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Resumo A relacdo resposta inflamatéria/dano isquémico é pré-requisito para inicio do processo de adaptacgdo do tecido
cardiaco pds-infarto, contexto no qual a sinalizagdo SDF-1/CXCR4 desempenha papel central no reparo tecidual. Este estudo
objetivou investigar a modulagdo exercida pelo eixo SDF-1/CXCR4 sobre a resposta inflamatéria apds infarto agudo do
miocdrdio com elevacdo do segmento-ST (STEMI). Para tanto, desenvolvemos Redes Bayesianas a partir de dados de
microarranjo (GEO) e avaliamos a expressdo dos transcritos de interesse em pacientes com STEMI por gPCR. No contexto
pro-inflamatdrio e agudo pds-infarto observamos forte relagdo entre proteinas de adesao endotelial e do infiltrado celular.
No cenario crénico e anti-inflamatdrio, verificamos relagdo entre proteinas envolvidas com remodelamento tecidual e
bloqueio de vias apoptéticas. Os niveis de expressdo dos transcritos avaliados encontravam-se aumentados nos momentos
iniciais pds-infarto. Conclui-se que os efeitos promovidos pela interagdo SDF-1/CXCR4 podem ser modulados segundo o
perfil imunoldgico, influenciando diretamente nos seus efeitos adaptativos e cardioprotetores.
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Molecular interaction between tissue repair via SDF-1/CXCR4 signaling and the inflammatory response
in acute myocardial infarction with ST-segment elevation

Abstract The inflammatory response/ischemic damage relationship is a prerequisite for the initiation of the process of
adaptation of the post-infarction cardiac tissue, in which the SDF-1/CXCR4 signaling plays a central role in tissue repair. This
study aimed to investigate the modulation exerted by the SDF-1/CXCR4 axis on the inflammatory response after ST-segment
elevation acute myocardial infarction (STEMI). Therefore, we developed Bayesian Networks from microarray (GEO) data
and evaluated the expression of transcripts of interest in patients with STEMI by gPCR. In the chronic and anti-inflammatory
scenario, we verified a relationship between proteins involved in tissue remodeling and the blockade of apoptotic pathways.
The expression levels of the transcripts evaluated were increased in the initial moments after the infarction. In conclusion,
the effects promoted by the SDF-1/CXCR4 interaction can be modulated according to the immunological profile, directly
influencing its adaptive and cardioprotective effects. Therefore, we believe that students can contribute to the awareness
of family and friends about COVID-19 and fake news.
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O processo isquémico, estabelecido durante o periodo que antecede o infarto agudo do miocardio (IAM) e apds evento,
encontra-se entre as formas mais comuns de inflamagdo do miocardio. A liberagdo de quimiocinas especificas € um sinal
caracteristico da resposta inflamatdria no contexto do infarto, atuando como mediadoras no recrutamento de leucécitos pro-
inflamatdrios para areas de lesdo, determinando a composi¢do do infiltrado leucocitario (Frangogiannis 2012). Dentre as
quimiocinas, o SDF-1 pode exercer agdes inflamatdrias no pds-IAM além do importante papel no reparo fisiolégico cardiaco
apos lesdo tecidual (Hu et al 2007).

O eixo SDF-1/CXCR4 desempenha importante papel no reparo do miocardio desencadeando efeitos protetivos que
melhoram a fungdo cardiaca apds IAM (saxena et al 2008). Ja foi demonstrado que esta via de sinalizagdo celular possui duplo
papel no contexto pds-IAM (Liehn et al 2011), com evidéncias de que os efeitos benéficos no reparo tecidual podem ser
parcialmente revertidos, devido a resposta pré-inflamatéria induzida pela via. Por outro lado, a interacdo de células CXCR4",
como neutrdfilos e subtipos de macréfagos, é favoravel no sentido de intensificar a inflamagdo local (Gordon and 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
manutencdo da secrecdo de citocinas e pela ativacdo de vias pré-inflamatodrias, possivelmente associadas ao receptor CXCR4
(Lachtermacher et al 2010).

