéncia e porcentagem para as
variaveis qualitativas e medidas de tendéncias centrais e medidas de dispersao para as variaveis
guantitativas. A estatistica inferencial foi feita com teste de Mann Whitney e teste de qui-
quadrado para variaveis nominais qualitativas. Um valor de p < 0,05 foi considerado como

estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

O levantamento dos dados para a analise exploratoria foi iniciado com a busca ativa de
transcriptomas e ao todo foram encontrados 12 datasets com transcriptomas de sangue de
pacientes com IAM obtidos com menos de 12 horas de sintomas, totalizando 213 amostras de
transcriptomas (Tabela 1). Com isso, fizemos o download dos bancos de dados e notamos que
somente dois bancos de dados se enquadravam ao critério de inclusdo (GSE60993 e GSE61144)
por se tratar de transcriptomas obtidos através da técnica de microarranjos, sendo 0s outros

datasets excluidos pois tinham seus metadados obtidos pela técnica de sequenciamento.

Tabela 1 — Descri¢do do conjunto de dados selecionados para analises de transcriptomas

Cadigo de acesso Patologia Numero de amostras
GSE169594 IAM 4
GSE141512 1AM 4
GSE62646 IAM 28
GSE159657 1AM 10
GSE103182 1AM 30
GSE127853 1AM 3
GSE123342 1AM 48
GSE53211 1AM 9
GSE60993 IAM 33
GSE66360 IAM 49
GSE61144 1AM 24
GSE123487 IAM 4

Em Negrito — Datasets selecionados para analise transcriptémica.

Fonte: Autor

Detalhando esses datasets, ambos os estudos, possuem amostras de sangue dos pacientes
com sindrome coronariana aguda coletadas em Seul (Hospital St. Mary) com menos de 12 horas
de sintomatologia e obtidos através de técnica de microarranjos.

Para entender o comportamento de expressdo génica dessas amostras, realizamos uma
analise dos genes diferencialmente expressos, demonstrando que 0s pacientes com 1AM,
qguando comparados com o grupo controle (composto por individuos saudaveis com angiografia

corondria sem evidéncia de isquemia coronariana), apresentaram genes significantes, entretanto
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ndo apresentaram grande variacdo de expressdo génica, com pouca variacdo no fold change
(valor de p < 0.05, com diferenca de expressdo génica de magnitude entre + ou — 0.5 fold

change) (Figura 1).

A

Log2 Fold Change

b e e o e — e e e e e e T e e . — e —— — — — — — — — -

5 10
- Log10 Pvalue

Figura 1 - Analise diferencial dos genes expressos durante a alteracdes no segmento ST (A - GSE60993 e B -
GSE61144). As cores representam: em preto a ndo significAncia ou alteracdo nos valores de fold change, azul
representa significancia estatistica com p value abaixo de 0.05.

Fonte: Autor

On

Ap0s avaliar os genes diferencialmente expressos, relacionamos a sua funcéo atraves do
enriquecimento das vias celulares associados as células sanguineas utilizando como referéncia

0 banco de genes para o metabolismo de células sanguineas publicado por Puledran'®. Os genes
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diferencialmente expressos dos pacientes que apresentaram IAM, estavam relacionados ao
enriquecimento das células T, NK, mondcitos, neutrofilos e células dendriticas, em ambos 0s
datasets (GSE60993 e GSE61144) (Figura 2).

