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Introducao: A relacdo resposta inflamatéria/dano isquémico é pré-requisito para inicio do
processo de adaptacdo do tecido cardiaco pés-infarto, contexto no qual a sinalizagdo
SDF-1/CXCR4 desempenha papel central no reparo tecidual. Objetivo: Investigar a modulagao
exercida pelo eixo SDF-1/CXCR4 sobre a resposta inflamatéria apoés infarto agudo do miocardio
com elevacgao do segmento-ST (STEMI). Métodos: Desenvolvemos Redes Bayesianas a partir de
dados de microarranjo (GEO) e avaliamos a expressao dos transcritos de interesse em pacientes
com STEMI por gPCR.Resultados: No contexto pré-inflamatério e agudo poés-infarto observamos
forte relacdo entre proteinas de adesdo endotelial e do infiltrado celular. No cenario cronico e
anti-inflamatorio, verificamos relacdo entre proteinas envolvidas com remodelamento tecidual e
bloqueio de vias apoptoéticas. Os niveis de expressao dos transcritos avaliados encontravam-se
aumentados nos momentos iniciais pds-infarto. Conclusao: Os efeitos promovidos pela interacao
SDF-1/CXCR4 podem ser modulados segundo o perfil imunoldgico, influenciando diretamente nos
seus efeitos adaptativos e cardioprotetores.

Introducao

O processo isquémico, estabelecido durante o periodo que antecede o IAM e apos evento,
encontra-se entre as formas mais comuns de inflamacdo do miocéardio. A liberacdo de quimiocinas
especificas € um sinal caracteristico da resposta inflamatdria no contexto do infarto, atuando
como mediadora no recrutamento de leucécitos pro-inflamatérios para areas de lesdo,
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determinando a composicdo do infiltrado leucocitario (FRANGOGIANNIS, 2012) Dentre as
quimiocinas, o SDF-1 pode exercer ac¢oes inflamatdrias no pos-IAM além do importante papel no
reparo fisioldgico cardiaco apos lesdo tecidual (HU et al., 2007).

Ja foi demonstrado que o eixo SDF-1/CXCR4 possui duplo papel no contexto p6s-IAM (LIEHN et
al., 2011), com evidéncias de que os efeitos benéficos no reparo tecidual podem ser parcialmente
revertidos, devido a resposta pré-inflamatoéria induzida pela via. Por outro lado, a interacdo de
células CXCR4+, como neutrofilos e subtipos de macréfagos, é favoravel no sentido de intensificar
a inflamacao local (GORDON & MARTINEZ, 2010). Adicionalmente, a persisténcia da resposta
inicial pré-inflamatdria pode aumentar as chances do desenvolvimento de faléncia cardiaca
(LIEHN et al., 2011). Tais efeitos ocorrem por meio da expressdo de genes especificos
responsaveis pela manutencgdo da secregao de citocinas e pela ativacdo de vias pré-inflamatoérias,
possivelmente associadas ao receptor CXCR4 (LACHTERMACHER et al., 2010).

No cenério da inflamagdo, dependendo do microambiente onde se localizam, os macréfagos
podem ser identificados por dois fendtipos diferentes, denominados “classico’” ativado (M1) ou
“alternativo’’ ativado (M2), os quais apresentam quadros comportamentais inflamatoérios e anti-
inflamatdrios, respectivamente (GORDON & MARTINEZ, 2010).

Considerando a importancia da resposta inflamatéria no progndstico de pacientes no pés-infarto
(FRANGOGIANNIS, 2015) e o papel central da sinalizagao SDF-1/CXCR4 no reparo tecidual (HU
et al., 2007), empregamos abordagem de Redes Bayesianas (RB) na investigacao da modulagao
exercida pela ativacdo do eixo SDF-1/CXCR4 sobre a resposta inflamatdria, na fase aguda e
cronica do pos-infarto. Adicionalmente, avaliamos a expressao dos transcritos diferencialmente
expressos que fazem parte das RB em grupo de pacientes com infarto agudo do miocardio com
elevacao do segmento-ST (STEMI). No cenario clinico, alteragdes na expressao de genes
relacionados a estes mecanismos moleculares podem direcionar pesquisas sobre aspectos
reguladores nas diferentes fases do IAM, com impacto na descoberta de possiveis e inovadores
alvos terapéuticos direcionados ao reparo tecidual e uteis para fins de progndstico.