No cenario da inflamag¢do, dependendo do microambiente onde se localizam, os macréfagos podem ser identificados
por dois fendtipos diferentes, denominados “cldssico” ativado (M1) ou “alternativo” ativado (M2), os quais apresentam
quadros comportamentais inflamatorios e anti-inflamatérios, respectivamente (Gordon and Martinez 2010).

Considerando a importancia da resposta inflamatdria no progndstico de pacientes no pés-infarto (Frangogiannis 2015)
e o papel central da sinalizagdo SDF-1/CXCR4 no reparo tecidual (Hu et al 2007), o presente estudo se propdem a investigar a
modulacdo exercida pela ativagdo do eixo SDF-1/CXCR4 sobre a resposta inflamatéria, na fase aguda e crénica do péds-infarto.
Para tanto, empregamos abordagem de Redes Bayesianas (RB) e avaliamos a expressdao dos transcritos diferencialmente
expressos que fazem parte destas redes em grupo de pacientes com infarto agudo do miocardio com elevagdo do segmento-
ST (STEMI). No cendrio clinico, alteragbGes na expressdo 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.

2. Material e Métodos
2.1. Termos e fungbes bioldgicas no Gene Ontology

Com relagdo a analise dos componentes da sinalizagdo ativada pelo eixo SDF-1/CXCR4 e seus mediadores
intermediarios, as fungdes bioldgicas de interesse foram investigadas explorando-se a expressdao de conjunto de genes
relacionados a esta via de sinalizagdo, conforme anotacGes obtidas pelo Gene Ontology (GO) (Ashburne 2000) Utilizamos
termos associados com a ativacdo do eixo e envolvidos com sinalizagdo mediada pela proteina G (GO:0007186) e quimiotaxia
(GO:0070098). O primeiro refere-se a série de sinais moleculares, resultantes da ativacdo de receptor especifico, associado a
proteina G, iniciando a ativagdo de vias associadas a esta proteina, o segundo a sinais moleculares iniciados pela ligacdo de
uma quimiocina a receptor na superficie celular e que termina com a regulagdo e ativacao de diferentes fungdes.

2.2. Andlise da expressdo génica diferencial dos dados de microarranjo e andlise de enriquecimento de grupos de genes

As analises de expressado 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 selecdo dos estudos pacientes com STEMI e sob
terapia farmacoldgica, analises de microarranjo em amostras de células mononucleares isoladas de sangue periférico (PBMC)
nas primeiras horas apds infarto, aos 30 dias e seis meses apds o evento.

As comparagdes foram feitas de modo independente em cada estudo, confrontando dados dos transcritos no IAM (fase
aguda ou crénica) 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 comparagdes,
dados obtidos na admissdo (24 - 48 h apds evento agudo de infarto), alta hospitalar (4 - 7 dias apds evento), 1 més e 6 meses,
todos comparados ao controle (pacientes com DAC). A analise dos dados de expressdo 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 fendtipos requerido para a andlise de enriquecimento de grupo de genes (GSEA). Todas as
analises estatisticas foram realizadas pelo programa R (statistical environment) versao 34.0.

2.3. Associagdo dos dados extraidos com assinaturas macrocitdrias do perfil inflamatério e dados de microarranjo obtidos a
partir dos estudos selecionados
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Como ultima etapa do processo de busca e sele¢ao de dados, realizamos a andlise de interacdo entre os componentes
do eixo SDF-1/CXCR4 e assinaturas génicas, relacionadas a polarizagdo de marcréfagos 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 correlagdo entre sua expressao e categoria fenotipica distinta. Estas andlises
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, IL-13) para inferir o perfil pré-inflamatério e anti-inflamatério, respectivamente.

2.4. Construgdo das Redes Bayesianas

As RB foram utilizadas para investigar padroes de interagdo de proteinas que contribuem conjuntamente na funcgdo
bioldgica de interesse (Ni et al 2018). Neste caso, a interagdo entre os componentes do eixo SDF-1/CXCR4 e assinaturas génicas
relacionadas a polarizagdo de macréfagos. Os transcritos utilizados para a construgdo das RB foram selecionados de acordo
com os seguintes critérios: presenga 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 <
0,001 foram utilizados para elaboragdo das redes. A informacgao obtida por meio de RB é detectar se duas proteinas estao
interagindo, independentemente do tipo de interacdo envolvida, processo que envolve o reconhecimento de entidades
(proteina) mencionadas e a extragdo da relagdo entre elas.

