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Introdução:  A  relação  resposta  inflamatória/dano  isquêmico  é  pré-requisito  para  início  do
processo  de  adaptação  do  tecido  cardíaco  pós-infarto,  contexto  no  qual  a  sinalização
SDF-1/CXCR4 desempenha papel central no reparo tecidual. Objetivo: Investigar a modulação
exercida pelo eixo SDF-1/CXCR4 sobre a resposta inflamatória após infarto agudo do miocárdio
com elevação do segmento-ST (STEMI). Métodos: Desenvolvemos Redes Bayesianas a partir de
dados de microarranjo (GEO) e avaliamos a expressão dos transcritos de interesse em pacientes
com STEMI por qPCR.Resultados: No contexto pró-inflamatório e agudo pós-infarto observamos
forte relação entre proteínas de adesão endotelial e do infiltrado celular. No cenário crônico e
anti-inflamatório, verificamos relação entre proteínas envolvidas com remodelamento tecidual e
bloqueio de vias apoptóticas. Os níveis de expressão dos transcritos avaliados encontravam-se
aumentados nos momentos iniciais pós-infarto. Conclusão: Os efeitos promovidos pela interação
SDF-1/CXCR4 podem ser modulados segundo o perfil imunológico, influenciando diretamente nos
seus efeitos adaptativos e cardioprotetores.

Introdução

O processo  isquêmico,  estabelecido  durante  o  período  que  antecede  o  IAM e  após  evento,
encontra-se entre as formas mais comuns de inflamação do miocárdio. A liberação de quimiocinas
específicas é um sinal característico da resposta inflamatória no contexto do infarto, atuando
como  mediadora  no  recrutamento  de  leucócitos  pró-inflamatórios  para  áreas  de  lesão,
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determinando  a  composição  do  infiltrado  leucocitário  (FRANGOGIANNIS,  2012)  Dentre  as
quimiocinas, o SDF-1 pode exercer ações inflamatórias no pós-IAM além do importante papel no
reparo fisiológico cardíaco após lesão tecidual (HU et al., 2007).

Já foi demonstrado que o eixo SDF-1/CXCR4 possui duplo papel no contexto pós-IAM (LIEHN et
al., 2011), com evidências de que os efeitos benéficos no reparo tecidual podem ser parcialmente
revertidos, devido à resposta pró-inflamatória induzida pela via. Por outro lado, a interação de
células CXCR4+, como neutrófilos e subtipos de macrófagos, é favorável no sentido de intensificar
a inflamação local (GORDON & MARTINEZ, 2010). Adicionalmente, a persistência da resposta
inicial  pró-inflamatória  pode  aumentar  as  chances  do  desenvolvimento  de  falência  cardíaca
(LIEHN  et  al.,  2011).  Tais  efeitos  ocorrem  por  meio  da  expressão  de  genes  específicos
responsáveis pela manutenção da secreção de citocinas e pela ativação de vias pró-inflamatórias,
possivelmente associadas ao receptor CXCR4 (LACHTERMACHER et al., 2010).

No cenário  da  inflamação,  dependendo do  microambiente  onde se  localizam,  os  macrófagos
podem ser identificados por dois fenótipos diferentes, denominados ‘’clássico’’ ativado (M1) ou
‘’alternativo’’ ativado (M2), os quais apresentam quadros comportamentais inflamatórios e anti-
inflamatórios, respectivamente (GORDON & MARTINEZ, 2010).

Considerando a importância da resposta inflamatória no prognóstico de pacientes no pós-infarto
(FRANGOGIANNIS, 2015) e o papel central da sinalização SDF-1/CXCR4 no reparo tecidual (HU
et al., 2007), empregamos abordagem de Redes Bayesianas (RB) na investigação da modulação
exercida pela ativação do eixo SDF-1/CXCR4 sobre a resposta inflamatória,  na fase aguda e
crônica do pós-infarto. Adicionalmente, avaliamos a expressão dos transcritos diferencialmente
expressos que fazem parte das RB em grupo de pacientes com infarto agudo do miocárdio com
elevação  do  segmento-ST  (STEMI).  No  cenário  clínico,  alterações  na  expressão  de  genes
relacionados  a  estes  mecanismos  moleculares  podem  direcionar  pesquisas  sobre  aspectos
reguladores nas diferentes fases do IAM, com impacto na descoberta de possíveis e inovadores
alvos terapêuticos direcionados ao reparo tecidual e úteis para fins de prognóstico.

