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RESUMO 

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) é uma das doenças que mais acomete a 

população mundial, sendo uma das principais causas de morte e incapacitação. O 

subtipo isquêmico é o mais frequente, atingindo em torno de 80% dos pacientes com 

AVC. Apesar de fatores de risco de exposição ambiental terem sido estabelecidos 

para o AVC, esses contribuem com aproximadamente 60% da probabilidade de 

desenvolvimento do quadro, mostrando que fatores genéticos também influenciam a 

ocorrência da doença. Alguns estudos identificaram variantes genéticas comuns 

putativamente associadas ao fenótipo em pacientes com AVC, porém, a maioria não 

se classifica como uma variante causal. Além disso, é possível que variantes raras 

sejam responsáveis por parte da herdabilidade do AVC, contribuindo com uma 

porcentagem do risco para o seu desenvolvimento. Outro ponto a se considerar é a 

natureza multifatorial do AVC, onde espera-se uma interação de fatores genéticos e 

ambientais determinando as alterações biológicas que levam a doença. Essas 

interações podem gerar biomarcadores moleculares que por sua vez podem ser 

utilizados na prática clínica auxiliando o diagnóstico ou no estabelecimento do 

prognóstico para a doença. Desse modo, fatores de risco distintos podem convergir 

na determinação de mecanismos moleculares comuns, afetando a regulação da 

expressão gênica em pacientes com AVC. Isso posto, os objetivos desse estudo são: 

i) avaliar a contribuição de variantes genômicas raras presentes nas regiões 

codificantes do genoma humano em pacientes com AVC isquêmico. ii) determinar o 

padrão de expressão de microRNAs circulantes em pacientes com AVC isquêmico, 

nas fases aguda e crônica da doença, e iii) determinar o padrão metabolômico em 

plasma de pacientes com AVC isquêmico, nas fases aguda e crônica da doença. 

Utilizando o sequenciamento de nova geração avaliamos o exoma de 130 pacientes 

com AVC isquêmico, o padrão de expressão de microRNAs em 154 indivíduos, 

incluindo 53 controles, e o padrão metabolômico do plasma em 52 indivíduos, 

incluindo 14 controles. A análise de exoma permitiu a identificação de 523 variantes 

raras em 53 genes de interesse para o AVC isquêmico, entre eles destacamos 

COL4A3, COL6A3, FGFR2, FVIII, HLA-B. Esses genes fazem parte prioritariamente 

das vias de biossíntese de colágeno, coagulação sanguínea, inflamação, angiogênese 

e integridade vascular. Além disso, identificamos microRNAs circulantes com 

expressão diferencial em pacientes nas diferentes fases do AVC, sendo que os 



 
 

microRNAs let-7, mir-182 e mir-324 estavam diferencialmente expressos na fase 

aguda do AVC, enquanto o mir-34c está diferencialmente expresso na fase crônica da 

doença. Comparando o padrão de expressão dos microRNAs na fase aguda e crônica, 

observamos alterações nos níveis de expressão dos microRNAs mir-142, mir-16, mir-

206 e mir-30a. Também observamos similaridade entre os microRNAs identificados 

na análise do plasma total e aqueles associados a vesículas extracelulares. Utilizando 

técnicas de RMN, identificamos metabólitos associados com a fase aguda do AVC 

como formato, piruvato e GlycA. Por sua vez, na fase crônica, os níveis do glutamato 

eram diferentes em paciente, quando comparado aos controles. Interessante 

mencionar que os metabólitos identificados em níveis diferentes nos pacientes 

possuem relação com os mesmos processos fisiológicos identificados na análise de 

microRNAs. Em conclusão, identificamos variantes raras em genes de interesse para 

o AVC, como o USP7, não descrito na literatura para a doença. Estas podem contribuir 

para os riscos de ocorrência e para a gravidade do AVC isquêmico. Além disso, 

identificamos microRNAs e metabólitos circulantes específicos para diferentes fases 

do AVC isquêmico, incluindo algumas moléculas inéditas para o AVC isquêmico, 

porém, com mecanismos relevantes para a doença. Nossos resultados, indicam 

potenciais biomarcadores para o AVC isquêmico que após passar por etapas 

adicionais de validação, possam ser usados no desenvolvimento de estratégias de 

prevenção, diagnóstico e tratamento para pacientes com AVC isquêmico.  
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ABSTRACT 

Stroke is one of the most frequent diseases worldwide and one of the leading causes 

of death and disability. Ischemic stroke is the most common subtype, affecting around 

80% of the patients. Although environmental risk factors have been established to 

increase the risk of stroke, they contribute only with approximately 60% of the 

probability of developing the disease. Thus, genetic factors also play a role in the 

predisposition to stroke. Some studies identified common genetic variants putatively 

associated with stroke. However, it is also possible that rare variants may contribute to 

the heritability of the disorder. Furthermore, stroke is a multifactorial disorder, where it 

is expected an interaction of different genetic and environmental factors to determine 

the biological alterations leading to disease. These interactions can create molecular 

biomarkers that, in turn, may be used in clinical practice to assist in the diagnose or to 

establish disease prognosis. In this way, distinct risk factors might converge to 

determine common molecular mechanisms, which may affect gene expression 

regulation in patients with stroke. Therefore, the aims of this study are: i) to evaluate 

the contribution of rare genetic variants to the risk of developing ischemic stroke; ii) to 

determine the circulating microRNAs expression pattern in patients with ischemic 

stroke, in both the acute and chronic stage of the disease; and iii) to determine the 

metabolomic pattern on plasma samples from patients with ischemic stroke, in both 

the acute and chronic stage of the disease. Using next-generation sequencing, we 

evaluated the exome of 130 patients with ischemic stroke, the plasma microRNA 

expression pattern of 154 individuals, including 53 controls, and the metabolomic 

pattern from the plasma of 52 individuals, including 14 controls. The exome analysis 

allowed us to identify 523 rare variants in 53 genes of interest to ischemic stroke, from 

which we highlight COL4A3, COL6A3, FGFR2, FVIII, HLA-B. These genes are 

primarily part of the following biological pathways: collagen biosynthesis, blood 

coagulation, inflammation, angiogenesis, and vascular integrity. Furthermore, we 

identified circulating microRNAs with a differential expression in different phases of 

ischemic stroke. The microRNAs let-7, mir-182, and mir-324 were differentially 

expressed in the acute phase of stroke. In contrast, mir-34c was differentially 

expressed in the chronic phase of ischemic stroke. Comparing the microRNAs 

expression pattern on acute and chronic phases, we observed changes in expression 

levels of microRNAs mir-142, mir-16, mir-206, and mir-30a. We also observed 



 
 

similarities between microRNAs identified in plasma and those associated exclusively 

with extracellular vesicles. We identified metabolites associated with acute stroke in 

plasma of patients by NMR techniques, such as formate, pyruvate, and GlycA. During 

the chronic phase, the level of glutamate was altered in patients when compared to 

controls. Interestingly, the metabolites identified as differentially abundant in patients 

are related to similar biological pathways as the microRNAs found to be differentially 

expressed in patients. In conclusion, we identified rare variants in candidate genes, as 

USP7, which were not previously identified to ischemic stroke, that may predict the risk 

of occurrence and the severity of ischemic stroke. Also, we identified circulating 

microRNAs and metabolites specific for the different stages of ischemic stroke, and 

that have not been observed in ischemic stroke patients, that should be validated in 

broader clinical studies. These molecules are potential disease biomarkers and might 

help, in the future, the development of new strategies to prevent, diagnose and treat 

patients with ischemic stroke.  