Os transcritos relacionados com o eixo SDF-1/CXCR4, e seus mediadores intermediarios, tiveram suas funcdes bioldgicas
de interesse avaliadas pela expressdao 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 G0:0070098).
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 pontuacdo obtida,
que serviu de parametro para a construgdo da estrutura do grafo. Apds a “aprendizagem” da estrutura grafica, foram geradas
5000 redes randémicas (5000 random bootstrap resamples), nas quais cada vértice relaciona-se de maneira aleatéria com até
cinco vértices distintos, gerando os arcos e suas dire¢des. A pontuagdo 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 retengdo de arcos que passaram em um
limiar de relacionamento probabilistico (acuracia) com base na sua forga de interagdo. Todos os passos da presente analise de
redes foram realizados em R statistical environment, utilizando o pacote bnlearn.

2.5. Populagdo

Pacientes com diagndstico de STEMI provenientes do Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul/Fundacgdo
Universitaria de Cardiologia (ICFUC), submetidos a intervengdo coronaria percutidnea primaria (ICP), foram incluidos na etapa
de analise da expressado génica dos alvos pré-selecionados (n=14). O grupo controle foi constituido por pacientes submetidos
a angioplastia, com diagndstico de corondrias 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 doencas hematoldgicas, neoplasias ou em tratamento com
quimioterapicos, sem intercorréncias cardiacas prévias e sob terapia medicamentosa padrdo. O estudo foi aprovado pelo
comité de ética da instituicdo sob o nimero 4986/14.

2.6. 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 separagdo e isolamento da fragdo mononuclear do sangue periférico
baseia-se na técnica de separacdo por gradiente de centrifugacdo Ficoll-Hypaque® (densidade 1077g/mL) (GE, Healthcare).

O RNA total foi isolado a partir das PBMC utilizando o Kit de extragao PureLink”™ RNA Mini Kit Ambion® (Life, Invitrogem,
Brasil). O RNA mensageiro (mRNA) foi obtido pelo Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, USA). A
determinagdo da concentracgdo e da pureza do cDNA foi realizada por Nanodrop2000 (ThermoFisher, USA).

2.7. Andlise dos transcritos de interesse por Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR real time)

Avaliamos a expressdo dos transcritos diferencialmente expressos que fazem parte das RB e mais relevantes no contexto
do estudo, em grupo de pacientes com STEMI. Para analise da expressdo génica foi utilizada a técnica de Reagdao 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 constituiram o calibrador do estudo. O método 2™ (LIVAK et al 2001), onde AACT =ACT (gene alvo) — ACT
(gene normalizador), foi empregado para calcular os niveis relativos da expressdo génica, utilizando o valor dos CT (threshold
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cycle) gerados pelo sistema gPCR, equipamento Applied Biosystems 7500 Fast Real Time PCR System (ThermoFisher Scientific,
USA).

3. Resultados
3.1 Selegdio dos estudos com dados de expressédo génica obtidos por microarranjos

ApOs a triagem que considerou critérios previamente definidos, foram selecionados trés estudos: A - GSE59867; B -
GSE62646; C - GSE48060. A partir destes estudos (Figura 1A) e da interferéncia entre a resposta imune inflamatoéria 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 fendtipo M1 e 56 relacionados ao fendtipo 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
imunoldgica das assinaturas (pro ou anti-inflamatdria) (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).
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Figura 1 Esquema representativo da inferéncia de redes Bayesianas. (1) Dados de expressdo e comparagdes de interesse foram selecionados
utilizando o repositério GEO. Em seguida, andlise de expressdo diferencial (2) e GSEA de grupos de genes de interesse (3) foram realizadas a
partir dos dados coletados e comparagGes desejadas. Os genes diferencialmente expressos para os grupos de genes avaliados foram filtrados
(4) e submetidos ao procedimento de inferéncia de Redes Bayesianas (5).