Material e métodos

Termos e funções biológicas no Gene Ontology

Com relação à análise dos componentes da sinalização ativada pelo eixo SDF-1/CXCR4 e seus
mediadores intermediários, as funções biológicas de interesse foram investigadas explorando-se a
expressão de conjunto  de genes  relacionados a  esta  via  de sinalização,  conforme anotações
obtidas  pelo  Gene  Ontology  (GO).  Utilizamos  termos  associados  com  a  ativação  do  eixo  e
envolvidos com sinalização mediada pela proteína G (GO:0007186) e quimiotaxia (GO:0070098). O
primeiro refere-se a série de sinais moleculares, resultantes da ativação de receptor específico,
envolvendo a troca GDP/GTP na subunidade alfa de um complexo heterotrimérico associado a
proteína G, iniciando a ativação de vias associadas a esta proteína, o segundo a sinais moleculares
iniciados pela ligação de uma quimiocina a receptor na superfície celular e que termina com a
regulação e ativação de diferentes funções.
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Análise da expressão gênica diferencial dos dados de microarranjo e análise de enriquecimento de
grupos de genes

As análises de expressão 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 seleção dos estudos pacientes com STEMI e sob terapia
farmacológica,  análises  de  microarranjo  em amostras  de  células  mononucleares  isoladas  de
sangue periférico (PBMC) nas primeiras horas após infarto, em 30 dias e em seis meses após o
evento.

As comparações foram feitas de modo independente em cada estudo, confrontando dados dos
transcritos no IAM (fase aguda ou crônica) com os basais, obtidos de indivíduos 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 doença arterial coronariana (DAC). Para o GSE59867, foram realizadas 4
comparações, dados obtidos na admissão (24 - 48 h após evento agudo de infarto), alta hospitalar
(4 - 7 dias após evento), 1 mês e 6 meses, todos comparados ao controle (pacientes com DAC). A
análise  dos  dados  de  expressão  gênica  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 fenótipos requerido para a análise de enriquecimento de grupo
de genes (GSEA). Todas as análises estatísticas foram realizadas em R statistical environment.

Associação dos dados extraídos com assinaturas macrocitárias do perfil inflamatório e
dados de microarranjo obtidos a partir dos estudos selecionados

Como última etapa do processo de busca e seleção de dados, realizamos a análise de interação
entre os componentes do eixo SDF-1/CXCR4 e assinaturas gênicas, relacionadas à polarização de
marcrófagos propostas por BECKER et al. (2015). Para isso utilizamos análise de enriquecimento
com o auxílio da GSEA (SUBRAMANIAN et al., 2005), na qual, os transcritos foram ordenados em
um ranqueamento com base na correlação entre sua expressão e categoria fenotípica distinta.
Estas análises 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 inflamatórias M1 (IFNγ + LPS, TNFα) e
M2 (IL-4, IL-13) para inferir o perfil pró-inflamatório e anti-inflamatório, respectivamente.

Construção das Redes Bayesianas

As  RB  foram  utilizadas  para  investigar  padrões  de  interação  de  proteínas  que  contribuem
conjuntamente na função biológica de interesse (NI et al., 2018), neste caso, interação entre os
componentes  do  eixo  SDF-1/CXCR4  e  assinaturas  gênicas  relacionadas  à  polarização  de
macrófagos. Os transcritos utilizados para a construção das RB foram selecionados de acordo com
os seguintes critérios: presença em todos os estudos e nas assinaturas e termos definidos; estarem
diferencialmente  expressos  e  consistentemente  associados  com o  mesmo  fenótipo  biológico.
Somente os genes que apresentaram valor de p menor que 0,001 foram utilizados para elaboração
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das redes. A informação obtida por meio de RB é detectar se duas proteínas estão interagindo,
independentemente do tipo de interação envolvida, processo que envolve o reconhecimento de
entidades (proteína) mencionadas e a extração da relação entre elas.