T cell activation (1) (M7.3)

T cell activation (I) (M7.1)
recruitment of neutrophils (M132)
platelet activation (lI) (M42)
platelet activation (1) (M32.1)
platelet activation (l) (M32.0)

Monocyte surface signature (S4) -log10(p.adjust)
leukocyte activation and migration (M45) ) 16
integrin mediated leukocyte migration (M39) & 47 12
immune activation — generic cluster (M37.0) 8
formyl peptide receptor mediated neutrophil response (M11.2) o e 4
0

enriched in T cells (Il) (M223)
enriched in T cells (1) (M7.0) Gene Ration
enriched in NK cells (receptor activation) (M61.2)

enriched in NK cells (lll) (M157)

0.05

Description

0.10
enriched in NK cells (II) (M61.0)

o

o
enriched in NK cells (1) (M7.2) . ks
enriched in neutrophils (I) (M163)
enriched in neutrophils (1) (M37.1) ‘ 0.20
enriched in monocytes (surface) (M118.1) -

enriched in monocytes (IV) (M118.0)

- -
enriched in monocytes (Il) (M11.0)
enriched in dendritic cells (M168)
enriched in activated dendritic cells/monocytes (M64)
complement and other receptors in DCs (M40)
blood coagulation (M11.1)
STEMI STEMI
vs vs
Normal Normal
GSE60993 GSE61144

Figura 2 - Analise de enriquecimento das vias metabdlicas das células sanguineas. As cores representam: em cinza
a ndo significancia ou alteracdo nos valores de fold change, azul representa significancia estatistica com os valores
de p value transformados em —log10, com as vias mais significantes com cores préximas a escala roxa, e menos
significantes em vermelho. O tamanho do circulo representa a razdo de genes encontrada na via e os fornecidos
como significantes, representando as maiores circunferéncias, as vias que possuem mais genes significantes.
Fonte: Autor

A avaliacdo dos genes diferencialmente expressos e as vias enriquecidas associadas nos
sugeriu uma forte influéncias das T, NK, mondcitos, neutrdfilos e células dendriticas, nos
eventos do IAM.

Reconstruimos a partir da deconvolucgéo as populagdes celulares dos pacientes com IAM
em ambos os datasets: GSE60993 e GSE61144 (Figura 3). As proporgdes das populagdes
celulares dos pacientes com 1AM demonstrou um aumento de neutréfilos e diminui¢do de
linfécitos T e B, em ambos os datastes, de forma significativa. Quando avaliamos os nimeros

absolutos da reconstituicdo transcriptbmica, encontramos um aumento dos valores de
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neutréfilos (P <0.05) e diminuicdo de células T (P<0.05) em ambos os datasets, GSE61144
(Figura 4A) e GSE60993 (Figura 4B).
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Figura 3 - Reconstituicdo das populagdes celulares por deconvolugdo transcriptdmica dos pacientes com
alteracBes no segmento ST e de individuos sem infarto. A e C apresentam valores individuais de cada paciente e
em B e D valores conglomerados e comparados estatisticamente pelo teste qui-quadrado. Sendo considerados
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Fonte: Autor
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Fonte: Autor

Ap0s encontrar indicios da participacdo das células reconstituidas por deconvolucéo

transcriptémica, cujos neutrofilos apresentaram aumento e linfécitos diminuiram durante o

IAM, averiguamos se existia alguma tendéncia de aumento de neutréfilos e reducdo de
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linfocitos em hemogramas de pacientes com IAM e para isso coletamos os dados de

leucogramas e CK-MB de pacientes infartados para avaliar a relacdo das células com a CK-

MB. Ao todo foram coletadas informagfes do prontuario de 22 pacientes (54,5% do sexo

masculino), com média de idade de 65 anos (desvio padrdo de 12,4), média de tempo de

sintomatologia do inicio dos sintomas de IAM até a coleta dos exames de 208 minutos (desvio

padrdo de 91,7) e CK-MB e celularidade no leucograma. Os dados relativos a idade, tempo de

sintomatologia do inicio dos sintomas até a coleta dos exames, valor da CK-MB e celularidade

no leucograma seguiram distribuicdo normal, sendo descritos a partir do calculo da média e

desvio padréo de seus valores (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes da UTI cardiovascular do Hospital Geral Roberto

Santos entre janeiro e marco de 2023.