3.2 Andlise de enriquecimento génico e perfil inflamatdério

A partir do estudo A foram feitos dois sets de enriquecimento, nos quais confrontamos os transcritos da fase aguda (1
més pds-IAM) e da fase crbnica (6 meses pds-IAM) com os basais (Figura 2A e B). Na fase aguda houve predominio do fendtipo
pré-inflamatério, enquanto que na fase cronica do pds-IAM a assinatura da condicdo anti-inflamatdria prevaleceu. Ndo
encontramos associacdo na analise de enriquecimento dos estudos B e C nas condig¢des analisadas (dados ndo apresentados).

Com base no enriquecimento realizado sobre o estudo A, foram filtrados quatro genes referentes a assinatura proé-
inflamatoéria; IL15, IRF7, ITGB7 e XRN1 e quatro genes referentes a assinatura anti-inflamatéria; CARD9, ESPNL, FZD2, OSBPL7
(Tabela 1).
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Figura 2 Andlises de enriquecimento do conjunto de genes. GSEA a partir das assinaturas dos perfis de ativagdo de macréfagos polarizados
(Becker et al 2015) e dos transcritos obtidos do estudo de Maciejak e cols (2015). Enriquecimento das assinaturas M1(IFNy + LPS, TNFa) e
M2 (IL-4, IL-13) fase aguda, 1 més pds-IAM (A) e fase cronica, 6 meses (B) *p<0,05.

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

Fase aguda Fase cronica
Genes e fungdo bioldgica Assinatura pré-inflamatéria M1
logFC* logFC p**
IL15- estimula a produgdo de linfocitos -0,16934137986270 -0,1845965872184 <0,01
IRF7- Regulador da transcrigdo da familia interferon, 0,18521283981693 0,1495255500261 <0,01
atua na imunidade inata, responde a danos no DNA e
defesa contra RNA virais
ITGB7- Associado a adesdo de linfdcitos e a tradugdo de 0,19717041647597 0,2001342325825 <0,01
proteinas de adesdo endotelial (VCAM-1)
XRN1- Atua na resposta ao dano no DNA e defesa contra -0,12793573455377 -0,1340593452069 <0,01
RNA viral
Assinatura anti-inflamataéria M2

CARDS9- Participa de vias regulatorias da apoptose e 0,15319881693364 0,1421239418543 <0,01
correlaciona-se ao aumento de linfocitos T17-helpers
ESPNL- Participa da imunidade adaptativa. Processos 0,09786455606407 0,0923321870088 <0,01
ainda pouco estudados
FZD2- Participa nas vias candnicas da beta-cadeina, 0,15674281235698 0,1511628732320 <0,01

sendo intermediario da PKC, envolvido com o

remodelamento tecidual via WNT
OSBPL7- Participa do metabolismo de lipidios, associado 0,13427717391304 0,1521056076479 <0,01
a danos na membrana celular

IL-15=interleucina-15, IRF7= Interferon regulatory factor-7, ITGB7= Integrin beta-7, XRN1=5'-3"' exoribonuclease-1, CARD9= Caspase recruitment
domain-containing protein-9, ESPNL= Espin-like protein, FZD2= Frizzled-2, OSBPL7= Oxysterol-binding protein-related protein-7, logFC=log fold
change, VCAM-1=vascular cell adhesion molecule-1, PKC=proteina quinase C.

3.3 Redes Bayesianas da interagdo entre os genes associados a ativacdo do eixo SDF-1/CXCR4 e a resposta imune inflamatdria
nas condi¢bes aguda e crénica