 

Keywords: Stroke; Exome; microRNAs; Metabolomics; Biomarkers  
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INTRODUÇÃO 

I. Acidente Vascular Cerebral  

O acidente vascular cerebral (AVC) é uma doença multifatorial caracterizada 

por um bloqueio do fluxo sanguíneo para determinada região do cérebro, resultando 

em perdas das funções neurológicas, com déficits motores e sensoriais (1,2). As 

funções comprometidas pelo evento neurovascular variam de acordo com o local de 

ocorrência, gravidade e etiologia do AVC (1). Além disso, podem se apresentar de 

forma silenciosa ou devastadora, com perdas temporárias ou definitivas (1).  

O AVC pode ser subdividido em dois tipos principais: isquêmico (OMIM #60137) 

e hemorrágico (OMIM #614519) (1).  

O AVC isquêmico ocorre em 80 a 85% dos casos e é caracterizado pela 

formação de trombos nas artérias cerebrais, impedindo o fluxo sanguíneo e o 

suprimento de oxigênio para a área afetada (1–3). O AVC isquêmico pode ser 

classificado em cinco subtipos, de acordo com o mecanismo de dano aos vasos 

sanguíneos ou da causa da redução de fluxo sanguíneo para o cérebro: 

cardioembolismo, aterosclerose dos grandes vasos, oclusão dos pequenos vasos, 

outras causas e criptogênico (1,2,4). Essa classificação segue os parâmetros 

estabelecidos pelo Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) (4). 

O AVC hemorrágico, por sua vez, é o subtipo menos frequente, afetando de 15 

a 20% dos casos de AVC. Esse subtipo caracteriza-se por uma ruptura de artérias 

cerebrais, com liberação de sangue para o tecido cerebral e espaços extravasculares 

no crânio (1). Esse subtipo tende a apresentar danos mais graves ao tecido, com 

maiores déficits ao paciente. Ele pode ser classificado em quatro subtipos, de acordo 

com os mecanismos de ocorrência e área afetada: hemorragia intracerebral, 

subaracnóide, subdural e epidural (1).  

 

i. Epidemiologia do AVC 

 Atualmente, o AVC é a segunda maior causa de mortalidade global, 

correspondendo a 10% das causas e afetando 5,7 milhões de pessoas ao redor do 

mundo (Figura 1A) (5). Devido à presença de comorbidades, hábitos alimentares, 

aumento da expectativa de vida e políticas públicas, a incidência e a mortalidade do 
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AVC são crescentes na população, sendo que, entre 2000 a 2016, houve um aumento 

de 600 mil vidas perdidas mundialmente por causa da doença (Figura 1B) (5).  

 No Brasil, aproximadamente 110 mil pacientes faleceram devido a um AVC em 

2016, caracterizando-o como a segunda maior causa de mortalidade no país (Figura 

1C) (5).  

Além de altas taxas de mortalidade, o AVC é considerado uma das maiores 

causas de incapacidade mundial. Estudos mostram que, na população idosa afetada 

pela doença, 26% apresentam dificuldades na realização de atividades cotidianas 

após o evento (6,7). As principais causas dessa incapacitação são decorrentes de 

sequelas como hemiparesia e afasia e depressão pós AVC (6,7). A ocorrência de 

déficits cognitivos nos pacientes pós AVC, principalmente demência, também é um 

relevante fator de incapacitação em até 30% dos casos (8). 
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Figura 1. Principais causas de mortalidade global em (A) 2016 e (B) entre 2016 e 2000; (C) Principais 
causas de mortalidade no Brasil, em 2016 (5). 
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Devido às altas taxas de incidência, mortalidade e incapacidade, o AVC é 

considerado um assunto de políticas públicas, sendo motivo de grandes gastos 

financeiros. Estima-se que o investimento dado ao AVC em países ocidentais seja em 

torno de 3-4% do orçamento total destinado à saúde (6,9,10). Infelizmente, esses 

valores são discrepantes entre países desenvolvidos e em desenvolvimento (6).  

Nos Estados Unidos, o gasto médio com um paciente com AVC, em vida, é 

aproximadamente $140 mil dólares (10,11). Em contrapartida, estudos revelam que, 

no Brasil, os gastos com tratamentos de pacientes, durante o período de internação, 

diferem entre os sistemas público e privado, estabelecendo-se em $7470 e $10404 

dólares por paciente, respectivamente (12,13).  

Anualmente, os gastos com o tratamento dos pacientes com AVC podem 

chegar a $65 bilhões de dólares em países desenvolvidos, enquanto no Brasil, o gasto 

médio anual encontra-se em $1,3 bilhão (10–12,14). Esses gastos podem variar de 

acordo com a gravidade, etiologia e tratamento do evento vascular (12,13). 

Apesar da complexidade e multifatoriedade da doença, alguns fatores de risco, 

tanto modificáveis quanto não modificáveis, influenciam a ocorrência do AVC a curto, 

médio ou longo prazo (15). O efeito de fatores de risco para a incidência de AVC pode 

ser mensurado através do Perfil Framingham de Risco para AVC (FSRP) (16,17).  

Dentre os fatores não modificáveis, encontram-se idade, sexo, etnia e histórico 

familiar. Apesar de alguns estudos mostrarem que não há grandes diferenças entre a 

ocorrência de AVC com base no sexo do indivíduo, há uma discussão sobre mulheres 

possuírem um aumento no risco de AVC a cada ano de vida e com a presença de 

fatores de risco modificáveis (18,19). Na figura 2, observamos a distribuição de 

mortalidade do AVC na população brasileira de acordo com a faixa etária e sexo dos 

pacientes. A mortalidade devido ao AVC tende a ser considerável a partir dos 30 anos 

para o AVC hemorrágico, e partir dos 50 anos para o AVC isquêmico (Figura 2A) (5). 

Com relação a sexo, a incidência de AVC, na população brasileira, é 

semelhante entre homens e mulheres (Figura 2B) (5). Homens possuem maior taxa 

de mortalidade por AVC na faixa etária entre 60 e 69 anos, enquanto mulheres 

apresentam esse aumento na mortalidade após 70 anos de idade. Essa diferença 

pode ser devido à maior taxa de longevidade entre os indivíduos femininos (15).  
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Figura 2.  Mortalidade na população brasileira devido ao AVC, classificada por etiologia (isquêmico 
ou hemorrágico). A) Classificação da mortalidade na população brasileira por faixa etária; B) 
Classificação da mortalidade por sexo e faixa etária. Nesse último, foi considerado apenas indivíduos 
adultos, já que não há ocorrência significativa nas idades menores.  

 

 Os fatores de risco são considerados modificáveis quando podem ser alterados 

ao longo da vida dos pacientes, e diferem em etiologia e idade dos pacientes (15). 

