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Abordagem de Bioinformatica e Biologia de Sistemas para
Identificar a Ligacao Patogenética entre Insuficiéncia Cardiaca
e Sarcopenia

Bioinformatics and Systems Biology Approach to Identify the Pathogenetic Link between Heart Failure
and Sarcopenia

Rui Xu,"™ Ling-ling Ma," Shuai Cui," Ling Chen,” Hong Xu’

Gerontology center, People’s Hospital of Xinjiang Uygur Autonomous Region,” Urumqi — China

Resumo

Fundamento: Apesar das evidéncias crescentes de que pacientes com insuficiéncia cardiaca (IC) sao suscetiveis a
sarcopenia, o motivo da associacao nao é bem compreendido.

Objetivo: O objetivo deste estudo é explorar ainda mais 0 mecanismo molecular de ocorréncia desta complicacao.

Métodos: Conjuntos de dados de expressao génica para HF (GSE57345) e Sarcopenia (GSE1428) foram obtidos
do banco de dados Gene Expression Omnibus (GEO). Genes diferencialmente expressos (DEGs) foram
identificados usando pacotes ‘edgeR’ e “limma” de R, e suas fun¢des foram analisadas usando Gene Ontology
(GO) e a Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG). Redes de interacao proteina-proteina (PPI) foram
construidas e visualizadas usando Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes (STRING) e Cytoscape. Os
genes hub foram selecionados usando o plugin cytoHubba e validados com GSE76701 para IC e GSE136344 para
Sarcopenia. As vias relacionadas e os mecanismos moleculares dos genes hub foram realizados pela andlise de
enriquecimento de genes (GSEA). As andlises estatisticas foram realizadas no software R. P < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

Resultados: Foram encontrados 114 DEGs comuns. As vias relacionadas ao fator de crescimento, secrecao de insulina
e cGMP-PKG estavam enriquecidas tanto na IC quanto na sarcopenia. Descobriu-se que CYP27A1, KCNJ8, PIK3R5,
TIMP2, CXCL12, KIT e VCAM1 sao genes hub significativos apds validacao com GSEA enfatizando a importancia dos
genes hub na regulacao da resposta inflamatéria.

Conclusao: Nosso estudo revela que a IC e a Sarcopenia compartilham vias e mecanismos patogénicos comuns. Estes
achados podem sugerir novas direcoes para pesquisas futuras sobre a patogénese subjacente.

Palavras-chave: Sarcopenia; Insuficiéncia Cardiaca; Biologia Computacional; Genes.

Abstract

Background: Despite increasing evidence that patients with heart failure (HF) are susceptible to sarcopenia, the reason for the association is
not well understood.

Objective: The purpose of this study is to explore further the molecular mechanism of the occurrence of this complication.

Methods: Cene expression datasets for HF (GSE57345) and Sarcopenia (GSE1428) were obtained from the Gene Expression Omnibus (GEO)
database. Differentially expressed genes (DEGs) were identified using ‘edgeR” and “limma” packages of R, and their functions were analyzed
using Gene Ontology (GO) and the Kyoto Encyclopedia of Cenes and Genomes (KEGG). Protein-protein interaction (PPl) networks were
constructed and visualized using Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes (STRING) and Cytoscape. Hub genes were selected using the
plugin cytoHubba and validation with GSE76701 for HF and GSE136344 for Sarcopenia. The related pathways and molecular mechanisms of
the hub genes were performed by Gene set enrichment analysis (GSEA). The statistical analyses were performed using R software. P < 0.05 was
considered statistically significant.
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Results: A total of 114 common DEGCs were found. Pathways related to growth factor, Insulin secretion and cGMP-PKG were enriched in both
HF and Sarcopenia. CYP27A1, KCNJ8, PIK3R5, TIMP2, CXCL12, KIT, and VCAMT1 were found to be significant hub genes after validation, with
GSEA emphasizing the importance of the hub genes in the regulation of the inflammatory response.

Conclusion: Our study reveals that HF and Sarcopenia share common pathways and pathogenic mechanisms. These findings may suggest new

directions for future research into the underlying pathogenesis.

Keywords: Sarcopenia; Heart Failure; Computational Biology; Genes.

Full texts in English - https://abccardiol.org/en/

Patogenética entre Insuficiéncia Cardiaca e Sarcopenia

Figura Central: Abordagem de Bioinformatica e Biologia de Sistemas para Identificar a Ligacao
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Fluxograma do projeto de pesquisa.