Material e métodos
Termos e funcoes biologicas no Gene Ontology

Com relagdo a anélise dos componentes da sinalizacdao ativada pelo eixo SDF-1/CXCR4 e seus
mediadores intermedidrios, as funcoes bioldgicas de interesse foram investigadas explorando-se a
expressao de conjunto de genes relacionados a esta via de sinalizacdao, conforme anotacdes
obtidas pelo Gene Ontology (GO). Utilizamos termos associados com a ativacao do eixo e
envolvidos com sinaliza¢do mediada pela proteina G (GO:0007186) e quimiotaxia (GO:0070098). O
primeiro refere-se a série de sinais moleculares, resultantes da ativacao de receptor especifico,
envolvendo a troca GDP/GTP na subunidade alfa de um complexo heterotrimérico associado a
proteina G, iniciando a ativacao de vias associadas a esta proteina, o seqgundo a sinais moleculares
iniciados pela ligagdo de uma quimiocina a receptor na superficie celular e que termina com a
regulacao e ativagao de diferentes funcdes.
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Andlise da expressdo génica diferencial dos dados de microarranjo e anélise de enriquecimento de
grupos de genes

As andlises de expressao diferencial dos genes presentes nos termos acima mencionados, foram
conduzidas a partir dos dados de microarranjo obtidos dos estudos selecionados e identificados
por GSE48060 (SURESH et al., 2014), GSE62646 (KILISZEK et al., 2012) e GSE59867 (MACIEJAK
et al., 2015). Utilizamos como critério de selegao dos estudos pacientes com STEMI e sob terapia
farmacoldgica, andlises de microarranjo em amostras de células mononucleares isoladas de
sangue periférico (PBMC) nas primeiras horas ap6s infarto, em 30 dias e em seis meses apos o
evento.

As comparacoes foram feitas de modo independente em cada estudo, confrontando dados dos
transcritos no IAM (fase aguda ou cronica) com os basais, obtidos de individuos controles, de cada
banco de dados. No estudo GSE48060 comparamos dados de microarranjo de pacientes com
eventos recorrentes vs. sem eventos. No estudo GSE62646, comparamos dados de pacientes com
STEMI vs. pacientes com doenca arterial coronariana (DAC). Para o GSE59867, foram realizadas 4
comparagoes, dados obtidos na admissdo (24 - 48 h apo6s evento agudo de infarto), alta hospitalar
(4 - 7 dias apos evento), 1 més e 6 meses, todos comparados ao controle (pacientes com DAC). A
andlise dos dados de expressao génica diferencial dos dados de microarranjo foi conduzida
utilizando a ferramenta Bioconductor package limm. A medida do log fold change (logFC) foi
utilizada para obter o ranking de fenotipos requerido para a analise de enriquecimento de grupo
de genes (GSEA). Todas as analises estatisticas foram realizadas em R statistical environment.

Associacao dos dados extraidos com assinaturas macrocitarias do perfil inflamatorio e
dados de microarranjo obtidos a partir dos estudos selecionados

Como ultima etapa do processo de busca e selegdo de dados, realizamos a analise de interagéo
entre os componentes do eixo SDF-1/CXCR4 e assinaturas génicas, relacionadas a polarizagao de
marcrofagos propostas por BECKER et al. (2015). Para isso utilizamos andlise de enriquecimento
com o auxilio da GSEA (SUBRAMANIAN et al., 2005), na qual, os transcritos foram ordenados em
um ranqueamento com base na correlacdo entre sua expressao e categoria fenotipica distinta.
Estas analises foram conduzidas a partir dos transcritos relacionados ao eixo SDF-1/CXCR4 e
diferencialmente expressos, obtidos a partir dos dados de transcriptoma dos estudos selecionados,
juntamente com os transcritos contidos nas assinaturas inflamatérias M1 (IFNy + LPS, TNFa) e
M2 (IL-4, 1L-13) para inferir o perfil pré-inflamatdrio e anti-inflamatério, respectivamente.

Construcao das Redes Bayesianas

As RB foram utilizadas para investigar padrdes de interagdo de proteinas que contribuem
conjuntamente na funcgdo biolégica de interesse (NI et al., 2018), neste caso, interagdo entre os
componentes do eixo SDF-1/CXCR4 e assinaturas génicas relacionadas a polarizacao de
macroéfagos. Os transcritos utilizados para a construgdo das RB foram selecionados de acordo com
0s seguintes critérios: presenca em todos os estudos e nas assinaturas e termos definidos; estarem
diferencialmente expressos e consistentemente associados com o mesmo fendtipo bioldgico.
Somente os genes que apresentaram valor de p menor que 0,001 foram utilizados para elaboracao
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das redes. A informacdo obtida por meio de RB é detectar se duas proteinas estdo interagindo,
independentemente do tipo de interacdo envolvida, processo que envolve o reconhecimento de
entidades (proteina) mencionadas e a extragao da relacdo entre elas.