Para AVC isquêmico, os principais fatores de risco são hipertensão, tabagismo, 

diabetes, etilismo, dislipidemia, sedentarismo e obesidade (15,20). Para o AVC 
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hemorrágico, hipertensão, tabagismo e  etilismo são as principais causas do evento 

(15,20). Pacientes jovens tendem a desenvolver AVC devido a uso de drogas ilícitas 

e contraceptivos hormonais, gravidez, dissecções de artéria, trombofilias e 

coagulopatias e à associação à alterações no forame oval patente (21).  

 Apesar dos fatores de risco clínicos citados acima representarem grande parte 

dos casos de AVC, 40% das ocorrências não são explicados por eles, sugerindo a 

influência de outros fatores, como a genética, no desenvolvimento do AVC (22).   

Devido a esses fatores, estudos recentes visam identificar novos mecanismos 

e biomarcadores moleculares da doença, buscando novas formas de diagnóstico e 

tratamento do AVC.  

 

ii. AVC isquêmico 

O AVC isquêmico é o mais frequente dos casos, sendo causado pelo bloqueio 

do fluxo sanguíneo cerebral através de coágulos e trombos nas artérias que irrigam o 

tecido. O diagnóstico desse evento é baseado na clínica do paciente e em exames de 

neuroimagem, como tomografia e ressonância magnética (23).  

Como citado acima, o AVC isquêmico é categorizado em cinco subtipos, de 

acordo com a classificação TOAST. Os subtipos mais frequentes na população são o 

cardioembólico e a aterosclerose de grandes artérias.  

No AVC embólico, ocorre a formação de um trombo fora da região cerebral, 

que, ao se soltar e deslocar, bloqueia uma artéria cerebral, impedindo o fluxo 

sanguíneo. É considerado um AVC cardioembólico quando esse trombo é formado no 

coração (Figura 3A) (1). Esse subtipo explica entre 14 e 30% dos casos de AVC 

isquêmico, podendo ser eficientemente prevenido com o uso de anticoagulantes orais 

(24–26). A maior causa de cardioembolia é fibrilação atrial (FA), seguida por 

comprometimento da parede do miorcárdio e forame oval patente (25,26). No geral, 

AVCs cardioembólicos causam AVCs mais graves, quando comparados com outros 

subtipos de isquemia, devido às lesões em territórios corticais, com múltiplas áreas 

cerebrais afetadas (26).  

No AVC aterosclerótico, ou de grandes artérias, há a formação de placas 

ateroscleróticas (constituídas por lipídeos e lipoproteínas) nas artérias intra e 
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extracranianas, obstruindo o fluxo sanguíneo cerebral (Figura 3B) (1). Por definição, 

um AVC é considerado aterosclerótico quando uma artéria cerebral ou cortical 

apresenta mais de 50% de estenose ou oclusão (4). Esse subtipo de AVC é 

responsável por aproximadamente 15% dos casos de AVC isquêmico e pode ser 

causado por estenoses carotídeas sintomáticas e assintomáticas, aterosclerose 

intracraniana ou de artérias vertebrais (27). Exames de neuroimagem podem 

identificar uma área isquêmica delimitada em localização distal de um vaso sanguíneo 

com estenose ou placa calcificada irregular (27). Independentemente da localização 

da aterosclerose, esse subtipo de AVC possui os mesmos fatores de risco: 

hipertensão, diabetes, dislipidemia e tabagismo (27). O controle dessas comorbidades 

tende a diminuir os riscos para desenvolver eventos isquêmicos, além de reduzir a 

taxa de mortalidade em pacientes com AVC aterosclerótico (27–29). O controle 

desses eventos é realizado por correto acompanhamento dos fatores de risco, uso de 

antiplaquetários, ou métodos cirúrgicos (endarterectomia), nos casos mais graves 

(27,30). A aterosclerose pode ser diagnosticada através de exames de neuroimagem, 

como a angiografia por ressonância magnética ou tomografia, ou por exames dos 

vasos sanguíneos, como o Doppler de carótidas (27).  

O AVC lacunar, ou de pequenos vasos, afeta a região microvascular do 

cérebro: arteríolas, capilares, pequenos vasos e artérias cerebrais (31). Essa 

síndrome lacunar pode estar associada ao AVC, demência e envelhecimento, 

causando significativo déficit cognitivo (31,32). Esses AVCs apresentam déficits mais 

leves, quando comparados com os outros subtipos, apesar das pequenas e profundas 

lesões causadas (33). Esse evento geralmente afeta as regiões sub corticais, com 

danos na área cinzenta cerebral menores do que 1,5cm (26,32). Apesar dos 

mecanismos desses pequenos infartos não estarem completamente elucidados, 

histórico de hipertensão e diabetes auxiliam no seu diagnóstico e seu tratamento 

baseia-se no uso de estatinas e antiplaquetários (4,32,33).  
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Figura 3. Mecanismos de evolução dos tipos de AVC isquêmico mais frequentes: cardioembólico (A) e 
aterosclerose de grandes artérias (B). (A) Ocorre a formação de um trombo no coração que, por defeitos 
cardíacos, se desloca até a região cerebral, ocluindo uma artéria e causando um AVC. (B) Ocorre a 
formação de trombos sobre as placas ateroscleróticas nas artérias intra ou extracerebrais, ocluindo-as 
e bloqueando o fluxo sanguíneo para o cérebro.  

 

 O AVC pode ser classificado como de outras etiologias quando apresentar 

causas raras de AVC ou ocorrer em pacientes com improváveis fatores de risco, como 

pacientes jovens (4). As outras causas possíveis para o AVC podem ser dissecção de 

artéria, vasculopatias ou condições hematológicas, por exemplo. Para comprovar 

essa etiologia, as causas mais comuns de AVC devem ser excluídas por exames 

clínicos e de neuroimagem (4).  

 Quando não é possível determinar a causa do evento isquêmico, apesar de 

vasta investigação etiológica, ele é considerado criptogênico ou indeterminado (4). 

Recentemente, uma nova classificação fenotípica para o AVC isquêmico 

também pode ser encontrada. A classificação ASCOD (Aterosclerose, doença de 

pequenos vasos (Small vessel disease), Cardioembolismo, Outras causas e 

Dissecção) simboliza os cinco subtipos do AVC isquêmico, semelhante ao TOAST, 

porém, com uma escala adicional de graus de causalidade para cada subtipo (34). 

Com isso, a classificação ASCODs permite observar todas as doenças 

potencialmente causais e potencialmente causais ao AVC, reduzindo as taxas de 

AVCs isquêmicos criptogênicos (34). Essa classificação ocorre por cada subtipo (A, 

S, C, O, D) seguida por um número referente à sua causalidade: 1 (potencialmente 

causal), 2 (causalidade incerta), 3 (causalidade improvável), 0 (sem a doença) e 9 
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(dados insuficientes para classificação) (34). De acordo com Amarenco et al (2013), 

mesmo que não se identifique a causa primária de ocorrência do AVC, essa 

classificação permite o tratamento de causas secundárias, reduzindo os riscos de 

recorrência da doença (34).  