Introducao

O envelhecimento global das populagbes em todo o
mundo aumenta a prevaléncia de doencas relacionadas com
aidade, como a IC, o que onera significativamente os sistemas
de salde." A etiologia da IC é complexa e multifatorial,
resultando na redugao da capacidade funcional, muitas vezes
com mau prognéstico. A sarcopenia foi identificada como
um potencial preditor extracardiaco de pior prognéstico em
pacientes com IC.?

A sarcopenia é um distlrbio progressivo em que os
individuos afetados experimentam a perda progressiva e
debilitante de massa muscular, contribuindo, em Gltima
analise, para altas taxas de fragilidade entre as populagoes
mais idosas.’ Estd associada a um risco aumentado de
quedas, osteoporose, perda de independéncia e aumento da
mortalidade.* A perda muscular é frequentemente descrita
como um tipo de sarcopenia secundaria, as vezes sob o
termo “caquexia” em pacientes com IC.° No entanto, embora

Arq Bras Cardiol. 2023; 120(10):e20220874



Xu et al.
A Ligacao entre IC e Sarcopenia

Artigo Original

esta perda de massa muscular esquelética associada a idade
continue a ser uma grande preocupagdo para pacientes
idosos com IC, os mecanismos subjacentes a co-ocorréncia
de sarcopenia e IC sdo pouco compreendidos.

Uma andlise de genes e vias comuns pode fornecer
informagoes sobre a coexisténcia de IC e Sarcopenia.
Assim, analisamos genes hub comuns a ambos os disttrbios
e previmos as vias associadas a esses genes por meio de
andlise bioinformatica quantitativa de dados disponiveis
publicamente. Os achados podem fornecer uma nova visao
sobre os mecanismos subjacentes a co-ocorréncia destes dois
distdrbios comuns.

Métodos

Desenho do estudo e coleta de dados

Gene Expression Omnibus (GEO) é um repositério
publico de dados gendmicos funcionais que suporta envios
de dados compativeis com MIAME. Ferramentas sao
fornecidas para ajudar os usuarios a consultarem e baixar
experimentos e perfis de expressao genética selecionados.
Os conjuntos de dados de expressao génica foram obtidos
do banco de dados GEO usando os termos de pesquisa
“Heart Failure” e “Sarcopenia”.®” Para inclusao, os critérios
foram a presenca de matrizes independentes com grandes
tamanhos de amostra e dados humanos. Isso resultou na
inclusdo de dois conjuntos de dados, a saber, GSE573457 e
GSE1428.% O conjunto de dados GSE57345 incluiu dados
de sequenciamento de RNA de 177 pacientes com IC e 136
controles saudaveis da Filadélfia, enquanto o conjunto de
dados GSE1428 continha dados de sequenciamento de RNA
de amostras do mdsculo vasto lateral de 12 pacientes com
Sarcopenia (70-80 anos) e 10 jovens controles saudaveis
(19-25 anos) de Boston.

Identificacao de genes expressos diferencialmente com
software R

Os dados de GSE57345 e GSE1428 foram normalizados,
e os DEGs entre amostras de pacientes e controle foram
identificados com o pacote R ‘edgeR’ e ‘limma’.” Modulagoes
foram determinadas para a expressao dos genes individuais,
com genes mostrando modulagées > 1,2 e valor p < 0,05
classificado como DEGs. Genes comuns a Sarcopenia e
IC foram obtidos pela sobreposigao dos dois conjuntos de
DEGs. O pacote R ‘Venn Diagram’ foi usado para obter
seus DEGs comuns.’ Em seguida, sobrepusemos os genes
relacionados de HF e Sarcopenia para obter genes comuns
para analise posterior.

Anotacao funcional e analise de enriquecimento de via

Uma anadlise funcional adicional dos DEGs comuns foi
conduzida pela avaliagao de anotagbes GO e vias enriquecidos
em KEGG usando o pacote ‘cluster’ em R."" As anotagoes GO
se enquadram em trés categorias, a saber, processo biolégico
(BP), componente celular (CC) e fungao molecular (MF).
Valor de P < 0,05 foi utilizado como limite de significancia.
Construgao de rede PPI e identificagao de genes hub
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As redes PPl para os DEGs comuns foram entao criadas em
STRING com visualizagao pelo Cytoscape 3.9.0."% Escores de
confianga> 0,4 foram definidas para valores intermediarios.
O plugin Cytoscape, CytoHubba, foi utilizado para filtrar os
genes hub na rede PPI usando o algoritmo de Degree."