Os transcritos relacionados com o eixo SDF-1/CXCR4, e seus mediadores intermediários, tiveram
suas funções biológicas de interesse avaliadas pela expressão de conjunto de genes no GO. De
acordo com a importância biológica atribuída aos termos, foram filtrados apenas os transcritos
presentes nos termos acima mencionados (GO:0007186 e GO:0070098). Primeiramente, os dados
analisados foram estratificados em três níveis, utilizando-se o algoritmo Hartemink's discretization
algorithm. Posteriormente, por meio do algoritmo Tabu, foi conduzida a etapa de pesquisa com
base na pontuação obtida, que serviu de parâmetro para a construção da estrutura do grafo. Após
a “aprendizagem” da estrutura gráfica, foram geradas 5000 redes randômicas (5000 random
bootstrap resamples), nas quais cada vértice relaciona-se de maneira aleatória com até cinco
vértices distintos, gerando os arcos e suas direções. A pontuação das redes foi obtida por Bayesian
Dirichlet.  Por  fim,  a  estrutura  do  grafo  foi  construída  a  partir  da  média  das  5000  redes,
considerando-se a retenção de arcos que passaram em um limiar de relacionamento probabilístico
(acurácia) com base na sua força de interação. Todos os passos da presente análise de redes
foram realizados em R statistical environment, utilizando o pacote bnlearn.

População

Pacientes com diagnóstico de STEMI provenientes do Instituto de Cardiologia do Rio Grande do
Sul/Fundação  Universitária  de  Cardiologia  (ICFUC),  submetidos  à  intervenção  coronária
percutânea primária (ICP), foram incluídos na etapa de análise da expressão gênica dos alvos pré-
selecionados (n=14). O grupo controle foi constituído por pacientes submetidos à angioplastia,
com diagnóstico de coronárias sem lesões e sem histórico de infarto do miocárdio (n=8). Todos os
participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, em respeito à lei 196/96.
Como critérios de elegibilidade, foram incluídos no estudo, pacientes com idade entre 40 e 75
anos,  sem  doenças  hematológicas,  neoplasias  ou  em  tratamento  com  quimioterápicos,  sem
intercorrências cardíacas prévias e sob terapia medicamentosa padrão. O estudo foi aprovado pelo
comitê de ética da instituição sob o número 4986/14.

Coleta de sangue e isolamento do RNA total

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

O RNA total foi isolado a partir das PBMC utilizando o Kit de extração 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 determinação da concentração e da
pureza do cDNA foi realizada por Nanodrop2000 (ThermoFisher, USA)
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Análise dos transcritos de interesse por Reação em cadeia da polimerase em tempo real
(PCR real time)

Avaliamos a expressão dos transcritos diferencialmente expressos que fazem parte das RB e mais
relevantes no contexto do estudo, em grupo de pacientes com STEMI. Para análise da expressão
gênica foi utilizada a técnica de Reação em cadeia da polimerase, quantitativa (qPCR), realizada a
partir do cDNA obtido das PBMC de pacientes com STEMI. Empregamos o sistema TaqMan®
Gene Expression Assay (Applied Biosystems, USA). O GAPDH foi utilizado como normalizador e as
amostras dos sujeitos controles constituíram o calibrador do estudo. O método 2-∆∆Ct (LIVAK et
al., 2001), onde ΔΔCT =ΔCT (gene alvo) – ΔCT (gene normalizador), foi empregado para calcular
os níveis relativos da expressão gênica, utilizando o valor dos CT (threshold cycle) gerados pelo
sistema qPCR, equipamento Applied Biosystems 7500 Fast Real Time PCR System (ThermoFisher
Scientific, USA).

Resultados

Seleção dos estudos com dados de expressão gênica obtidos por microarranjos

Após triagem que considerou critérios previamente definidos foram selecionados três estudos: A -
GSE59867; B - GSE62646; e C - GSE48060, a partir destes estudos (Figura 1A) e da interferência
entre a resposta imune inflamatória e a expressão gênica dos componentes das vias relacionadas
ao eixo SDF-1/CXCR4 foram construídas as RB. Para inferir sobre o perfil inflamatório, utilizamos
109 transcritos  referentes  ao  fenótipo  M1 e  56 relacionados  ao  fenótipo  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 imunológica das assinaturas (pró ou anti-inflamatória) (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).