O território cerebral afetado pelo AVC isquêmico influencia diretamente a 

gravidade e os déficits causados pelo evento (35,36). A isquemia é dividida em duas 

partes: o core e a penumbra. O primeiro é conhecido como o foco do evento 

isquêmico, no qual ocorre a perda neuronal definitiva e maior dano tecidual (37–39). 

A penumbra, por sua vez, é a área circundante ao core, intermediária entre ele e o 

tecido saudável, que apresenta danos neuronais reversíveis (37–39). Essa área sofre 

mais lentamente os efeitos da isquemia tecidual, de modo que cria-se uma janela 

terapêutica para minimizar a morte e danos cerebrais dessa região (37,39).  

A realização de exames de neuroimagem na chegada dos pacientes ao hospital 

permite avaliar a região afetada pela isquemia, incluindo o foco de oclusão arterial, o 

tempo de evolução da isquemia e a presença de hemorragias (38). Os principais 

exames realizados no início dos sintomas, ou seja, na fase aguda do AVC, são 

tomografia computadorizada, angiotomografia e ressonância magnética (38). Esses 

exames auxiliam na avaliação de gravidade do AVC, assim como na investigação 

etiológica e condutas terapêuticas a serem adotadas pós evento (38). Apesar de cada 

exame apresentar finalidades específicas, eles são complementares e devem ser 

utilizados em conjunto para uma investigação etiológica completa (38).  

 Para a delimitação da gravidade do AVC, predição de prognóstico e orientação 

de tratamentos foram criadas escalas de avaliação neurológica, funcional e de 

independência dos pacientes (38,40–44). Cada escala possui particularidades e 

devem ser aplicadas corretamente para uma boa reprodutibilidade e validação dos 

achados (44). As escalas mais comuns de avaliação dos pacientes são a Escala de 

AVC desenvolvida pelo Instituto Nacional de Saúde dos Estados Unidos, do inglês 

National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS), índice modificado de Rankin (mRs) 

e índice de Barthel (44).  

 A escala NIHSS contém 15 itens de avaliação do paciente que englobam 

informações sobre funções neurológicas e possíveis déficits após o evento isquêmico 

(41,44). Essa escala é eficaz para delimitação das sequelas dos pacientes pós AVC, 



34 
 

predição de prognóstico e área cerebral isquêmica, além de custos e tempo de 

internação hospitalar (38,44,45).  Por isso, ela se torna uma boa opção para ser 

realizada na entrada do paciente no hospital, sendo um dos principais critérios de 

tratamento da fase aguda do AVC isquêmico (38,40,44). Entretanto, essa escala é 

inadequada para avaliação de força muscular e prescrição de exercícios para 

recuperação motora (41). Sua escala é progressiva, de modo que baixas pontuações 

indicam eventos mais leves. Pacientes que apresentam pontuação NIHSS baixas, 

tendem a apresentar boas recuperações, sem grandes sequelas pós AVC (38). 

Pontuações intermediárias, simbolizando AVCs de gravidade moderada, são 

beneficiadas de tratamentos medicamentosos, como trombolíticos, no início dos 

sintomas, resultando em melhora do prognóstico (38). Por fim, AVCs graves, com altas 

pontuações na escala, apresentam grandes sequelas funcionais e alta probabilidade 

de óbito (44,46). Nesses eventos, os déficits podem ou não melhorar com tratamentos 

adequados (38). Pode-se subdividir a gravidade do AVC isquêmico de acordo com as 

faixas de pontuação da escala NIHSS, como descrito na Tabela 1 (38,44).  

A escala mRs avalia progressivamente a incapacidade funcional dos pacientes 

após o AVC, desde indivíduos sem sintomas até o óbito (Tabela 1) (44). Essa escala 

é eficiente para determinar o volume do infarto cerebral e as sequelas funcionais após 

a isquemia, principalmente se associada a outras escalas (47). O mRs já foi observado 

como um bom preditor de custos do AVC com base na gravidade do evento, de modo 

que existe uma correlação linear entre ambas as características: quanto maior a 

gravidade do evento, maiores os custos com o paciente (48). 

 

Tabela 1. Principais escalas de avaliação da gravidade do AVC e seus significados de acordo com 
cada pontuação. As escalas listadas são NIHSS e mRs. 

Escala Gravidade 

NIHSS 

0 Sem sintomas 

1-4 AVC leve 

5-15 AVC moderado 

16-20 AVC moderado a grave 

21-42 AVC grave 
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mRs 

0 Sem sintomas 

1 
Sem incapacidade significativa, 

além dos déficits do AVC 

2 Leve incapacidade 

3 Incapacidade moderada 

4 Incapacidade moderada a grave 

5 Incapacidade grave 

6 Óbito 

 

  

  O índice de Barthel, por sua vez, avalia aspectos básicos de atividades diárias, 

como mobilidade e auto cuidados (44,49,50). Essa escala é uma somatória de pontos 

com base em 10 atividades realizada pelo paciente (44). De forma regressiva, ela 

avalia o quão dependente o paciente é para realizar atividades comuns básicas, como 

alimentação, higiene pessoal e mobilidade (49,51). Um paciente com alto grau de 

independência nas atividades tem pontuação 100, enquanto um com alta dependência 

e possibilidade de óbito, apresenta pontuações menores, chegando a 0 (44,46,49). 

Altas pontuações de Barthel na alta hospitalar dos pacientes após o AVC são bons 

indicativos de redução de sequelas e bom prognóstico (46). Essa escala é muito 

utilizada conduzir tratamentos de reabilitação dos pacientes, de forma a aumentar a 

qualidade de vida dos mesmos (51). Ela também é comumente usada na avaliação 

dos prognósticos de pacientes em estudos clínicos de AVC (46).  

Apesar de, separadamente, as escalas apresentarem boa reprodutibilidade e 

eficiência na predição da gravidade e prognóstico do AVC, elas avaliam condições 

específicas e pontuais. A utilização conjunta de duas ou mais escalas mostra um 

quadro geral das condições dos pacientes, desde funcional a neurológica, auxiliando 

a guiar terapias mais eficazes para a recuperação dos indivíduos pós AVC (44,46).  

Os tratamentos para o AVC visam a redução da área de penumbra, com 

diminuição dos déficits neurológicos, através de mecanismos de reperfusão 

sanguínea (23,37). Com relação a recuperação tecidual, tempo é essencial para a 

eficiência dos tratamentos, de modo que apresentam melhores resultados na fase 
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aguda do evento (23,52). Tratamentos medicamentosos e mecânicos, como o uso de 

trombolíticos e trombectomia, são as principais formas de reperfusão da circulação 

tecidual na fase aguda do AVC, apresentando boas taxas de redução dos danos 

cerebrais (23,38,53). Entretanto, esses métodos possuem uma série de restrições 

quanto a gravidade, localização e tempo de ictus do evento (23,37).  

O uso de trombolíticos na fase aguda do AVC tende a reduzir em, pelo menos, 

30% os déficits nos primeiros meses após o evento (54). Esse composto deve ser 

aplicado nos pacientes em até 4,5 horas após o início dos sintomas (ictus), em eventos 

isquêmicos moderado (NIHSS ≥ 4) e em pacientes com idade abaixo de 75 anos (55). 