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

A figura 3 mostra as RB pré-inflamatdria nas fases aguda (A) e cronica (B). E possivel observar um padrio de
conectividade entre as moléculas CXCR4, TRPA1, AKT1, ITGB7 e IL-15 nos contextos avaliados, inclusive no sentido dos arcos
de intera¢do. 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-inflamatdria com aquelas associadas ao eixo
nas fases aguda (A) e cronica (B), observam-se as conexdes entre AKT1, TRPA1, CXCR4, GPR162, OSBPL7, CARD9 e FZD2. Ha
uma diferenga no padrdo de conectividade entre estas moléculas nos tempos avaliados onde a for¢a de intera¢do entre seus
arcos apresenta-se superior na fase cronica apds o infarto. Também foi evidente a troca de sentido dos arcos de interagdo
entre os genes que fazem parte das RB deste cenario. A molécula CARD9, evidenciada na RB gerada no contexto anti-
inflamatdrio, apresenta especial destaque, na fase aguda interage com o CXCR4 (A) e esta interacdo ndo estd evidenciada de
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maneira direta na fase crénica apds o IAM (B). Adicionalmente, a CARD9 interage com dois transcritos envolvidos na sinalizagdo
de receptores acoplados a proteina G, GNB3 e GPR162, nos dois tempos avaliados (A e B).
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Figura 3 Redes Bayesianas do perfil pré-inflamatério e anti-inflamatério pds-IAM. Formadas a partir das assinaturas pré-inflamatdéria (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
miocdrdio, limiar probabilistico dos arcos das RB, p<0,001.
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3.4 Perfil de expresséo génica dos transcritos selecionados a partir das Rede Bayesianas em amostras de PBMC de pacientes
com STEMI

A tabela 2 apresenta os dados demograficos 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.

Tabela 2 Caracteristicas clinicas dos grupos amostrais.

Caracteristicas STEMI (n=14) Controles (n=9) P
Idade (anos) 55+10 61+9 0,213
Género masculino (%) 78 21 0,013*

Fatores de risco cardiovascular e
comorbidades (%)

Hipertensao 64,3 55,6 1,000
Tabagismo 43,0 11,0 0,176
Diabetes mellitus 28,6 0,00 0,127
Dislipidemia 0,00 44,4 0,014*
Terapia farmacoldgica (%)
Estatina 21,3 444 0,363
Beta-bloqueadores 42,9 44,4 1,000
Inibidores da ECA 214 0,00 0,253
Antiagregante plaquetarios 28,4 55,6 0,383
ARAs 71 33,3 0,206
Bloqueadores dos canais de calcio 14,3 0,00 0,502
Antidiabéticos 21,4 0,00 0,253

Idade descrita em média e desvio padrdo, t-Test, demais variaveis descritas em porcentagem (%), chi-Square test.
STEMI = ST-elevation myocardial infarction, ECA = enzima conversora de angiotensina, ARA = antagonistas dos
receptores da angiotensina, NA = ndo aplicavel **comparagdo entre medicamentos na admissdo vs. alta hospitalar
(McNemar test). *P<0.05.

Com o objetivo de avaliar o comportamento temporal da expressdo das moléculas investigadas nas analises 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 diminuicdo na expressdo comparados nos momentos admissdo vs. alta hospitalar
(p=0,006), aumento apds 6 meses do IAM (p=0,023) (Figura 4A). Com relagdo ao TPRA1, verificou-se diminui¢do da expressdo
na admissdo a alta hospitalar (p=0,028) e apds 6 meses do evento (p=0,001); aumento apds 1 més do pds-IAM e diminui¢do
apods 6 meses (p=0,043) (Figura 4B). A AKT1 apresentou maior expressdo na admissdo comparada a alta hospitalar (p=0,011) e
na admissdo comparada aos 6 meses apds IAM (p=0,012) (Figura 4C).

O ITGB7 apresentou maior expressdo na admissdo hospitalar comparado aos 6 meses apds IAM (p=0,004); no dia 3 apds
evento comparado a alta hospitalar (p=0,020) e aos 6 meses apds evento (p=0,013) também houve aumento dos niveis de
expressdo. Também, observou-se diferenca na expressdo do ITGB7 na comparagdo 1 més e 6 meses apos o IAM (p=0,009)
(Figura 4D).