Os transcritos relacionados com o eixo SDF-1/CXCR4, e seus mediadores intermedidrios, tiveram
suas fungoes bioldgicas de interesse avaliadas pela expressdo de conjunto de genes no GO. De
acordo com a importancia bioldgica atribuida aos termos, foram filtrados apenas os transcritos
presentes nos termos acima mencionados (G0O:0007186 e GO:0070098). Primeiramente, os dados
analisados foram estratificados em trés niveis, utilizando-se o algoritmo Hartemink's discretization
algorithm. Posteriormente, por meio do algoritmo Tabu, foi conduzida a etapa de pesquisa com
base na pontuacgao obtida, que serviu de parametro para a construgao da estrutura do grafo. Apds
a “aprendizagem” da estrutura grafica, foram geradas 5000 redes randomicas (5000 random
bootstrap resamples), nas quais cada vértice relaciona-se de maneira aleatéria com até cinco
vértices distintos, gerando os arcos e suas diregoes. A pontuacdo das redes foi obtida por Bayesian
Dirichlet. Por fim, a estrutura do grafo foi construida a partir da média das 5000 redes,
considerando-se a retengao de arcos que passaram em um limiar de relacionamento probabilistico
(acuracia) com base na sua forca de interagdo. Todos os passos da presente analise de redes
foram realizados em R statistical environment, utilizando o pacote bnlearn.

Populacgao

Pacientes com diagnéstico de STEMI provenientes do Instituto de Cardiologia do Rio Grande do
Sul/Fundacdo Universitdria de Cardiologia (ICFUC), submetidos a intervengdo coronaria
percutanea primaria (ICP), foram incluidos na etapa de andlise da expressao génica dos alvos pré-
selecionados (n=14). O grupo controle foi constituido por pacientes submetidos a angioplastia,
com diagndstico de coronarias sem lesdes e sem histérico de infarto do miocardio (n=8). Todos os
participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, em respeito a lei 196/96.
Como critérios de elegibilidade, foram incluidos no estudo, pacientes com idade entre 40 e 75
anos, sem doengas hematoldégicas, neoplasias ou em tratamento com quimioterdpicos, sem
intercorréncias cardiacas prévias e sob terapia medicamentosa padrdo. O estudo foi aprovado pelo
comité de ética da instituicdo sob o nimero 4986/14.

Coleta de sangue e isolamento do RNA total

Amostras de sangue periférico foram coletadas de pacientes com STEMI no dia do evento
(admissdo hospitalar), 3 dias, 5-7 dias (alta hospitalar), 1 més e 6 meses pds-IAM. As coletas dos
sujeitos controles foram realizadas posteriormente ao procedimento de angioplastia. O método
utilizado para a separagao e isolamento da fragdo mononuclear do sangue periférico baseia-se na
técnica de separagao por gradiente de centrifugacao Ficoll-Hypaque® (densidade 1077g/mL) (GE,
Healthcare).

O RNA total foi isolado a partir das PBMC utilizando o Kit de extragao PureLinkTM RNA Mini Kit
Ambion® (Life, Invitrogem, Brasil). O RNA mensageiro (mRNA) foi obtido pelo Kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, USA). A determinacao da concentracao e da
pureza do cDNA foi realizada por Nanodrop2000 (ThermoFisher, USA)
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Analise dos transcritos de interesse por Reacao em cadeia da polimerase em tempo real
(PCR real time)

Avaliamos a expressao dos transcritos diferencialmente expressos que fazem parte das RB e mais
relevantes no contexto do estudo, em grupo de pacientes com STEMI. Para andlise da expressdo
génica foi utilizada a técnica de Reagdo em cadeia da polimerase, quantitativa (jPCR), realizada a
partir do cDNA obtido das PBMC de pacientes com STEMI. Empregamos o sistema TagMan®
Gene Expression Assay (Applied Biosystems, USA). O GAPDH foi utilizado como normalizador e as
amostras dos sujeitos controles constituiram o calibrador do estudo. O método 2-AACt (LIVAK et
al., 2001), onde AACT =ACT (gene alvo) - ACT (gene normalizador), foi empregado para calcular
os niveis relativos da expressao génica, utilizando o valor dos CT (threshold cycle) gerados pelo
sistema qPCR, equipamento Applied Biosystems 7500 Fast Real Time PCR System (ThermoFisher
Scientific, USA).

Resultados
Selecao dos estudos com dados de expressao génica obtidos por microarranjos

Apds triagem que considerou critérios previamente definidos foram selecionados trés estudos: A -
GSE59867; B - GSE62646; e C - GSE48060, a partir destes estudos (Figura 1A) e da interferéncia
entre a resposta imune inflamatoria e a expressdo génica dos componentes das vias relacionadas
ao eixo SDF-1/CXCR4 foram construidas as RB. Para inferir sobre o perfil inflamatério, utilizamos
109 transcritos referentes ao fenoétipo M1 e 56 relacionados ao fen6tipo M2 com base nas
assinaturas de BECKER et al., (2015). Estes transcritos foram desafiados contra o eixo
SDF-1/CXCR4 e o tipo de resposta imunolégica das assinaturas (pré ou anti-inflamatoéria) (Figura
1B) para gerar os perfis de enriquecimento de grupos de genes (Figura 1C). As RB foram geradas
apenas sobre dados considerados estatisticamente significantes (Figura 1D e 1E).