Essas condições são necessárias para evitar efeitos adversos, como transformações 

hemorrágicas pós isquemia (54,55). Mesmo seguindo todos as considerações, esse 

tratamento pode recanalizar apenas 50% dos vasos, o que torna essa terapia eficaz 

para menos de 5% dos casos (54,56,57).  

As terapias endovasculares são vantajosas sobre as trombolíticas intravenosas 

devido à ação local no trombo, à maior janela de terapia, que chega em até 24 horas 

após o ictus, às maiores velocidades e taxas de recanalização dos vasos (57). A 

trombectomia tende a aumentar os prognósticos favoráveis dos pacientes e a reduzir 

as chances de hemorragias cerebrais pós tratamento na fase aguda (57). Entretanto, 

essa técnica é exclusivas para lesões na artéria cerebral média, além de serem 

consideradas uma técnica invasiva e apresentarem maiores custos de tratamento 

(12,57). Apesar de novas drogas serem estudadas para a recuperação do AVC, 

nenhuma apresentou efeitos neuroprotetores completamente satisfatórios em 

humanos, de modo que são necessários estudos mais aprofundados sobre os 

mecanismos da doença e suas especificações (39).  

Uma combinação de tratamentos na fase aguda do evento, sejam estes químicos 

ou mecânicos, um bom controle dos fatores de risco, e terapias de reabilitação, como 

fisioterapia, terapia ocupacional, fonoaudiologia e psicologia, auxiliam os pacientes a 

obterem melhores resultados no tratamento das sequelas a médio prazo, na fase 

crônica do evento (53).  

A evolução do AVC envolve diversos mecanismos moleculares associados com 

dano e recuperação tecidual, dependendo do estágio da doença. Devido a isso, 

podemos separar a evolução do AVC em fases: aguda, subaguda e crônica (52). A 
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fase aguda, como mencionado, é o período após a oclusão dos vasos, com 

delimitação do core e penumbra e início dos sintomas (Figura 4). Essa fase é 

caracterizada pela falta de oxigenação tecidual, o que ativa processos apoptóticos, 

excitotóxicos e inflamatórios, com desregulações metabólicas, como favorecimento da 

atuação da via glicolítica anaeróbica, acúmulo de ácido láctico e diminuição do pH 

tecidual (37,52,58,59). Nesse estágio, tratamentos visam a neuroproteção tecidual, 

com a recanalização do fluxo sanguíneo (2,58). Após alguns dias do ictus do evento, 

inicia-se a fase subaguda, na qual ocorre a reorganização tecidual e maior eficiência 

na recuperação dos déficits, devido à altas taxas de plasticidade endógena e 

colateralidade, que visam a manutenção da pressão de perfusão cerebral (52). A partir 

desse momento, terapias complementares como fonoaudiologia, fisioterapia e terapia 

ocupacional são essenciais para uma rápida recuperação.  

Após aproximadamente 3 a 6 meses do ictus do evento, inicia-se a fase crônica 

do AVC. Nesse estágio, os déficits estão bem delimitados e visa-se a melhora das 

disfunções adquiridas (Figura 4) (52).  

 

 

Figura 4. Evolução do AVC isquêmico ao longo do tempo, descrevendo os mecanismos moleculares 
ativados em cada estágio da doença. Adaptado de (52).  

 

 

II. Biomarcadores Moleculares 

As diferenças moleculares entre os diferentes estágios do AVC caracterizam cada 

fase de recuperação dos pacientes pós isquemia e podem ser reguladas por 
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moléculas liberadas pelas células de acordo com as condições fisiológicas do meio 

intra e extracelular, seja uma dieta, resposta a um tratamento ou à fisiologia de uma 

doença (60). Essas moléculas são conhecidas por biomarcadores e podem ser 

pequenos fragmentos de DNA, RNAs não codificantes (ncRNA), proteínas, lipídeos 

ou metabólitos (60–62). Conceitualmente, biomarcadores devem ser moléculas que 

possuam sensibilidade e especificidade para mudanças fisiológicas, e cuja alteração 

de expressão auxilie no diagnóstico, monitoramento da progressão da doença, 

resposta a drogas e predição de prognóstico (60,63). Desse modo, os biomarcadores 

podem agir como fatores independentes ao prognóstico de doenças.  

Essas moléculas devem ser facilmente obtidas e quantificadas, o que prioriza a 

identificação de biomarcadores circulantes em biofluidos, como urina, sangue 

periférico (plasma e soro), saliva e líquor (64).  

Os biomarcadores estão presentes em biofluidos quando liberados pelas células 

de forma passiva, como após apoptose, ou ativa, quando associados a vesículas 

extracelulares (EVs) (64). Quando essas moléculas se encontram interiorizadas em 

EV ou associadas a complexos lipoproteicos, por exemplo, elas apresentam maior 

estabilidade, devido a menor taxa de degradação extracelular (64). Essa proteção 

aumenta o efeito sistêmico dos biomarcadores circulantes.  

As EVs são pequenas partículas liberadas pelas células em condições normais ou 

patológicas, cujas funções estão associadas à comunicação intercelular, como 

transferência de carga genética e receptores celulares e propriedades protetoras, 

modulação da resposta imune e regeneração tecidual após dano celular  (65,66). 

Essas propriedades das EVs as têm transformado em um potencial de pesquisa e 

tratamento de doenças nos últimos anos. 

As EVs podem ser liberadas por todos os tipos celulares e são classificadas em 

três tipos principais, com base em seu tamanho, conteúdo molecular e biossíntese: 

corpos apoptóticos, microvesículas e exossomos (Figura 5) (65,66). Os corpos 

apoptóticos são vesículas grandes (entre 500nm–2 µm) e irregulares formadas 

durante o estágio final do apoptose celular (65–67). Microvesículas apresentam 

tamanhos entre 100nm a 1µm e são formadas pelas células em diferentes estágios 

de repouso, após estresse oxidativo ou hipóxia (65). Elas são vesículas heterogêneas, 

formadas a partir da membrana celular através da reorganização do citoesqueleto e 
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fluxo de cálcio (68). Exossomos, por sua vez, são as menores vesículas, 

apresentando entre 30 e 100nm (69–72). Essas vesículas são formadas a partir de 

endossomos e corpos multivesiculares, podendo ser enviadas ao meio extracelular ou 

para a degradação via lisossomos (69,73).  

As EVs transportam moléculas a partir de suas células de origem, atuando em 

diversos processos celulares tanto de forma local quanto sistêmica (65,67,68). Uma 

das principais vantagens desse encapsulamento molecular é a sua proteção contra 

degradações no meio extracelular, possibilitando um transporte intercelular mais 

eficaz (74).  

 

 

Figura 5. Principais tipos de vesículas extracelulares: exossomos, microvesículas e corpos 
apoptóticos. Modificado de (63). 

 

As EVs podem conter todos os tipos de biomarcadores, sendo que os ncRNAs 

são os mais estudados (74). Essas moléculas agem em diversos processos celulares, 

incluindo transcrição e tradução gênica (75,76). Elas podem ser classificadas de 

acordo com suas expressões e funções celulares: manutenção e regulação. A 

primeira categoria envolve os ncRNAs associados às funções basais celulares, a fim 

de manter sua viabilidade (76). Essas moléculas podem ser os RNAs ribossomais 
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(rRNA), transportadores (tRNA) e pequenos RNAs nucleares (snRNA), por exemplo 

(76).  