Análise de enriquecimento gênico e perfil inflamatório

A partir  do  estudo  A  foram feitos  dois  sets  de  enriquecimento,  nos  quais  confrontamos  os
transcritos da fase aguda (1mês pós-IAM) e da fase crônica (6 meses pós-IAM) com os basais
(Figura 2A e B). Na fase aguda houve predomínio do fenótipo pró-inflamatório, enquanto que na
fase crônica do pós-IAM, a assinatura da condição anti-inflamatória prevaleceu. Não encontramos
associação na análise de enriquecimento dos estudos B e C nas condições analisadas.

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

Redes Bayesianas da interação entre os genes associados à ativação do eixo SDF-1/CXCR4 e à
resposta imune inflamatória nas condições aguda e crônica

Para construção das RB, os transcritos associados ao eixo SDF-1/CXCR4 foram filtrados, de acordo
com  a  sua  expressão  diferencial  nos  estudos  avaliados,  sendo  selecionados  20  transcritos
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associados ao termo GO:0007186 e 1 transcrito associado ao termo GO:0070098.

A figura 3 mostra as RB pró-inflamatória nas fases aguda (A) e crônica (Figura B). É possível
observar um padrão de conectividade entre as moléculas CXCR4, TRPA1, AKT1, ITGB7 e IL-15 nos
contextos  avaliados,  inclusive  no  sentido  dos  arcos  de  interação;  contudo,  ocorreu  maior
conectividade na fase aguda do infarto e uma redução na força das suas conexões na fase crônica.

Nas redes de interações das moléculas que fazem parte da assinatura anti-inflamatória com
aquelas associadas ao eixo nas fases aguda (A) e crônica (B), observam-se as conexões entre
AKT1,  TRPA1,  CXCR4,  GPR162,  OSBPL7,  CARD9 e  FZD2.  Há  uma diferença  no  padrão  de
conectividade entre estas moléculas nos tempos avaliados onde a força de interação entre seus
arcos apresenta-se superior na fase crônica após o infarto. Também foi evidente a troca de sentido
dos arcos de interação entre os genes que fazem parte das RB deste cenário. A molécula CARD9,
evidenciada na RB gerada no contexto anti-inflamatório, apresenta especial destaque, na fase
aguda interage com o CXCR4 (A) e esta interação não está evidenciada de maneira direta na fase
crônica após o IAM (B). Adicionalmente, a CARD9 interage com dois transcritos envolvidos na
sinalização de receptores acoplados a proteína G, GNB3 e GPR162, nos dois tempos avaliados (A e
B).

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

A  tabela  2  apresenta  os  dados  demográficos  dos  grupos  amostrais.  Pacientes  com  STEMI
submetidos a intervenção coronária percutânea foram arrolados neste estudo, sendo a maioria
deles do sexo masculino (p=0,013) e com idade média de 55 anos. Observamos maior prevalência
de dislipidemias no grupo controle (p=0,014),  que foi  constituído por sujeitos sem lesão nas
coronárias. Na seção da terapia farmacológica utilizada pode-se constatar que os grupos eram
heterogêneos entre si.

Com o objetivo de avaliar o comportamento temporal da expressão das moléculas investigadas nas
análises de bioinformática, determinamos os níveis de expressão dos transcritos ITGB7, TPRA1,
FZD2, CARD9, CXCR4 e AKT1 (Figura 4), em PBMC de pacientes com STEMI.

Os níveis do CXCR4 mostraram diminuição na expressão comparados nos momentos admissão vs.
alta hospitalar (p=0,006), aumento após 6 meses do IAM (p=0,023) (Figura 4A). Com relação ao
TPRA1, verificou-se diminuição da expressão na admissão à alta hospitalar (p=0,028) e após 6
meses do evento (p=0,001); aumento após 1 mês do pós-IAM e diminuição após 6 meses (p=0,043)
(Figura  4B).  A  AKT1 apresentou  maior  expressão  na  admissão  comparada  a  alta  hospitalar
(p=0,011) e na admissão comparada aos 6 meses após IAM (p=0,012) (Figura 4C). O ITGB7
apresentou maior expressão na admissão hospitalar comparado aos 6 meses após IAM (p=0,004);
no dia 3 após evento comparado à alta hospitalar (p=0,020) e aos 6 meses após evento (p=0,013)
também houve aumento dos níveis de expressão. Também, observou-se diferença na expressão do
ITGB7 na comparação 1 mês e 6 meses após o IAM (p=0,009) (Figura 4D).