Analise de enriquecimento génico e perfil inflamatoério

A partir do estudo A foram feitos dois sets de enriquecimento, nos quais confrontamos os
transcritos da fase aguda (1més pos-IAM) e da fase cronica (6 meses pds-IAM) com os basais
(Figura 2A e B). Na fase aguda houve predominio do fendtipo proé-inflamatdrio, enquanto que na
fase cronica do pds-IAM, a assinatura da condigdo anti-inflamatdria prevaleceu. Nao encontramos
associacdo na anéalise de enriquecimento dos estudos B e C nas condigoes analisadas.

Com base no enriquecimento realizado sobre o estudo A foram filtrados quatro genes referentes a
assinatura proé-inflamatéria IL15, IRF7, ITGB7 e XRN1 e quatro genes referentes a assinatura anti-
inflamatéria CARD9, ESPNL, FZD2, OSBPL7 (Tabela 1).

Redes Bayesianas da interagdo entre os genes associados a ativacdo do eixo SDF-1/CXCR4 e a
resposta imune inflamatdria nas condigdes aguda e cronica

Para construgao das RB, os transcritos associados ao eixo SDF-1/CXCR4 foram filtrados, de acordo
com a sua expressao diferencial nos estudos avaliados, sendo selecionados 20 transcritos



Tipo de trabalho: TRABALHO COMPLETO (MINIMO 08 PAGINAS, MAXIMO 15 PAGINAS)

associados ao termo GO:0007186 e 1 transcrito associado ao termo GO:0070098.

A figura 3 mostra as RB pré-inflamatéria nas fases aguda (A) e cronica (Figura B). E possivel
observar um padrao de conectividade entre as moléculas CXCR4, TRPA1, AKT1, ITGB7 e IL-15 nos
contextos avaliados, inclusive no sentido dos arcos de interacdo; contudo, ocorreu maior
conectividade na fase aguda do infarto e uma redugao na forga das suas conexdes na fase cronica.

Nas redes de interagdes das moléculas que fazem parte da assinatura anti-inflamatéria com
aquelas associadas ao eixo nas fases aguda (A) e cronica (B), observam-se as conexdes entre
AKT1, TRPA1, CXCR4, GPR162, OSBPL7, CARDY9 e FZD2. H4 uma diferenga no padrao de
conectividade entre estas moléculas nos tempos avaliados onde a forga de interagdo entre seus
arcos apresenta-se superior na fase cronica apos o infarto. Também foi evidente a troca de sentido
dos arcos de interacao entre os genes que fazem parte das RB deste cenario. A molécula CARD9Y,
evidenciada na RB gerada no contexto anti-inflamatdrio, apresenta especial destaque, na fase
aguda interage com o CXCR4 (A) e esta interagdo ndo estd evidenciada de maneira direta na fase
cronica apo6s o IAM (B). Adicionalmente, a CARD9 interage com dois transcritos envolvidos na
sinalizagao de receptores acoplados a proteina G, GNB3 e GPR162, nos dois tempos avaliados (A e
B).

Perfil de expressao génica dos transcritos selecionados a partir das Rede Bayesianas em
amostras de PBMC de pacientes com STEMI

A tabela 2 apresenta os dados demogréficos dos grupos amostrais. Pacientes com STEMI
submetidos a intervengdo coronaria percutanea foram arrolados neste estudo, sendo a maioria
deles do sexo masculino (p=0,013) e com idade média de 55 anos. Observamos maior prevaléncia
de dislipidemias no grupo controle (p=0,014), que foi constituido por sujeitos sem lesdo nas
coronarias. Na secdo da terapia farmacoldgica utilizada pode-se constatar que os grupos eram
heterogéneos entre si.

Com o objetivo de avaliar o comportamento temporal da expressao das moléculas investigadas nas
andlises de bioinformatica, determinamos os niveis de expressdo dos transcritos ITGB7, TPRA1,
FZD2, CARD9, CXCR4 e AKT1 (Figura 4), em PBMC de pacientes com STEMI.

Os niveis do CXCR4 mostraram diminuigdo na expressdo comparados nos momentos admissao vs.
alta hospitalar (p=0,006), aumento ap6s 6 meses do IAM (p=0,023) (Figura 4A). Com relagao ao
TPRA1, verificou-se diminuicdo da expressdo na admissdo a alta hospitalar (p=0,028) e apos 6
meses do evento (p=0,001); aumento apds 1 més do pos-IAM e diminuicdo apds 6 meses (p=0,043)
(Figura 4B). A AKT1 apresentou maior expressao na admissao comparada a alta hospitalar
(p=0,011) e na admissao comparada aos 6 meses apds IAM (p=0,012) (Figura 4C). O ITGB7
apresentou maior expressdo na admissdo hospitalar comparado aos 6 meses apos IAM (p=0,004);
no dia 3 apds evento comparado a alta hospitalar (p=0,020) e aos 6 meses apos evento (p=0,013)
também houve aumento dos niveis de expressao. Também, observou-se diferenca na expressao do
ITGB7 na comparagao 1 més e 6 meses apds o IAM (p=0,009) (Figura 4D).