Dados Média Valores de referéncia
Sexo Masculino, n (%) 12 (54.5%)

Idade, média (desvio padrao) 65 (12.4) -
Tempo de sintomatologia até a 208 (91.7) -

coleta dos exames (min), média (desvio

padréo)

CK-MB (U/l), média (desvio padrao) 83,4 (48.8) <24 U/l

Leucocitos totais (leucocitos/mms3), média 10357,2 4000 — 10000 / mm3
(desvio padréao) (3025.7)

Neutrofilos (neutréfilos/mms3), média (desvio 7719,4 1800 — 7000/ mm3
padréo) (3094.8)

Basofilos (basofilos /mms3), média (desvio 13,8 (30.7) 50 — 600/mm3
padréo)

Eosindfilos (Eosinofilos/ mms3, média (desvio 130,4 (137.7) 0 - 200/mm3

padréao)

Linfocitos tipicos (linfécitos tipicos/mms),
média (desvio padrao)

1822,5 (728.6)

1000 — 4000 / mm3

Mondcitos  (mondcitos/microlitros), média

(desvio padrao)

661,5 (279.4)

80 — 1200/mm3

Fonte: Autor
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Ap0s a descricdo inicial das amostras, investigamos a relacdo entre a significancia
encontrada na anélise dos neutréfilos e CKMB e dos linfdcitos e CK-MB desses pacientes. O
aumento dos valores de neutrdfilos e diminuicdo de células T em pacientes com IAM estar
correlacionado com os valores encontrados de CK-MB destes pacientes (Figura 5). Mais
detalhadamente os valores em percentuais de neutrofilos e linfocitos apresentaram
respectivamente correlacdo positiva (R = 0.5) e negativa (R=-0.45) de forma significante (P <
0.05), entretanto as contagens absolutas das células s6 apresentaram relevancia estatistica para

os valores de neutrofilos (R = 0.47 e P<0.05).
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Figura 5 — Correlacédo entre valores percentuais e contagem absoluta de neutréfilos e linfocitos com valores de
CK-MB. A. Correlagéo linear entre valor percentual de neutréfilo e CK-MB. B. Correlagéo linear entre contagem
absoluta de neutrofilos e CK-MB. C. Correlacdo linear entre contagem absoluta de linfécitos e CK-MB. D.
Correlagdo linear entre valor percentual de linfécitos e CK-MB. Em vermelho histograma representando valores
de CK-MB, em verde histograma representando valores de neutréfilos e em azul histograma representando células
valores de linfocitos. Um valor de P < 0,05 foi considerado significativo.

Fonte: Autor
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5 DISCUSSAO

Dos 12 datasets encontrados com transcriptomas de sangue de pacientes com IAM em
menos de 12 horas de sintomas, apenas 2 obedeceram aos critérios de inclusdo do estudo
(GSE60993 e GSE61144), por se tratar de transcriptomas obtidos através de método de
microarranjos. Apesar do transcriptoma estar se tornando cada vez mais popular, ainda é pouco
explorado, o que pode acarretar dados numericamente rasos. A escolha da obtencdo dos
transcriptomas pela técnica de microarranjos em detrimento da técnica de sequenciamento se
deve a maior facilidade de analise destes dados, exigindo menor poder computacional.

A derivacdo de células foi gerada a partir do algoritmo do sistema Cybersort em virtude
de este ser um dos atlas de transcriptomas de maior especificidade para células sanguineas**.

A variacdo da expressdo génica dos datasets de microarranjos foi analisada avaliando-
se os valores de significancia estatistica e o valor de Fold Change. Apesar de encontrarmos
genes significantes em nossas comparacOes, as diferencas de expressdo génica ndo foram
elevadas, isso porque o IAM é uma doenca de instalacdo aguda e os transcriptomas do sangue
foram coletados com menos de 12 horas do curso da patologia. Esse curto periodo pode explicar
a pouca variagao de expressdo génica dos pacientes com IAM quando comparados ao grupo
controle.