Com relagdo as moléculas anotadas na assinatura anti-inflamatdria, FZD2 apresentou maior expressao na admissdo
guando comparada a alta hospitalar (p=0,033) e aos 6 meses do pds-IAM (p=0,001), voltando a aumentar apds 1 més apds o
IAM (valor significativo quando comparado a 6 meses, p=0,012) (Figura 4E). Comportamento similar foi observado para CARD9,
que apresentou maior expressdo na admissdo quando comparada a alta hospitalar (p=0,002) e aos 6 meses apds 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 correlagdo da expressao génica do CXCR4 com as moléculas do perfil pré e anti-inflamatério (Tabela 3). Nesta
analise, verificamos correlagdo positiva do CXCR4 no momento da admissdo hospitalar com as moléculas ITGB7, TRPA1, AKT1,
FZD2 e CARD?9. Este padrao de correlagdo do CXCR4 foi mantido 3 dias apds IAM com ITGB7, AKT1, FZD2 e CARD9. Na alta
hospitalar, a correlagdo do CXCR4 manteve-se com as moléculas ITGB7, TRPA1 e AKT1. Aos 6 meses apds evento de IAM
observamos correlagdo positiva do CXCR4 com TRPA1 e CARDS.
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Figura 4 Niveis de expressdo das moléculas selecionadas de acordo com as interagdes nas Redes Bayesianas. Expressdo relativa mRNA
calculada por 2A-22Ct {|og(2)FC}, média e erro padrdo para duplicatas. Niveis aumentados 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 admissdo vs. alta hospitalar (*p=0,028), na admissdo
vs. 6 meses apds IAM (3p=0,001) e 1 més vs. 6 meses apds evento (**p=0,043), (C) AKT1 na admissdo vs. alta hospitalar (*p=0,011) e na
admissdo vs. 6 meses apos IAM, (D) ITGB7 na admissdo vs. 6 meses apds IAM (*p=0,004), 3° dia apds IAM vs. alta hospitalar (**p=0,020), 3°
dia vs. 6 meses (5p=0,013) e 1 més vs. 6 meses apos evento (Yp=0,009). (E) FZD2 na admiss3do vs. alta hospitalar (*p=0,033), na admiss&o vs.
6 meses (5p=0,001) e 1 més vs. 6 meses apds IAM (**p=0,012), (F) CARD9 na admissdo vs. alta hospitalar (*p=0,002) e na admiss&o vs. 6
meses (5p=0,002).

Tabela 3 Anélise de correlagdo do perfil de expressdo génica do CXCR4 com o perfil das moléculas pro- e anti-inflamatdrias
no seguimento avaliado.

Admissao hospitalar Dia 3 p6s-IAM Alta hospitalar 1 més poés-IAM 6 meli\?\jl pos-

Moléculas

inflamatérias r p r P r P r P r P
ITGB7 0,808 0,001* 0,881  0,049* 0,948 0,014* 0,673 0,143 0,697 0,123
TRPA1 0,769 0,003* 0,834 0,078 0,895 0,04* 0,482 0,333 0877 0,022*
AKT1 0,788 0,002* 0,947 0,014* 0,956 0,011* 0,643 0,166 0,774 0,710
FzZD2 0,914 0,001* 0,923  0,025* 0,493 0,399 0,279 0,592 0521 0,290
CARD9 0,772 0,003* 0,952  0,012* 0,291 0,635 0,124 0,815 0,964 0,002*

Teste estatistico utilizado Correlagdo de Pearson (r = coeficiente de relagdo). IAM=Infarto agudo do miocardio, ITGB7 = Integrin beta-7,
TRPA1 = Transmembrane protein adipocyte-associated-1, AKT1 = Serine/threonine-protein kinase-1, FZD2 = Frizzled-2, CARD9 = Caspase
recruitment domain-containing protein-9.

4. Discussao

Neste estudo investigamos a interacdo de genes associados a polarizacdo de macréfagos com aqueles relacionados ao
eixo SDF-1/CXCR4, no sentido de investigar a possivel modulacdo dos efeitos promovidos por esta interagdo, segundo o perfil
imunoldgico, no contexto pds-IAM. Na analise de enriquecimento de genes observamos que o enriquecimento das assinaturas
pré-inflamatdrias esta relacionado com o pds-IAM em condigdo aguda e a resposta anti-inflamatdria com a fase crénica do
IAM. Estes resultados corroboram com os achados clinicos da literatura e evidenciam proporcionalidade entre a ativagdo da
resposta pré e anti-inflamatdria, essencial para o inicio dos mecanismos fisioldgicos de reparo ativados em seus tempos
especificos (Marchant et al 2012).
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As RB foram utilizadas para evidenciar, do ponto de vista mecanistico, a comunica¢do entre a resposta imune e a
ativagdo do eixo SDF-1/CXCR4 em diferentes tempos pds-IAM. Nas RB do perfil pré-inflamatério, destacamos a interagdo entre
AKT1, TPRA1, CXCR4, ITGB7 e IL-15, em condi¢do aguda pds-IAM sugerindo que a ativagdo do eixo pode favorecer o
estabelecimento da resposta pré-inflamatdria caracteristica do pés-infarto. O padrdo de conectividade e a diregdo entre os
arcos de interagdo destas moléculas, reforga uma possivel modulagio da resposta inflamatdria via SDF-1/CXCR4 na fase aguda
do infarto (Liehn et al 2011).