Com relagdo as moléculas anotadas na assinatura anti-inflamatoéria, FZD2 apresentou maior
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expressao na admissdo quando comparada a alta hospitalar (p=0,033) e aos 6 meses do pds-IAM
(p=0,001), voltando a aumentar apos 1 més apds o IAM (valor significativo quando comparado a 6
meses, p=0,012) (Figura 4E). Comportamento similar foi observado para CARD9Y, que apresentou
maior expressao na admissao quando comparada a alta hospitalar (p=0,002) e aos 6 meses apos o
evento (p=0,002) (Figura 4F).

Assumindo-se que o eixo SDF-1/CXCR4 associa-se funcionalmente as moléculas projetadas pelas
RB, avaliamos a possibilidade de correlagdao da expressao génica do CXCR4 com as moléculas do
perfil pré e anti-inflamatdrio (Tabela 3). Nesta andlise, verificamos correlacdo positiva do CXCR4
no momento da admissao hospitalar com as moléculas ITGB7, TRPA1, AKT1, FZD2 e CARD9. Este
padrao de correlacdao do CXCR4 foi mantido 3 dias apds IAM com ITGB7, AKT1, FZD2 e CARD9.
Na alta hospitalar, a correlacdo do CXCR4 manteve-se com as moléculas ITGB7, TRPA1 e AKT1.
Aos 6 meses apds evento de IAM observamos correlacdo positiva do CXCR4 com TRPA1 e CARD?9.

Discussao

Neste estudo investigamos a interagdo de genes associados a polarizagdo de macroéfagos com
aqueles relacionados ao eixo SDF-1/CXCR4, no sentido de investigar a possivel modulagdo dos
efeitos promovidos por esta interacdo, segundo o perfil imunoldgico, no contexto pés-IAM. Na
analise de enriquecimento de genes observamos que o enriquecimento das assinaturas pro-
inflamatoérias estd relacionado com o pds-IAM em condi¢do aguda e a resposta anti-inflamatéria
com a fase cronica do IAM. Estes resultados corroboram com os achados clinicos da literatura e
evidenciam proporcionalidade entre a ativacdo da resposta pro6 e anti-inflamatéria, essencial para
o inicio dos mecanismos fisioldgicos de reparo ativados em seus tempos especificos (MARCHANT
et al., 2012).

As RB foram utilizadas para evidenciar, do ponto de vista mecanistico, a comunicagdo entre a
resposta imune e a ativacdo do eixo SDF-1/CXCR4 em diferentes tempos p6s-IAM. Nas RB do
perfil pré-inflamatoério, destacamos a interagdo entre AKT1, TPRA1, CXCR4, ITGB7 e IL-15, em
condigao aguda p6s-IAM sugerindo que a ativagao do eixo pode favorecer o estabelecimento da
resposta pro-inflamatodria caracteristica do poés-infarto. O padrao de conectividade e a diregao
entre os arcos de interacdo destas moléculas, refor¢ga uma possivel modulacdo da resposta
inflamatéria via SDF-1/CXCR4 na fase aguda do infarto.

Um dos mecanismos pelos quais o eixo SDF-1/CXCR4 exerce papel cardioprotetor é a ativacao
diferenciada da AKT1, via PI3K/AKT, promovendo reducdo da formacao de tecido cicatricial,
estimulo a neovascularizagao e inibicdo da morte de cardiomidcitos (YU et al., 2010). No contexto
da inflamagdo, a PI3K/AKT atua como mediador inflamatério em diferentes tipos celulares
(OKKENHAUG et al, 2013). O ITGB7 exerce influéncia sobre a expressdo de moléculas de adesao
celular, como VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) e apresenta acdo mediadora da
migracdo e infiltracdo de leucdcitos apos lesdo (ANDERSON et al., 2014). A interagao entre a
IL-15 e 0 ITGB7 evidenciada na RB, sugere que pode haver uma intensificacdao no recrutamento e
producdo de linfécitos e, portanto, na dindmica da formacao do infiltrado leucocitario. Desta
maneira, de acordo com os niveis do transcrito do ITGB7 nos momentos iniciais apos ao infarto
agudo, sugerimos uma possivel intensificacao nas interacoes entre proteinas de adesdo e de
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matriz extracelular, consideradas reguladoras chave da atividade inflamatoéria, por interferéncia
na expressdo génica de mediadores inflamatérios (DOBACZEWSKI et al., 2010), aumentando a
infiltracdo de leucocitos, fenomeno caracteristico da atividade proé-inflamatoria
(FRANGOGIANNIS, 2015).