Analise de enriquecimento de conjunto genético

O GSEA foi usada para determinar as associacoes entre vias
e fungdes dos genes hub.™ Os niveis de significancia foram
estabelecidos em valores nominais de p <0,05, escores de
enriquecimento normalizados (NES) > 1 e valores q de taxa
de falsos positivos (FDR) <0,25.

Validacao da expressao de genes hub em outros conjuntos
de dados

Os niveis de mRNA dos genes hub foram entao verificados
para GSE76701" e GSE136344." GSE76701 continha 4
individuos com IC e 4 controles, enquanto GSE136344
continha 19 individuos com Sarcopenia e 11 controles. O
teste T avaliou as diferencgas entre os dois conjuntos de dados
com um valor p <0,05 considerado significativo.

Analise estatistica

Este estudo conduziu todas as andlises estatisticas usando
o software R (versao 4.1.2; https://www.r-project.org/). A
distribuicao normal dos diferentes parametros foi verificada
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As diferencas entre os
grupos foram avaliadas pelo teste t ndo pareado de Student.
Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

Resultados

Identificacao de DEGs

O fluxograma desta pesquisa foi apresentado na Figura
Central. Todos os dados de dois conjuntos de dados
independentes (GSE57345: HF e GSE1428: Sarcopenia)
foram obtidos do GEO. Os dados do microarray foram
normalizados e os DEGs foram identificados (1954 em
GSE57345 e 2242 em GSE1428). Para melhor visualizacao,
os DEGs para HF e Sarcopenia foram apresentados como
volcano plots (Figuras 1A, B). 224 DEGs comuns a ambos os
grupos foram identificados utilizando o diagrama de Venn
(Figura 1C). Os genes que apresentaram diferentes tendéncias
de expressao nos conjuntos de dados GSE57345 e GSE1428
foram descartados da andlise, deixando 114 DEGs restantes.

Analises de vias GO e KEGG

As fungbes desses DEGs comuns foram exploradas
usando andlises de enriquecimento GO e KEGG no pacote
‘cluster profiler’ no software R. A analise KEGG indicou
enriquecimento dos DEGs em vias relacionadas ao fator
de crescimento, secregao de insulina e cGMP-PKG (Figura
2A, 2B). As andlises GO mostraram que os genes foram
enriquecidos principalmente na via do fator de crescimento
(Figura 3A, 3B).
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Figura 1 - Volcano plot e diagrama de Venn. A) Volcano plot de GSE57345. B) Volcano plot de GSE1428. Os genes regulados positivamente estdo marcados
em vermelho claro; genes requlados negativamente estdo marcados em azul claro. C) Os dois conjuntos de dados mostraram uma sobreposigado de 224 DEGs.

Secregdo de insulina
Sinapse serotoninérgica Ajuste p.
0,02
Via de sinalizagdo cGMP-PKG
0,03
Recuperagdo de bicarbonato do 0,04
tabulo proximal
Secregdo pancreatica
0 2 6
Contagem
Via de sinalizagéo CGMP-PKG ) c:"'?e'"
® 4
Secregdo de insulina @ ®
®s
@
Sinapse serotoninérgica .
Ajuste p.
Secregdo pancreatica @ 0,04
0,03
Recuperagdo de bicarbonato do | 4 0,02
tabulo proximal
0,06 0,08 0,10
Proporgéao genética

Figura 2 - A) Com base no valor adj R, o gréfico de barras mostra as principais vias KEGG entre sarcopenia e IC. B) As principais vias de enriquecimento do
KEGG foram apresentadas como mapas conceituais.

Construcao de rede PPl de DEGs comuns e identificacao PIK3R5, TM7SF2, TIMP2, CXCL12, KIT, VCAM1, CYP46A1
de genes hub e VCAMT (Figura 5A).

Os 114 DEGs comuns foram entdo importados para o
STRING, com o arquivo STRING posteriormente importado Resultados GSEA de genes hub
para o Cytoscape para visualizagao. A Figura 4 mostra a rede O GSEA foi entao utilizado para examinar as possiveis
PPI, na qual podem ser vistos 64 nés e 180 bordas. Os 10 funges dos genes hub, juntamente com a identificagdo de
principais genes hub foram encontrados usando o plugin  vias afetadas pela expressao diferencial dos genes, levando
CytoHubba e avaliados pelo grau de CYP27A1, KCNJ8,  assim a identificagdo de vias associadas ao desenvolvimento
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Figura 3 - A) Com base no valor de ajuste F, o gréfico de barras mostra as principais vias GO entre sarcopenia e IC em relagdo a fungdo molecular, processo
biolégico e componente celular. B) Os principais vias de enriquecimento do banco de dados GO foram apresentados como mapas conceituais.
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Figura 4 - Diagrama de rede PPIl. Vermelho indica genes regulados
positivamente e azul claro indica genes regulados negativamente.

de IC e sarcopenia. Os resultados mostraram que os
genes hub foram significativamente associados a ativagao
das vias de sinalizagdo NF-kappa B e de sinalizagao
TNF (Figura 5B).