Um dos mecanismos pelos quais o eixo SDF-1/CXCR4 exerce papel cardioprotetor € a ativagcdo diferenciada da AKT1, via
PI3K/AKT, promovendo redugdo da formagdo de tecido cicatricial, estimulo a neovascularizagdo e inibicdo da morte de
cardiomidcitos (Yu et al 2010). No contexto da inflamag&o, a PI3K/AKT atua como mediador inflamatdrio em diferentes tipos
celulares (Okkenhaug et al 2013). O ITGB7 exerce influéncia sobre a expressdo de moléculas de adesdo celular, como VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule-1) e apresenta agdo mediadora da migragdo e infiltragdo de leucécitos apds lesdo (Anderson
et al 2014). A interagdo entre a IL-15 e o ITGB7 evidenciada na RB, sugere que pode haver uma intensificacdo no recrutamento
e producdo de linfocitos e, portanto, na dinamica da formacdo do infiltrado leucocitario. Desta maneira, de acordo com os
niveis do transcrito do ITGB7 nos momentos iniciais apds ao infarto agudo, sugerimos uma possivel intensificagdo nas
interagBes entre proteinas de adesdo e de matriz extracelular, consideradas reguladoras chave da atividade inflamatéria, por
interferéncia na expressdao génica de mediadores inflamatérios (Dobaczewski et al 2010), aumentando a infiltragcdo de
leucécitos, fendmeno caracteristico da atividade pré-inflamatéria (Frangogiannis 2015).

Nas RB do perfil anti-inflamatdrio, as conexdes sugeridas entre FZD2, TPRA1 e CXCR4 propdem que a ativagdo do eixo
SDF-1/CXCR4 pode contribuir para mudancas morfofisioldgicas teciduais. Particularmente no contexto cronico, estas mudancas
sdo promovidas principalmente pela via de transducgdo 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 relagdo de causalidade na RB do FZD2 com moléculas associadas a sinalizagdo SDF-
1/CXCR4. Estudos demonstraram regulagdo positiva dos componentes da sinalizagdo Wnt/FZD em células progenitoras
endoteliais e leucdcitos, sugerindo papel importante desta via no reparo cardiaco e na resposta inflamatdria apds o infarto
(Barandon et al 2011). Ativagdo da via Wnt, através do aumento na expressdo 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 favordvel a inflamagdo. Por outro lado, os niveis
reduzidos de expressdo desta molécula ao 3° dia apds infarto e na fase cronica seguinte, poderiam sugerir comprometimento
na ativacgdo da sinalizagdo Wnt e, portanto, no remodelamento do tecido cardiaco.