Nas RB do perfil anti-inflamatério, as conexdes sugeridas entre FZD2, TPRA1 e CXCR4 propdem
que a ativagao do eixo SDF-1/CXCR4 pode contribuir para mudangas morfofisioldgicas teciduais.
Particularmente no contexto cronico, estas mudangas sdo promovidas principalmente pela via de
transducdo de sinal ativada por FZD2. O FZD2 pertence a familia de receptores que ativam genes
relacionados a sinalizagdo Wnt, via estruturalmente relacionada aos receptores acoplados a
proteina G (SCHULTE et al., 2007), fato que pode explicar a relacdo de causalidade na RB do
FZD2 com moléculas associadas a sinalizacdo SDF-1/CXCR4. Estudos demonstraram regulagao
positiva dos componentes da sinalizacdo Wnt/FZD em células progenitoras endoteliais e
leucdcitos, sugerindo papel importante desta via no reparo cardiaco e na resposta inflamatoria
apos o infarto (BARANDON et al., 2011). Ativacao da via Wnt, através do aumento na expressao de
seus componentes contribui para o controle do remodelamento cardiaco (HERMANS et al., 2012)
Contudo, verificamos que os niveis do mRNA do FZD2 apresentaram-se aumentados nas fases
inicias apds evento de IAM, na qual predomina o perfil favoravel a inflamagao. Por outro lado, os
niveis reduzidos de expressdo desta molécula ao 3° dia apds infarto e na fase cronica seguinte,
poderiam sugerir comprometimento na ativacdao da sinalizacao Wnt e, portanto, no
remodelamento do tecido cardiaco.

Na RB do cendrio anti-inflamatério e fase crénica pds-IAM, destacamos a conexdo entre OSBPL7,
AKT1 e PI3KCB. A possivel influéncia exercida pelo receptor intracelular OSBPL7 (nivel de
expressdao nao avaliado neste estudo) sobre duas vias efetoras importantes envolvidas na
sinalizacdao SDF-1/CXCR4, PI3K e AKT1 (WANG et al., 2012) poderia refletir em processos
metabdlicos geradores de energia celular (RAYCHAUDHURI & PRINZ, 2010) Este efeito é
importante para a sobrevivéncia, bem como para a mobilizacdo celular, mecanismos essenciais
para adaptacdo tecidual apds lesdo (ZHENG et al., 2007).

Evidenciamos a presenga da molécula CARD9 nas redes do perfil anti-inflamatério na fase aguda e
cronica. Os niveis do mRNA da CARD9 nos momentos iniciais apés IAM, de fato relacionam-se com
a fase pro-inflamatéria, corroborando dados da literatura (REN et al., 2011) Esta proteina
desempenha importante papel na apoptose celular, ativagdo de processos inflamatérios e na
regulacdo da fibrose cardiaca, sua ativagao foi observada na doenga isquémica cardiaca, na qual a
inflamacdo sistémica e paracrina estao presentes. Por esta razao, a inibicao de CARD9 tem sido
objeto de pesquisas visando determinacdo de potencial alvo terapéutico na cardiologia
(PETERSON et al., 2016). Destacamos ainda, interagoes entre CARD9 e transcritos envolvidos na
sinalizacao de receptores acoplados a proteina G, como o préprio CXCR4, além de GNB3 e
GPR162. A proteina GNB3 é importante para a efetiva transducdo do sinal via receptor CXCR4
(NEVES et al., 2002). Assim, podemos sugerir que no contexto da sinalizacdo SDF-1/CXCR4, a
conectividade destes transcritos, juntamente com os niveis de expressdo génica da CARD9 e do
CXCR4, cujos resultados evidenciam associagao positiva entre estas duas moléculas, poderiam
interferir na ativacdao do eixo nos momentos iniciais apds IAM. O GPR162 também codifica
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receptores acoplados a Proteina G (GPCR). Considerando que GPCR sdao alvos dominantes para
descoberta de drogas, estima-se que 40-50% de todas as drogas modernas sao direcionadas a esta
superfamilia de receptores e por sua interagdo com AKT1, TRPA1 e CARDY, a fungdo do GPR162
no cenario inflamatério do p6s-IAM merece ser melhor investigada.

Com base nas informagdes obtidas a partir das RB, a ativacao do eixo SDF-1/CXCR4 proporciona
modulacdes e interacdes moleculares importantes que podem atuar na intensificacdao de
mecanismos direcionados ao reparo tecidual apés o IAM. Também, fundamentados no pressuposto
de que as RB representam hipdteses causais de associagdo entre as variaveis avaliadas (NI et al.,
2018), sugerimos que a troca de diregao dos arcos de interagao, no contexto cronico e agudo apds
IAM, pode indicar uma capacidade da resposta imune em modular a ativagcao do eixo
SDF-1/CXCRA4.

A associacdo positiva entre CXCR4, moléculas anotadas na assinatura inflamatéria e moléculas
envolvidas na sinalizagdo SDF-1/CXCR4, na fase aguda pds-IAM, sugere o favorecimento da
resposta proé-inflamacao inicial apds evento, corroborando evidéncias da literatura
(DOBACZEWSKI et al., 2010) e favorecendo a posterior transicdao da resposta imune. Esta
transicao gradual para uma resposta anti-inflamatdria é fundamental para uma melhor adaptacao
do tecido ao processo isquémico, uma vez que o reparo cardiaco é dependente, entre outros
fatores, de uma resposta inflamatéria bem orquestrada, que além de favorecer a “limpeza” da area
afetada, também fornece sinais moleculares para acionamento de fungdes reparadoras
(FRANGOGIANNIS, 2015).