Por sua vez, os ncRNAs reguladores agem de forma direta sobre a regulação 

da expressão gênica a níveis epigenéticos, transcricionais ou pós-traducionais (76). 

Dentre essa classe de ncRNA, podemos citar os pequenos RNAs de interferência 

(siRNA), RNAs circulares (circRNA), RNAs que interagem com o PIWI (piRNA) e 

microRNAs (miRNA), sendo esse último o mais frequente. Os miRNAs possuem em 

média 22 nucleotídeos de tamanho e já foram descritos como reguladores de diversos 

processos moleculares (77). Eles são expressos em todos os tipos celulares e, apesar 

de apresentarem uma dinâmica na sua expressão dependente da fisiologia celular e 

extracelular, possuem sequências conservadas entre espécies (78). Análises 

mostraram que os microRNAs variam os níveis de expressão entre em cada tipo 

celular, de modo que as cinco moléculas expressas mais abundantes representam 

50% de todos os microRNAs identificados em uma amostra (78,79).  

Os microRNAs participam como reguladores da expressão gênica de forma pré 

ou pós transcricionais. Essas moléculas podem interagir com regiões gênicas 

codificantes, de splicing alternativo ou promotoras, ou com o RNA mensageiro 

formado pela transcrição do gene alvo (79). Estudos mostram que as interações com 

os RNAs mensageiros são as mais comuns e, assim como a interação com a região 

gênica codificante, causam a repressão da expressão gênica (79–81). Em 

contrapartida, sob condições específicas, a interação dos microRNAs com a região 

promotora pode gerar um aumento na expressão do gene alvo (79,82). A interação 

microRNA-gene alvo é dinâmica, dependente das condições normais ou patológicas, 

e multigênica, ou seja, um microRNA pode apresentar múltiplos genes alvo (79). 

 Quando liberados pelas células, os microRNAs são promissores 

biomarcadores de doenças, sendo amplamente estudados devido a sua função como 

mensageiros químicos na comunicação intercelular e regulação das atividades 

celulares (79). A liberação dessas moléculas pelas células tem se mostrado um 

processo bem regulado, podendo regular funções tanto nas células alvo quanto nas 

células de origem (79). Além de serem encontradas em EVs, os microRNAs também 

foram observados associados a complexos proteicos e lipoproteicos, como à 

argonauta 2 (AGO2) e à lipoproteína de alta densidade (HDL) (79,83,84). Os 

mecanismos de preferência de liberação dos microRNAs ainda não foram 
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completamente elucidados, mas sugere-se que sejam dependentes do tipo celular de 

origem e da classe dessas moléculas (79).  

 Outros biomarcadores circulantes com grande interesse na fisiopatologia de 

doenças são os metabólitos. Eles são pequenas moléculas que geram respostas 

celulares a processos biológicos sob condições específicas (60). Eles podem gerar 

uma resposta local ou sistêmica, e são altamente reguláveis por condições ambientais 

ou fisiológicas, como doenças e alteração de microbiota (60). Com relação à doenças, 

os metabólitos são bons biomarcadores para avaliar mecanismos e progressão da 

doença, resposta a tratamento e toxicidade celular (60).  

 O perfil metabólico de um paciente pode representar, de forma dinâmica, 

diferentes situações fisiológicas que ocorrem durante uma doença, determinando 

novos mecanismos de doenças e novos alvos para tratamentos, principalmente em 

doenças complexas (60). Devido a sua capacidade de permear a barreira 

hematoencefálica, os metabólitos vêm sendo altamente estudados para melhor 

compreensão, diagnóstico e tratamento de doenças neurológicas (60,85,86). 

Contudo, considerando a alta variabilidade dessas moléculas no organismo, a 

descoberta e a aplicação de biomarcadores na clínica devem ser padronizadas de 

acordo com as comorbidades dos pacientes, tecido ou biofluido estudado e técnica de 

análise utilizada, visando uma redução dos erros de identificação dos metabólitos (60).   

 

i. Genética do AVC isquêmico 

 Devido à alta taxa de incidência do AVC, vários estudos são realizados visando 

descobrir variantes que auxiliem na identificação da causa, etiologia, susceptibilidade, 

diagnóstico, prognóstico e tratamento da doença. Elas podem ser desde variantes 

genômicas, pontuais ou estruturais, a moléculas regulatórias, epigenéticas ou 

metabólicas. 

No âmbito genômico, já foram descritas variantes estruturais e polimorfismos 

de única base (SNP) que afetam a probabilidade de ocorrência do AVC (3,22,87–90). 

Essas variantes foram descritas em estudos de genes candidatos, meta-análises e 

exoma. Apesar do AVC apresentar características multifatoriais, algumas condições, 

cuja isquemia é o principal atributo, apresentam variantes causais em único gene 
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(87,89). Esse é o caso das síndromes de Fabry, CADASIL, CARASIL e Moyamoya, 

por exemplo (87,89,91–93). Essas síndromes tendem a ser hereditárias, apesar de 

mutações de novo serem possíveis nos pacientes.  

A doença de Fabry é caracterizada por uma mutação no gene codificante da 

enzima α-galactosidase A (GLA), o que afeta diversos tipos celulares, causando 

vasculopatias e AVCs isquêmicos precoces (87,89,91). Variantes identificadas no 

gene RNF213, por sua vez, foram associadas com a susceptibilidade à doença 

Moyamoya (90,93). Essa doença é responsável por desordens no acúmulo de placa 

aterosclerótica nas artérias carótidas internas, aumentando as taxas de AVC 

isquêmico transitório (93). As síndromes de CADASIL e CARASIL são as mais comuns 

dentre as listadas aqui e referem-se a leucoencefalopatias (92,94). Elas são 

caracterizadas por mutações nos genes NOTCH3 e HTRA1, respectivamente, de 

modo que testes moleculares já estão disponíveis para comprovação do diagnóstico 

dessas síndromes na clínica (89,92).  

Variantes genômicas também foram associadas com aumento do risco de 

desenvolver AVC isquêmico através de correlações com fatores de risco e 

mecanismos relevante à fisiopatologia do evento. Um dos mais estudados é o gene 

metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), cujas variantes 677C>T e 1298A>C estão 

associadas com o aumento da hiperhomocisteinemia, um importante marcador do 

risco para a isquemia (90,95). Outro relevante gene para a susceptibilidade ao AVC é 

a apolipoproteína E (APOE), regulador dos níveis de lipídeos e colesterol circulantes 

(90,96). O alelo ε4 desse gene foi correlacionado com aumento do risco de AVC 

isquêmico, principalmente na população asiática (90,96).  A variante rs1799983, 

presente no gene da enzima óxido nítrico sintase (eNOS), foi associada com aumento 

do risco de AVC tanto para asiáticos quanto caucasianos, desregulando as atividades 

vaso-protetoras celulares (90,96,97).  