Com relação  às  moléculas  anotadas  na  assinatura  anti-inflamatória,  FZD2 apresentou  maior
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expressão na admissão quando comparada à alta hospitalar (p=0,033) e aos 6 meses do pós-IAM
(p=0,001), voltando a aumentar após 1 mês após o IAM (valor significativo quando comparado a 6
meses, p=0,012) (Figura 4E). Comportamento similar foi observado para CARD9, que apresentou
maior expressão na admissão quando comparada a alta hospitalar (p=0,002) e aos 6 meses após o
evento (p=0,002) (Figura 4F).

Assumindo-se que o eixo SDF-1/CXCR4 associa-se funcionalmente às moléculas projetadas pelas
RB, avaliamos a possibilidade de correlação da expressão gênica do CXCR4 com as moléculas do
perfil pró e anti-inflamatório (Tabela 3). Nesta análise, verificamos correlação positiva do CXCR4
no momento da admissão hospitalar com as moléculas ITGB7, TRPA1, AKT1, FZD2 e CARD9. Este
padrão de correlação do CXCR4 foi mantido 3 dias após IAM com ITGB7, AKT1, FZD2 e CARD9.
Na alta hospitalar, a correlação do CXCR4 manteve-se com as moléculas ITGB7, TRPA1 e AKT1.
Aos 6 meses após evento de IAM observamos correlação positiva do CXCR4 com TRPA1 e CARD9.

Discussão

Neste estudo investigamos a interação de genes associados à polarização de macrófagos com
aqueles relacionados ao eixo SDF-1/CXCR4, no sentido de investigar a possível modulação dos
efeitos promovidos por esta interação, segundo o perfil imunológico, no contexto pós-IAM. Na
análise  de  enriquecimento  de  genes  observamos que  o  enriquecimento  das  assinaturas  pró-
inflamatórias está relacionado com o pós-IAM em condição aguda e a resposta anti-inflamatória
com a fase crônica do IAM. Estes resultados corroboram com os achados clínicos da literatura e
evidenciam proporcionalidade entre a ativação da resposta pró e anti-inflamatória, essencial para
o início dos mecanismos fisiológicos de reparo ativados em seus tempos específicos (MARCHANT
et al., 2012).

As RB foram utilizadas para evidenciar, do ponto de vista mecanístico, a comunicação entre a
resposta imune e a ativação do eixo SDF-1/CXCR4 em diferentes tempos pós-IAM. Nas RB do
perfil pró-inflamatório, destacamos a interação entre AKT1, TPRA1, CXCR4, ITGB7 e IL-15, em
condição aguda pós-IAM sugerindo que a ativação do eixo pode favorecer o estabelecimento da
resposta pró-inflamatória característica do pós-infarto. O padrão de conectividade e a direção
entre  os  arcos  de  interação  destas  moléculas,  reforça  uma possível  modulação  da  resposta
inflamatória via SDF-1/CXCR4 na fase aguda do infarto.

Um dos mecanismos pelos quais o eixo SDF-1/CXCR4 exerce papel cardioprotetor é a ativação
diferenciada da AKT1,  via  PI3K/AKT,  promovendo redução da formação de tecido cicatricial,
estímulo à neovascularização e inibição da morte de cardiomiócitos (YU et al., 2010). No contexto
da  inflamação,  a  PI3K/AKT  atua  como  mediador  inflamatório  em  diferentes  tipos  celulares
(OKKENHAUG et al, 2013). O ITGB7 exerce influência sobre a expressão de moléculas de adesão
celular,  como  VCAM-1  (vascular  cell  adhesion  molecule-1)  e  apresenta  ação  mediadora  da
migração e infiltração de leucócitos após lesão (ANDERSON et al., 2014). A interação entre a
IL-15 e o ITGB7 evidenciada na RB, sugere que pode haver uma intensificação no recrutamento e
produção de linfócitos e,  portanto, na dinâmica da formação do infiltrado leucocitário.  Desta
maneira, de acordo com os níveis do transcrito do ITGB7 nos momentos iniciais após ao infarto
agudo, sugerimos uma possível  intensificação nas interações entre proteínas de adesão e de
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matriz extracelular, consideradas reguladoras chave da atividade inflamatória, por interferência
na expressão gênica de mediadores inflamatórios (DOBACZEWSKI et al., 2010), aumentando a
infiltração  de  leucócitos,  fenômeno  característico  da  atividade  pró-inflamatória
(FRANGOGIANNIS,  2015).