Indicamos que apds o estabelecimento de uma resposta anti-inflamatéria cronica, a ativagédo do
eixo SDF-1/CXCR4 e suas vias de transducdo de sinal poderiam levar a manutengao das fungoes
vitais do tecido, por mecanismos como remodelamento e fibrose reativa e reparativa do miocardio,
que também dependem da qualidade do reparo cardiaco e estdo associado a um mau progndstico
em pacientes que sobrevivem a um IAM. Embora inicialmente o remodelamento configure uma
adaptacao para manter a fungao cardiaca, prejudicada pelo infarto, o remodelamento progressivo
inevitavelmente ocasiona prejuizo a fungdo cardiaca (PFEFFER & BRAUNWALD, 1990).

Conclusao

De acordo com os nossos achados, podemos observar que os efeitos promovidos pela interagao
SDF-1/CXCR4 podem ser modulados de acordo com o perfil inflamatério. Apds o IAM, esta
modulagao é temporalmente dependente e pode influenciar diretamente os efeitos adaptativos e
cardioprotetores proporcionados por esta via, com possiveis reflexos na evolucao da doenca
isquémica. Por fim, potenciais alvos terapéuticos, como CARD9 e WNT/FZD2 que emergem com a
resposta inflamatdria ocasionada pelo IAM podem atuar como essenciais no reparo cardiaco.

Limitagoes: Dados de transcriptomica, mesmo obtidos de repositério de alta credibilidade, sao
inevitavelmente incompletos, em termos da totalidade dos possiveis fatores bioldgicos, portanto,
devem ser julgados nesse contexto e ndo considerados de maneira isolada. Outra limitagédo é o
tamanho amostral utilizado na etapa de analise da expressao génica das moléculas selecionadas.
As RB apresentam limita¢cdes quanto a interpretacdes no contexto bioldgico, utiliza toda a
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informacgao capaz de avaliar as associagoes entre seus elementos, fato que é inviavel na pratica.
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Tabelas

Tabela 1. Genes filtrados do GSE 59867 desafiados com as assinaturas macrocitarias
M1/M2

Fase aguda Fase crinica
Genes e fungdo bioldgica Assinatura pro-inflamatoria M7
logFC= logFC e

IL15- estimula a produgdo de | -0,168341379862703 | -0,15450658721844 | =0,01
linfacitos

IRF7- Regulador da franscrigdo da 0,185212839816937 | 0,149525550026198 | =0,01
familia interferon, atua na

imunidade inata, respondendo a
danos no DMNA e defesa conira
RMA& virais

ITGBT- Associado a adesdo de | 0,19717041847597 | 0,200134232582805 | <0,01
linfacitos e a tradugdo de proteinas
de adesdo endotelial (VCAM-1)

XRN1- Atlua na resposta ao dano no | -0,127935734553779 | -0,13405%934520691 | =0,01
DMA e defesa contra RMA viral

Assinatura anti-inflamatoria M2

CARDY- Farticipa de importantes 0,15319881693364 | 0,142123941854371 | =0,01
vias regulatorias da apoptose e
comelaciona-se ao aumento de
infacitos T17-helpers

ESPNL- FParticipa da imunidade 0,097264555064077 | 0,0923321870038%0 | =0,01
adaptativa. Processos ainda pouco
estudados

FZD2- Participa nas vias candnicas | 0,156742512356983 | 0,151162873232058 | =0,01
da beta-cadeina, sendo
intermediario da PKC, envalvido
com o remodelamento tecidual via
WHNT

OSBPL7- Participa do metabolismo | 0,134277173013041 | 0152105607647984 | =0,01
de lipidios, associado a danos na
membrana celular
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IL-18=interleucine-15, IRF7= inferferon regulafory factor-7, ITGET= infegrin befs-7, XRN1=5'-3' exorbonuclease-1,
CARDEB= Caspase recruifment domain-confaiming profein-8, ESPHL= Espin-ike profein, FZD2= Frzzied-2. O5BPLY=
Cryefemnl-binding  profein-relsted profein-7, logFC=log fold change, VCAM-1=vascular cell sdhesion mofecule-1,
PKiC=proteina quinase C

Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos grupos amostrais

Caracteristicas STEMI Controles P
(n=14) (n=9)
|dade (anos) h5+10 G610 0213
Género masculing (%) 73 21 0,013*

Fatores de risco cardiovascular e
comorbidades (%)

Hipertensao 64,3 55,6 1,000
Tabagismo 430 11,0 0,176
Diabetes mellitus 286 0,00 0,127
Dislipidemia 0,00 44 4 0,014
Terapia farmacolégica (%)
Estatina 213 44 4 0,363
Beta-blogueadores 429 44 4 1.000
Inibidores da ECA 214 0,00 0,253
Antiagregante plaguetarios 284 h56 0,333
ARAS 7.1 333 0,206
Blogueadores dos canais de calcio 14,3 0,00 0,502
Antidiabéticos 214 0,00 0,253

ldade descrita em media = desvio padréo, t-Tesf, demais variaveis desortas em porcentagem (%), chi-Squars feat
STEMI=ET-elevation myocardial infarction, ECA=enzima conversora de angictensing, ARA=antagonistas dos receptores
da angiotensina, NA=ndo aplicével **comparacéo enfre medicamentos na admissdo va. alta hospitalar (Mehemar test).
*=[1.05.