 As variantes rs6025, presente no gene Fator V de Leiden, e rs2292661, 

presente no gene precursor A5 da proteína dissulfato-isomerase (PDIA5), foram 

associados com alterações nos mecanismos de coagulação sanguínea dos pacientes 

com AVC isquêmico (90,98,99).  A variante rs6647, presente no gene inibidor de 

protease (SERPINA1), por sua vez, foi associada com regulação dos danos causados 

por processos inflamatórios pós isquemia (90,100) 
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 Com relação a etiologia do AVC isquêmico, variantes nos genes histona 

deacetilase 9 (HDAC9), homodomínio empareado 2 (PITX2)  e homeobox dedo de 

zinco 3 (ZFHX3) foram descritas para AVC aterosclerótico e cardioembólico, 

respectivamente (87). Esses genes estão envolvidos em processos de diferenciação 

miogênica, fibrilação atrial e regulação epigenética da aterosclerose (87,89,90,100). 

Variantes presentes no cromossomo 4q25, próximas ao gene PITX2, também foram 

correlacionadas com a ocorrência de AVC isquêmico em indivíduos jovens, 

aumentando o risco de incidência do evento isquêmico nesses pacientes (101). 

 Estudos também observaram a influência de variantes genômicas na eficiência 

de tratamentos medicamentosos para o AVC. Variantes causais para perda de 

funções no gene citocromo P450 2C19 (CYP2C19) foram associadas com o aumento 

do risco de AVC para pacientes tratados com Clopidogrel (102–104). Entretanto, 

quando os pacientes com essas variantes foram tratados com Clopidogrel em 

associação com Aspirina, os riscos de desenvolver novos eventos isquêmicos foram 

reduzidos (105).  

 Apesar de algumas variantes serem observadas como candidatas para o AVC 

isquêmico, nenhuma conseguiu reproduzir as taxas de herdabilidade obtidas através 

de estudos genéticos tradicionais, realizados em gêmeos ou doenças mendelianas 

(106). Assim, iniciou-se uma busca pela herdabilidade não identificada (missing 

heritability) em doenças complexas, inclusive o AVC isquêmico (106,107). Ainda não 

foram identificadas muitas variantes relevantes para esse fator, porém, observa-se 

que variantes raras e de baixa frequência populacional (abaixo de 5%) possam 

apresentar efeitos mais significativos na herdabilidade de doenças complexas e 

multifatoriais (106,107).  

 Para biomarcadores, a grande maioria dos estudos avalia níveis alterados de 

moléculas circulantes em plasma e soro, devido a maior facilidade de acesso, com 

processos pouco invasivos aos pacientes. Dentre os biomarcadores de interesse, 

estudos mostram alterações nos níveis de EVs, microRNAs e metabólitos circulantes. 

Dentre essas, os microRNAs ainda são os mais estudados, principalmente por causa 

de sua expressão dinâmica e função regulatória de processos moleculares.  

 A função das EVs como biomarcadores da evolução de doenças foi observada 

inicialmente em pacientes oncológicos, porém, para AVC, elas já foram descritas com 
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influência em processos neuroprotetores e de neuroreabilitação em pacientes e 

modelos animais (74,108–115). Em estudos in vivo, tratamentos com EVs 

provenientes de células tronco mesenquimais foram descritos como agentes de 

redução da inflamação e aumento da angiogênese e neurogênese no cérebro de 

modelos animais de AVC (116,117).  

Além das concentrações vesiculares, o conteúdo molecular circulante nos 

biofluidos é de grande interesse. Essas moléculas caracterizam diferentes estágios 

do AVC, permitem a identificação de novos meios diagnósticos, preditivos e 

tratamentos para os eventos neurovasculares (74).  

Estudos in vitro com células tronco neurais e mesenquimais demonstram que, 

em condições de hipóxia, há uma redução nos níveis de mir-98-3p e um aumento nos 

níveis de mir-133b em exossomos provenientes desses tipos celulares, 

respectivamente (118,119).  Essas expressões diferenciais auxiliam na recuperação 

tecidual após o evento isquêmico, com consequente melhora do prognóstico. 

A fase aguda do AVC á uma das mais estudadas devido a sua alta 

potencialidade de identificar biomarcadores diagnósticos e preditores de prognóstico 

e tratamento para os pacientes.   

Li et al (2017) identificaram diferenças nas expressões dos microRNAs 

exossomais mir-422a e mir-125b-2-3p nas fases aguda e subaguda do evento 

isquêmico em plasma de pacientes com AVC isquêmico (120). Nesse estudo, o mir-

422a foi identificado como hiperexpresso na fase aguda do AVC, enquanto ambos 

microRNAs (mir-422a e mir-125b-2-3p) foram identificados com níveis reduzidos na 

fase subaguda do evento, o que os torna potenciais biomarcadores para esses 

estágios do AVC (120).  

Os microRNAs mir-134, mir-21-5p e mir-30a-5p foram identificados com 

expressão diferencial nas fases aguda e hiperaguda, respectivamente, do AVC 

isquêmico quando comparado com controles (121,122). Nessa comparação, o mir-

30a-5p foi descrito como hiperexpresso na fase hiperaguda (em até 6 horas do ictus) 

e hipoexpresso na fase aguda (de 1 a 7 dias após o ictus) do AVC isquêmico, 

demonstrando que há uma mobilidade na expressão dos miRNAs em diferentes 

momentos do evento, podendo esta ser associada a diferentes processos moleculares 

e regulatórios (121). 
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 Outros estudos demonstraram que a redução dos níveis dos microRNAs mir-

30a, mir-126, let-7b, mir-122, mir-148a, let-7i, mir-320d, let-7e e mir-4429 estavam 

associados com AVC isquêmico até 24 horas após o ictus do evento (84,123,124). 

Esses microRNAs estão associados a processos moleculares envolvidos em 

expressão gênica, ativação do sistema imune, trombose e sinalização celular (124).  

 Os tratamentos recebidos durante a fase aguda do AVC, como a 

trombólise, por exemplo, podem alterar o perfil de expressão dos microRNAs, 

permitindo a identificação de moléculas que predigam o prognóstico dos pacientes 

após o procedimento (125,126). Níveis elevados de mir-124, mir-125 e mir-192 estão 

associados com aumento da gravidade e piora do prognóstico dos pacientes com AVC 

isquêmico pós trombólise (125). O mir-124 é um bom preditor de mortalidade em três 

meses após o AVC, enquanto o mir-125 aumenta as taxas de inflamação e reduz a 

angiogênese em condições de privação de oxigênio (125).  

O aumento do mir-122 no início dos sintomas foi associado com a redução do 

óxido nítrico, responsável pela cascada de inflamação pós isquemia, com 

consequente melhora do prognóstico em modelo animal (127). Dessa forma, o mir-

122 pode ser um potencial tratamento para amenizar os efeitos do AVC isquêmico 

(127). 

Devido à alta heterogeneidade de mecanismos ativados durante o AVC, uma 

diversidade de moléculas é alterada nos diferentes estágios de evolução da doença, 

dificultando a seleção de moléculas únicas para biomarcadores de diagnóstico, 

tratamento e predição (128–130).  