Validacao de Genes Hub

Esses achados foram validados nos conjuntos de dados
GEO GSE76701 para IC e GSE136344 para Sarcopenia.
Em comparagao com os controles, a intersecao de 10

Arq Bras Cardiol. 2023; 120(10):e20220874

genes dos dois arquivos de matriz de conjuntos de dados
revelou a regulagdo negativa significativa de 7 genes hub
candidatos na IC (Figura 6A) e na Sarcopenia (Figura 6B).
Esses genes hub foram CYP27A1, KCNJ8, PIK3R5, TIMP2,
CXCL12, KIT e VCAMT.

Discussao

Ha evidéncias de que muitos pacientes com IC apresentam
fadiga, deficiéncia nutricional, diminuigdo da capacidade
de caminhar e reducdo da forca muscular, conhecida como
sarcopenia. A sarcopenia esté associada ao envelhecimento e
é caracterizada pela redugao da resisténcia fisica e da massa
muscular."” A incidéncia de sarcopenia é maior em pacientes
com IC em comparagao com individuos controle da mesma
idade, e esses pacientes frequentemente apresentam perda
muscular mais rdpida, o que compromete ainda mais sua
fungao cardiaca.? E, portanto, provével que a IC e a sarcopenia
possam ter uma patogénese comum ou sobreposta. A
elucidagao desses mecanismos patogénicos é necessaria para
o desenvolvimento de tratamentos adequados.

Este estudo identificou 114 DEGs que se sobrepunham
entre as duas doencas. As redes PPl e a subsequente
validacao destes DEGs sobrepostos identificaram 7 genes
significativos, nomeadamente, CYP27A1, KCNJ8, PIK3R5,
TIMP2, CXCL12, KIT e VCAM1. Como mostrado pelas
analises de enriquecimento GO e KEGG, estes genes foram
significativamente enriquecidos nas vias responsaveis
pelo fator de crescimento, secregao de insulina e cGMP-
PKG. As vias dos fatores de crescimento desempenham
papéis importantes no desenvolvimento e manutengao
da vasculatura, prevenindo o crescimento excessivo, a
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Figura 5 — A) Detecgdo de genes hub da rede PPIs de genes comuns. Os 10 genes hub destacados com base em seu grau. B) GSEA dos genes hub.
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Figura 6 - Validagcdo de genes hub. A) Os genes Hub foram validados em GSE76701 para IC. B) Os genes Hub foram validados em GSE 136344 para Sarcopenia.

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

remodelacdo e a desestabilizacao por vdrios mecanismos
de feedback." A via de secrecdo da insulina é fundamental
para o metabolismo da glicose, e sua desregulagao esta
associada ao diabetes, um conhecido fator de risco para IC
e Sarcopenia.'” A via cGMP-PKG esta envolvida na disfungao
diastélica, associada a rigidez diastélica, relaxamento lento
e reducado da elasticidade dos cardiomidcitos.?°

A GSEA indicou a associacdo de vias relacionadas a
inflamacgao, incluindo as vias de sinalizagao NF-kappa B
e TNF, com a patogénese da IC e da sarcopenia. Ambos
os distdrbios estdo associados a inflamacdo crénica,
como observado nos niveis elevados de citocinas pro-
inflamatérias, como TNF-a, IL-6 e IL-12. Estes aumentam
a adiposidade visceral e reduzem a massa e a forga