A analise das vias metabdlicas celulares direcionadas pelos genes significantes revelou
gue os pacientes com IAM possuiam elevado enriquecimento para ativacdo de células
imunolodgicas. Apesar da baixa variacdo na expressdo dos genes, 0s genes diferencialmente
expressos foram capazes de perceber a mudanca no sistema imunoldgico durante o 1AM, que
se inicia nas primeiras horas de obstrugdo coronariana. O estudo BATTLE-AMI (Avaliagio dos
Linfocitos Tipos B e T no Infarto Agudo do Miocardio), onde um dos objetivos foi estudar o
comportamento do sistema imune durante a fase precoce do 1AM, mostrou prevaléncia de
citocinas pro-inflamatorias (IL1 B e IL18) no sangue de pacientes com IAM no primeiro dia do
evento coronariano®’. A ativagdo do sistema imunoldgico durante o IAM se inicia nas primeiras
horas de obstrucao coronariana severa visando repara¢do miocardica e dando inicio ao processo
de substituicdo do tecido necrosado por tecido fibrético cicatricial*®1®,

A deconvolugdo transcriptdmica mostrou 0 aumento do nimero de neutréfilos e a
reducdo do numero de linfocitos T em sangue de pacientes com IAM em comparagao ao grupo
controle. O enriquecimento das vias metabdlicas realizada anteriormente ja havia dado indicios
do que foi observado pelo método da deconvolugdo. A maior elevacdo de neutréfilos reflete o

estado de exacerbacdo inflamatdria que ocorre durante a sindrome coronariana aguda. A
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participagdo dos neutrofilos na lesdo miocardica isquémica se faz através de fatores mecénicos
(aderéncia e agregacdo endotelial resultando em maior comprometimento do fluxo sanguineo
coronariano) e bioquimicos (atraves da liberacdo de radicais livres, enzimas proteoliticas,
leucotrienos e substancias vasoconstrictoras), sendo determinantes para a extensdo e gravidade
da lesdo ?°. Ja a reducéo dos linfécitos pode estar relacionada a estresse fisiologico presentes no
IAM, o que determina maior producdo de cortisol e posterior decréscimo linfocitario no
Sangue21’ 22,

Foram inclusos 22 pacientes na pesquisa, a falta de dados consistentes nos prontuarios
ocasionou um aproveitamento menor de pacientes infartados. A maioria dos pacientes faziam
seus primeiros atendimentos em UPAs e depois eram transferidos para a UTI e neste hiato
muitos dados se perdiam. Alguns prontuarios estavam sem valores precisos do tempo de
sintomatologia até a coleta do primeiro exame, alguns exames de hemograma eram oriundos de
amostras diferentes das amostras analisadas para os resultados de CK-MB. Todos esses fatores
dificultaram bastante o processo de selecdo dos pacientes para inclusdo no estudo.

A maioria da populacdo do estudo era idosa do género masculino. A média de idade dos
pacientes com IAM foi de 65 anos (DP * 12,4), resultado consoante com a média de idade da
populacdo brasileira com IAMZ. O tempo médio do inicio da sintomatologia até a coleta de
exames foi de 208 (DP * 91,8) minutos, tempo este inferior ao reportado em estudos como
Franco et al>* e Muller et al®. Mesmo sendo um tempo menor quando comparado a outros
estudos, este tempo ainda reflete uma demora na decisao da procura por atendimento médico,
0 que impacta diretamente no desfecho clinico da doenca. De acordo com a IV diretriz da
Sociedade Brasileira de Cardiologia sobre Tratamento do IAM’, alguns fatores interferem na
demora do paciente em procurar assisténcia médica, como: negacdo que a dor tenha procedéncia
cardiaca, desconhecimento dos beneficios do atendimento rapido e a falta de disponibilidade
de atendimento em alguns locais’.