Na RB do cendrio anti-inflamatdrio e fase cronica pds-IAM, destacamos a conexdo entre OSBPL7, AKT1 e PI3KCB. A
possivel influéncia exercida pelo receptor intracelular OSBPL7 (nivel de expressdo ndo avaliado neste estudo) sobre duas vias
efetoras importantes envolvidas na sinalizagdo SDF-1/CXCR4, PI3K e AKT1 (Wang et al 2012) poderia refletir em processos
metabdlicos geradores de energia celular (Raychaudhuri and Prinz 2010). Este efeito é importante para a sobrevivéncia, bem
como para a mobilizagdo 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
mMRNA da CARD9 nos momentos iniciais apds IAM, de fato relacionam-se com a fase proé-inflamatadria, corroborando dados da
literatura (Ren et al 2011). Esta proteina desempenha importante papel na apoptose celular, ativagdo de
processos inflamatdrios e na regulagao da fibrose cardiaca, sua ativagao foi observada na doenga isquémica cardiaca, na qual
a inflamacao sistémica e paracrina estdao presentes (Frangogiannis 2012). Por esta razao, a inibicdo de CARD9 tem sido objeto
de pesquisas visando determinagdo de potencial alvo terapéutico na cardiologia (Peterson et al 2016). Destacamos ainda,
interacOes entre CARD9 e transcritos envolvidos na sinalizagdo de receptores acoplados a proteina G, como o préoprio CXCR4,
além de GNB3 e GPR162. A proteina GNB3 é importante para a efetiva transdugdo do sinal via receptor CXCR4 (Neves et al
2002). Assim, podemos sugerir que no contexto da sinalizagdo SDF-1/CXCR4, a conectividade destes transcritos, juntamente
com os niveis de expressdo génica da CARD9 e do CXCR4, cujos resultados evidenciam associagdo positiva entre estas duas
moléculas, poderiam interferir na ativagdo do eixo nos momentos iniciais apds IAM. O GPR162 também codifica receptores
acoplados a Proteina G (GPCR). Considerando que GPCR sdo alvos dominantes para descoberta de drogas, estima-se que 40-
50% de todas as drogas modernas sdo direcionadas a esta superfamilia de receptores e por sua interagdo com AKT1, TRPAl e
CARD9, a fun¢do do GPR162 no cenario inflamatdrio do pds-IAM merece ser melhor investigada.

Com base nas informacdes obtidas a partir das RB, a ativa¢cdo do eixo SDF-1/CXCR4 proporciona modulacdes e
interacdes moleculares importantes que podem atuar na intensificacdo de mecanismos direcionados ao reparo tecidual apds
o IAM. Também, fundamentados no pressuposto de que as RB representam hipdteses causais de associacdo entre as variaveis
avaliadas (Ni et al 2018), sugerimos que a troca de dire¢do dos arcos de interagao, no contexto crénico e agudo apés IAM, pode
indicar uma capacidade da resposta imune em modular a ativagdo do eixo SDF-1/CXCR4.

A associacgdo positiva entre CXCR4, moléculas anotadas na assinatura inflamatdria e moléculas envolvidas na sinalizagdo
SDF-1/CXCR4, na fase aguda pds-IAM, sugere o favorecimento da resposta pré-inflamacdo inicial apds evento, corroborando
evidéncias da literatura (Dobaczewski et al 2010) e favorecendo a posterior transigdo da resposta imune. Esta transi¢ao gradual
para uma resposta anti-inflamatéria é fundamental para uma melhor adaptacdo do tecido ao processo isquémico, uma vez
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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 fung¢des reparadoras
(Frangogiannis 2015).

Indicamos que apds o estabelecimento de uma resposta anti-inflamatéria cronica, a ativagdo do eixo SDF-1/CXCR4 e
suas vias de transdu¢do de sinal poderiam levar a manutencgdo das fungdes 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 adaptagdo para manter a fungdo cardiaca, prejudicada pelo infarto, o remodelamento progressivo inevitavelmente
ocasiona prejuizo a fungdo cardiaca (Pfeffer and Braunwald 1990).

5. Conclusoes

De acordo com os nossos achados, podemos observar que os efeitos promovidos pela interagdo SDF-1/CXCR4 podem
ser modulados de acordo com o perfil inflamatdrio. Apds o IAM, esta modulagdo é temporalmente dependente e pode
influenciar diretamente os efeitos adaptativos e cardioprotetores proporcionados por esta via, com possiveis reflexos na
evolugdo 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.

Limitagdes: Dados de transcriptdmica, mesmo obtidos de repositério de alta credibilidade, sdo inevitavelmente
incompletos, em termos da totalidade dos possiveis fatores bioldgicos, portanto, devem ser julgados nesse contexto e ndo
considerados de maneira isolada. Outra limitagdo é o tamanho amostral utilizado na etapa de andlise da expressao génica das
moléculas selecionadas. As RB apresentam limita¢des quanto a interpreta¢des no contexto bioldgico, utiliza toda a informacgao
capaz de avaliar as associagdes entre seus elementos, fato que é invidvel na pratica.
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