Tabela 3. Analise de correlagdo do perfil de expressio génica do CXCR4
com o perfil das moléculas pro- e anti-inflamatérias no seguimento avaliado

Admissio Dia 3 pos- | Alta 1 més pos- 6 meses

hospitalar 1AM hospitalar lAM pos-1AM

nflamatorias | © | P | r | P | r | e | |||
ITGBT 0,808 | 0,001*) 0,831 0,045 0,943 |0,014*| 0673 | 0,143 (0,597 | 0,123
TRPA1 0,769 | 0,003*| 0,834 0075 | 0,895 | 0,04 | 0 432 | 0323|0877 |0,022*
AKT1 0,782 | 0,002%| 0,947 | 0,014+ | 0,956 | 0,011*| 0,643 | 0,166 | 0,774| 0,710
FZD2 0,914 | 0,001*) 0,623 0,025 0,493 | 0,305 | 0270 | 0592 (0521] 0,200
CARDAS 0772 | 0,003 0,852 0012%| 0,291 | 0,635 | 0124 | 0,815 | 0,954 | 0,002*

Teste estafistico utiizado Correlagdo de Pearson (r=cosficiente de relspdo). |AM=Infarto sgudo do miocardio,
ITGBT=lnfegrn bets-7, TRPA1=Tranamembrane profein adipocyfe-azzociated-1, AKT1=5ennethreonine-protein kinase-
1, FZD2=Frizzlad-2, CARDS=Caspase recruitment domain-containing profein-3
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Figura 1. Esquema representativo da inferencia de redes Bayesianas. (1) Dados de
expressio e comparagdes de interesse foram selecionados utilizando o repositorio GEQ. Em
seguida, analise de expressao diferencial (2) e GSEA de grupos de genes de interesse (3) foram
realizadas a partir dos dados coletados e comparagdes desejadas. Os genes diferencialmente
eXpressos para 0s grupos de genes avaliados foram filtrados (4) e submetidos ao procedimento
de inferéncia de Redes Bayesianas (5).
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Figura 2. Andlises de
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Perfil anti-inflamatério

-l

-

|

|

|

‘

-

B 1

Foy = £3
i - e
* * -]
kol
- -
g ! " e
. P s - Bn
e L
- ¥ i -
= .
e k' 0f 07 04 OF ON 18
== v ¥ oy [ arc strengthes
Bl
— >
B
arrec - ar —
g - .
- Fu
- -
i ¥ - o
T - ¥ Ea
¥ [ e "
= . E3
"l ek ¥ el
Tl il &

I

BTG
may o C 1
o

i Sarern i at
W af 0F o4 A8 Ak 18
i . arc strengths

Figura 3. Redes Bayesianas do perfil pré-inflamatdério e anti-inflamatdério pds-IAM.
Formadas a partir das assinaturas proé-inflamatéria (M1) e anti-inflamatdria (M2), e genes anotados
nos termos associados ao eixo SD-1/CXCR4 nas fases aguda (A) e cronica (B) do infarto agudo do
miocardio, limiar probabilistico dos arcos das RB, p<0,001
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Figura 4. Niveis de expressdo das moléculas selecionadas de acordo com as interagtes
nas Redes Bayesianas. Expressio relativa mRNA calculada por 2822 Jlog(2)FC}, média e erro
padrio para duplicatas. Miveis aumantados da expressdo do mRNA (A) do CXCR4 na admissdo
vs. alta hospitalar (*p=0,006) e na alta hospitalar vs. 6 meses (**p=0,023), (B) TRPA1 na
admissao vs. alta hospitalar (*p=0,023), na admissao vs. § meses apos 1AM (fp=0,001} & 1 més
vs. B meses apos evento (*p=0,043}, {C) AKT1 na admissdo vs. alta hospitalar (*p=0,011) e na
admissdo vs. 6 meses apos 1AM, (D) ITGBT na admissio vs. 6 meses apos IAM (*p=0,004), 3°
dia apds 1AM vs. alta hospitalar (**p=0,020), 3° dia vs. 6 meses (3p=0,013) & 1 més vs. 6 meses
apds evento (tp=0,009). (E) FZD2 na admiss&o vs. alta hospitalar (*p=0,033), na admissao vs. 6
meses (3p=0.001) & 1 més vs. 6 meses apos 1AM (*p=0,012), (F) CARDS na admissdo vs. alta
hospitalar (*p=0,002) e na admiss3o vs. 6 meses (5p=0,002).
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