Utilizamos os valores de CK-MB ao inveés da troponina (exame de maior acuracia) pela
auséncia da mensuracdo quantitativa na maioria das unidades de saude de média e baixa
complexidade brasileiras. Os pacientes da UTI de onde os dados foram coletados advinham em
sua maioria regulados de UPAs, ndo possuindo Kits qualitativos de troponina que permitisse
analise comparativa com os valores celulares encontrados nos hemogramas. Uma metanalises
de diagnosticos retrospectivos de infarto do miocardio demonstra que a CK-MB possui
sensibilidade de 97% e especificidade de 90% para diagndstico de IAM 28,

A média do namero de leucdcitos foi de 10357,2 (DP + 3025,7), estando levemente

acima do limite superior do valor de referéncia (VR — 4000 — 10000). No 1AM, é plausivel que
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haja uma elevacdo de leucocitos como parte da reagdo inflamatéria da fase aguda®’%. Ha
evidéncias na literatura de que a elevacgdo leucocitaria esta relacionada a maior mortalidade em
pacientes com |AM?29:303132,

A média do namero de neutrofilos foi de 7719,4 (DP + 3025,7) e a média de linfocitos
tipicos foi de 1822,5 (DP + 728,6). A literatura possui estudos analisando a associa¢do de
neutr6filos com contribuigdo para desenvolvimento de sindromes coronarianas agudas 33,
associacdo de neutréfilos com mortalidade e prognéstico de pacientes com 1AM?%:30:3132 Qg
valores em percentuais de neutrofilos e linfocitos apresentaram respectivamente correlagédo
positiva e negativa quando comparados a CK-MB. A anélise de grupo controle correlacionando
neutrdfilos e linfocitos de pacientes sem IAM com a CK-MB desses pacientes ndo foi possivel
visto que ndo ha elevacdo da CK-MB em doentes sem IAM.

Alguns estudos demonstraram que monadcitos sdo células com maior poder preditor de
risco no IAM®*, enquanto outros estudos relacionam neutréfilos a maior predicdo de eventos
coronarianos agudos 3, O estudo Avaliacdo da Relagdo Neutréfilo/Linfocito em Pacientes
com Suspeita de Sindrome Coronariana?? demonstrou uma contagem total de neutr6filos menor
em pacientes sem 1AM e maior em pacientes com IAM. Quando analisado esses estudos a
relacdo neutrofilos/linfocitos observou-se correlagdo com o diagndstico da doenga, enquanto
em pacientes sem infarto a relacdo foi mais baixa?2. A relagdo neutrofilos/linfocitos em valores
de quartis mais elevados apresentou sensibilidade de 31% e especificidade de 91% para
diagndstico de 1AM, com area sobre a curva ROC evidenciando uma acuracia de 63% 2. O
indice neutréfilos/linfécitos ainda foi correlacionado a CK-MB mostrando fraca, porém

significativa correlagdo entre as duas variaveis?.
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6 CONCLUSAO

O método de deconvolucao permite discriminar tipos celulares com maior sensibilidade,
tornando-se promissor para a geracdo de insights de marcadores celulares. Essas evidéncias
fornecem substrato para continuagdo da investigacdo de populacGes celulares associadas ao
IAM.

Os achados deste estudo geram a hipotese de que dados derivados de um exame simples,
de baixo custo e amplamente disponivel, podem se tornar um parametro adicional ao raciocinio
diagnostico de 1AM, principalmente em locais em que a falta de recurso impede o acesso a
melhores métodos diagnosticos.

A neutrofilia e a linfopenia no IAM ndo devem ser utilizadas como parametro isolados,
porém sugerem investigacdo mais aprofundada principalmente em pacientes cujo diagndstico é
duvidoso. Novas pesquisas com maior robustez de nimeros analisados devem ser direcionadas
para ratificar os achados deste estudo e quem sabe assim incorporar os parametros celulares ao

fluxograma diagndstico de IAM.
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