Nas RB do perfil anti-inflamatório, as conexões sugeridas entre FZD2, TPRA1 e CXCR4 propõem
que a ativação do eixo SDF-1/CXCR4 pode contribuir para mudanças morfofisiológicas teciduais.
Particularmente no contexto crônico, estas mudanças são promovidas principalmente pela via de
transdução de sinal ativada por FZD2. O FZD2 pertence a família de receptores que ativam genes
relacionados  a  sinalização  Wnt,  via  estruturalmente  relacionada  aos  receptores  acoplados  à
proteína G (SCHULTE et al., 2007), fato que pode explicar a relação de causalidade na RB do
FZD2 com moléculas associadas a sinalização SDF-1/CXCR4. Estudos demonstraram regulação
positiva  dos  componentes  da  sinalização  Wnt/FZD  em  células  progenitoras  endoteliais  e
leucócitos, sugerindo papel importante desta via no reparo cardíaco e na resposta inflamatória
após o infarto (BARANDON et al., 2011). Ativação da via Wnt, através do aumento na expressão de
seus componentes contribui para o controle do remodelamento cardíaco (HERMANS et al., 2012)
Contudo, verificamos que os níveis do mRNA do FZD2 apresentaram-se aumentados nas fases
inicias após evento de IAM, na qual predomina o perfil favorável à inflamação. Por outro lado, os
níveis reduzidos de expressão desta molécula ao 3° dia após infarto e na fase crônica seguinte,
poderiam  sugerir  comprometimento  na  ativação  da  sinalização  Wnt  e,  portanto,  no
remodelamento  do  tecido  cardíaco.

Na RB do cenário anti-inflamatório e fase crônica pós-IAM, destacamos a conexão entre OSBPL7,
AKT1 e  PI3KCB.  A  possível  influência  exercida  pelo  receptor  intracelular  OSBPL7 (nivel  de
expressão  não  avaliado  neste  estudo)  sobre  duas  vias  efetoras  importantes  envolvidas  na
sinalização  SDF-1/CXCR4,  PI3K  e  AKT1  (WANG et  al.,  2012)  poderia  refletir  em processos
metabólicos  geradores  de  energia  celular  (RAYCHAUDHURI  &  PRINZ,  2010)  Este  efeito  é
importante para a sobrevivência, bem como para a mobilização celular, mecanismos essenciais
para adaptação tecidual após lesão (ZHENG et al., 2007).

Evidenciamos a presença da molécula CARD9 nas redes do perfil anti-inflamatório na fase aguda e
crônica. Os níveis do mRNA da CARD9 nos momentos iniciais após IAM, de fato relacionam-se com
a  fase  pró-inflamatória,  corroborando  dados  da  literatura  (REN et  al.,  2011)  Esta  proteína
desempenha importante papel  na apoptose celular,  ativação de processos inflamatórios e  na
regulação da fibrose cardíaca, sua ativação foi observada na doença isquêmica cardíaca, na qual a
inflamação sistêmica e parácrina estão presentes. Por esta razão, a inibição de CARD9 tem sido
objeto  de  pesquisas  visando  determinação  de  potencial  alvo  terapêutico  na  cardiologia
(PETERSON et al., 2016). Destacamos ainda, interações entre CARD9 e transcritos envolvidos na
sinalização de receptores acoplados a proteína G,  como o próprio CXCR4, além de GNB3 e
GPR162. A proteína GNB3 é importante para a efetiva transdução do sinal via receptor CXCR4
(NEVES et al., 2002). Assim, podemos sugerir que no contexto da sinalização SDF-1/CXCR4, a
conectividade destes transcritos, juntamente com os níveis de expressão gênica da CARD9 e do
CXCR4, cujos resultados evidenciam associação positiva entre estas duas moléculas, poderiam
interferir  na  ativação do eixo  nos  momentos  iniciais  após  IAM.  O GPR162 também codifica
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receptores acoplados à Proteína G (GPCR). Considerando que GPCR são alvos dominantes para
descoberta de drogas, estima-se que 40-50% de todas as drogas modernas são direcionadas a esta
superfamília de receptores e por sua interação com AKT1, TRPA1 e CARD9, a função do GPR162
no cenário inflamatório do pós-IAM merece ser melhor investigada.