Arq Bras Cardiol. 2023; 120(10):e20220874
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muscular, aumentando o risco de 1C.2"??> Nossos achados
sugerem que os genes hub estao intimamente envolvidos
com processos relacionados a inflamagao mediados
pelas vias de sinalizagao identificadas e contribuem para
o desenvolvimento de IC e Sarcopenia. Considerando
os genes hub, o CYP27A1 é um membro da familia do
citocromo P450 responsavel por regular a homeostase
do colesterol, convertendo o excesso de colesterol em
4cido biliar.?® Ele também catalisa a 25-hidroxilagao da
vitamina D3, resultando na ativacao funcional.?* Tanto a
homeostase do colesterol quanto a vitamina D os niveis
tém sido associados a patogénese e aos resultados da IC
e da sarcopenia.?>?* O KCNJ8 é expresso pela maioria
das células de mamiferos, onde regula os potenciais de
membrana; niveis elevados sao encontrados no coragao,
onde, juntamente com o SER2, forma um canal de potéssio
dependente de ATP. KCNJ8 tem sido associado a distdrbios
cardiovasculares, incluindo vasomocao coronariana
anormal e disfungcao microvascular, doenca cardiaca
isquémica e diabetes tipo 2.272° PIK3R5 estd envolvido
em muitos processos celulares, incluindo crescimento,
proliferagao, diferenciagao, motilidade, trafego intracelular
e sobrevivéncia. Também foi proposto como biomarcador
para hipertensao e diabetes mellitus.**?*' Foi relatado que
niveis elevados de pressdo arterial e glicose estao associados
ao aumento da incidéncia de IC e sarcopenia.’*?** TIMP2,
juntamente com outros membros da familia de genes
TIMP, inibem metaloproteinases de matriz (MMPs).3*
MMPs, incluindo MMP-1, -2, -3, -9 e -19, sdao peptidases
que degradam a matriz extracelular. TIMP2 e essas MMPs
podem controlar a homeostase da matriz, modulando,
especialmente, a producao e degradagao de coldgeno,
que é conhecido por desempenhar um papel importante
na patogénese da IC.** A interrupcao do equilibrio MMP/
TIMP2 no envelhecimento dos musculos esqueléticos afeta
adversamente a funcao metabdlica de a matriz extracelular
e a produgao excessiva de colageno; estes, por sua vez,
influenciam a massa e a funcao muscular e podem levar a
sarcopenia.’* CXCL12 é um ligante de um receptor acoplado
a proteina G e é conhecido por estar envolvido em varias
atividades celulares, incluindo respostas imunolégicas
e inflamatérias, embriogénese, homeostase de tecido e
carcinogénese e metastase.’” O CXCL12 é relatado como
um elo importante entre inflamagao e fibrose e foi proposto
como um alvo para o tratamento da IC.*® Na sarcopenia,
0 CXCL12 influencia o desenvolvimento e funcionamento
de osteoblastos, osteoclastos, células satélites e mioblastos,
todos necessarios para manter a homeostase muscular.®
O KIT codifica um receptor tirosina quinase que regula
a proliferacao e sobrevivéncia celular, bem como
o desenvolvimento de mastécitos, gametogénese e
melanogénese.** O KIT é supostamente fortemente
expresso no tecido cardiaco e parece ser envolvido na IC.*'
O KIT promove a fosforilagao de MAPK1/ERK2 durante a
mitofagia.*?> As interrupgdes na mitofagia, a degradagao
autofagica de mitocdndrias disfuncionais, estao associadas
a atrofia das fibras musculares na sarcopenia.** VCAM1
pertence a superfamilia das imunoglobulinas e codifica
uma sialoglicoproteina expressa em superficies endoteliais
ap6s ativacao de citocinas. Esta envolvido na resposta
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imune e na promocao do direcionamento das células
imunes para locais de inflamagao.** As vias imunolégicas e
inflamatérias estao associadas a patogénese da sarcopenia
e dalC.?"?? Assim, os genes hub identificados e suas vias de
sinalizagao associadas provavelmente serdo intimamente
envolvido na patogénese da IC e da sarcopenia.

No entanto, este estudo tem vérias limitagoes. O
estudo retrospectivo concentrou-se em um conjunto de
dados de expressao génica com um tamanho de amostra
relativamente pequeno, levando potencialmente a um viés
de selegao. Também é possivel que genes significativos
tenham sido negligenciados durante as diferentes etapas do
processo de selecdo. Investigagdes futuras devem utilizar
amostras maiores e avaliar modelos celulares e animais
para verificagao.

Conclusoes

Foram identificados DEGs comuns associados a IC e a
sarcopenia, e suas fungoes e interagbes foram analisadas por
redes de enriquecimento e PPI. Os resultados indicaram que
ambas as doencas tinham muitas vias patogénicas comuns,
possivelmente sob o controle dos genes hub identificados,
ilustraram o possivel mecanismo da sarcopenia secundaria
a IC e identificaram novos genes candidatos que poderiam
ser utilizados como biomarcadores ou como potenciais alvos
terapéuticos.
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