Com base nas informações obtidas a partir das RB, a ativação do eixo SDF-1/CXCR4 proporciona
modulações  e  interações  moleculares  importantes  que  podem  atuar  na  intensificação  de
mecanismos direcionados ao reparo tecidual após o IAM. Também, fundamentados no pressuposto
de que as RB representam hipóteses causais de associação entre as variáveis avaliadas (NI et al.,
2018), sugerimos que a troca de direção dos arcos de interação, no contexto crônico e agudo após
IAM,  pode  indicar  uma  capacidade  da  resposta  imune  em  modular  a  ativação  do  eixo
SDF-1/CXCR4.

A associação positiva entre CXCR4, moléculas anotadas na assinatura inflamatória e moléculas
envolvidas  na  sinalização SDF-1/CXCR4,  na  fase  aguda pós-IAM,  sugere  o  favorecimento  da
resposta  pró-inflamação  inicial  após  evento,  corroborando  evidências  da  literatura
(DOBACZEWSKI  et  al.,  2010)  e  favorecendo  a  posterior  transição  da  resposta  imune.  Esta
transição gradual para uma resposta anti-inflamatória é fundamental para uma melhor adaptação
do tecido ao processo isquêmico, uma vez que o reparo cardíaco é dependente, entre outros
fatores, de uma resposta inflamatória bem orquestrada, que além de favorecer a “limpeza” da área
afetada,  também  fornece  sinais  moleculares  para  acionamento  de  funções  reparadoras
(FRANGOGIANNIS,  2015).

Indicamos que após o estabelecimento de uma resposta anti-inflamatória crônica, a ativação do
eixo SDF-1/CXCR4 e suas vias de transdução de sinal poderiam levar à manutenção das funções
vitais do tecido, por mecanismos como remodelamento e fibrose reativa e reparativa do miocárdio,
que também dependem da qualidade do reparo cardíaco e estão associado a um mau prognóstico
em pacientes que sobrevivem a um IAM. Embora inicialmente o remodelamento configure uma
adaptação para manter a função cardíaca, prejudicada pelo infarto, o remodelamento progressivo
inevitavelmente ocasiona prejuízo a função cardíaca (PFEFFER & BRAUNWALD, 1990).

Conclusão

De acordo com os nossos achados, podemos observar que os efeitos promovidos pela interação
SDF-1/CXCR4 podem ser  modulados  de  acordo com o  perfil  inflamatório.  Após  o  IAM,  esta
modulação é temporalmente dependente e pode influenciar diretamente os efeitos adaptativos e
cardioprotetores  proporcionados por  esta  via,  com possíveis  reflexos  na evolução da doença
isquêmica. Por fim, potenciais alvos terapêuticos, como CARD9 e WNT/FZD2 que emergem com a
resposta inflamatória ocasionada pelo IAM podem atuar como essenciais no reparo cardíaco.

Limitações: Dados de transcriptômica, mesmo obtidos de repositório de alta credibilidade, são
inevitavelmente incompletos, em termos da totalidade dos possíveis fatores biológicos, portanto,
devem ser julgados nesse contexto e não considerados de maneira isolada. Outra limitação é o
tamanho amostral utilizado na etapa de análise da expressão gênica das moléculas selecionadas.
As  RB  apresentam limitações  quanto  a  interpretações  no  contexto  biológico,  utiliza  toda  a
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informação capaz de avaliar as associações entre seus elementos, fato que é inviável na prática.
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Figura  3.  Redes  Bayesianas  do  perfil  pró-inflamatório  e  anti-inflamatório  pós-IAM.
Formadas a partir das assinaturas pró-inflamatória (M1) e anti-inflamatória (M2), e genes anotados
nos termos associados ao eixo SD-1/CXCR4 nas fases aguda (A) e crônica (B) do infarto agudo do
miocárdio, limiar probabilístico dos arcos das RB, p<0,001
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