  No caso de estudos metabólicos, alguns biomarcadores foram identificados 

associados a fatores de risco, diferentes estágios, prognóstico, etiologias e processos 

moleculares alterados durante a doença (60).  

 Os metabólitos colina e homocisteína foram descritos como biomarcadores 

para estenose carotídea grave, um importante fator de risco para o desenvolvimento 

de aterosclerose (131,132). A dimetilarginina, por sua vez, foi associado positivamente 

com a ocorrência de AVC em pacientes jovens (133). 

 Para AVC isquêmico na fase aguda, Wang e colaboradores (2017) 

identificaram metabólitos relacionados com inflamação, estresse oxidativo, toxicidade 
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celular, e danos cerebrais (60,86). Altos níveis de tirosina e triptofano, em conjunto 

com baixos níveis de lactato, foram identificados como potenciais biomarcadores para 

diagnosticar a fase aguda do AVC (86). A redução dos metabólitos valina, leucina e 

isoleucina, conhecidos como BCAA, também foi observada em pacientes na fase 

aguda do AVC, quando comparada com indivíduos controles (60,85,134). Esses 

metabólitos influenciam o metabolismo bioenergético, podendo causar eventos com 

maior gravidade (85).  

 Um pior prognóstico dos pacientes com AVC isquêmico, com um aumento dos 

danos cerebrais, também foi observado com uma redução dos níveis de lisina e com 

um aumento nos níveis de matrix metalopeptidase 9 (MMP-9) nos pacientes (62,135). 

A diminuição de homoarginina nos pacientes com AVC isquêmico foi relacionada com 

o aumento da mortalidade pós AVC (62,136). Esse metabólito influencia a regulação 

do fluxo e da pressão sanguínea, do agregamento plaquetário e da viabilidade celular 

(62,136). 

 Em contrapartida, um paciente pode ter um bom prognóstico pós AVC quando 

apresentar o padrão de expressão metabólica: aumento nos níveis de betaína e 

lysoPE(18:2) e uma diminuição dos metabólitos serina, isoleucina e PC 50/50 (85). 

Esses metabólitos podem regular o crescimento, reparo e manutenção celular e 

tecidual do cérebro pós evento (85).  

 No caso de determinação da etiologia do AVC, níveis aumentados de lactato, 

piruvato, glicolato e formato, assim como níveis reduzidos de glutamina e metanol 

foram observados em pacientes com AVC lacunar (60,137). Esses metabólitos agem 

sobre o metabolismo energético anaeróbico e do ácido fólico (60,137). Para AVC 

aterosclerótico de grandes vasos, a presença de fosfolipídeos, como a 

lysofosfatidilcolina (22:6), foi observada em níveis alterados em pacientes (138). 

Essas moléculas possuem funções relacionadas com a estabilidade da membrana 

neuronal, com possíveis efeitos sobre o mecanismo inflamatórios pós AVC (60,132).  

 Apesar de vários estudos serem desenvolvidos na busca por biomarcadores, a 

dificuldade de identificar moléculas exclusivas para uma determinada doença 

impedem que elas sejam introduzidas na clínica de forma eficaz (60). Essa questão é 

ainda mais difícil para doenças complexas, como o AVC, no qual há uma alta 

variabilidade nas causas e nos mecanismos moleculares que ocorrem durante o 
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evento isquêmico (60). Uma das principais estratégias para melhor compreensão dos 

mecanismos moleculares envolvidos na fisiopatologia dessas doenças, assim como 

novos meios de diagnóstico e tratamento, é o uso de análises multiômicas, na qual 

ocorre uma interpretação conjunta de diferentes classes moleculares e variantes 

encontradas alteradas nos pacientes (60,139–141).  

 

III. Técnicas moleculares 

i. Sequenciamento do Exoma 

Os sequenciamentos de nova geração (NGS) têm sido cada vez mais utilizados 

em substituição ou complementação às técnicas tradicionais, principalmente 

sequenciamento por Sanger, e estudos de associação genômica (Genome-wide 

association studies – GWAS), devido a sua maior sensibilidade para identificação de 

variantes comuns e raras, maior praticidade em comparação com técnicas primárias 

de sequenciamento e seu decrescente custo (142,143). Ao contrário das técnicas 

tradicionais de sequenciamento e análises de GWAS, os NGS permitem uma melhor 

avaliação de variantes de baixa frequência populacional e a descoberta de variantes 

inéditas, inclusive em pequenas casuísticas (144).  

 Essa tecnologia tem sido utilizada para estudos em diversas doenças 

complexas, inclusive neurológicas, como Alzheimer, AVC, Parkinson, epilepsia, 

esclerose múltipla e esclerose lateral amiotrófica (142). Dentre as várias técnicas de 

sequenciamento de nova geração, os sequenciamentos genômicos classificam-se 

entre sequenciamento do genoma completo (WGS) e do exoma (WES).  

O WGS avalia todo o genoma, incluindo as regiões codificantes, não 

codificantes e regulatórias, além de possibilitar a investigação de variantes estruturais 

(145). Entretanto, apesar de apresentar dados mais completos do genoma, sua 

análise ainda é complexa, devido à grande quantidade de dados gerados, o que impõe 

a necessidade de densas técnicas de bioinformática (142,145). 

A técnica de WGS tem sido sucessivamente utilizada para identificar variantes 

em doenças raras e complexas, já que estas não tendem a apresentar variações 

apenas nas regiões codificantes (142,145). As regiões não codificantes englobam 

sítios de splicing alternativos, responsáveis pela geração de proteínas alternativas, 
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que podem estar relacionadas à fisiopatologia da doença, além de sítios de ligação 

com ncRNAs, regiões regulatórias ou hipersensíveis à DNAse 1, indicando regiões de 

maior taxa de expressão gênica (https://www.encodeproject.org/) (145,146). Assim, o 

WES permite a análise de apenas 1% do genoma, avaliando apenas as regiões que 

se correlacionam diretamente com a expressão proteica e os mecanismos das 

doenças (142). Contudo, apesar do WGS ser uma das técnicas mais eficientes para 

a compreensão de pacientes não diagnosticados ou de doenças ainda não totalmente 

esclarecidas, seu alto custo e excesso de dados gerados ainda são significantes 

desvantagens dessa metodologia (145). 

O WES, por sua vez, surge como metodologia alternativa ao WGS, envolvendo 

a captura das regiões codificantes do genoma através de hibridizações do DNA 

genômico em sondas de oligonucleotídeos que, coletivamente, cobrem as regiões dos 

éxons (147). Essa técnica tem sido amplamente realizada devido a praticidade de 

obter apenas as regiões codificantes do genoma, que tendem a apresentar as 

principais variantes funcionais responsáveis pelas doenças estudadas, além da 

possibilidade de realizar várias amostras simultaneamente (147). Como o WES avalia 

apenas aproximadamente 1% do genoma, apresenta também as vantagens de ser 

mais econômico e ter menor quantidade de dados gerados para análise do que o WGS 

(142). Essa técnica tem sido utilizada para análises de doenças que segregam em 

loci, grandes consórcios de doenças e para validações dos resultados obtidos por 

WGS (147). 

 

ii. Sequenciamento de microRNAs 

O transcriptoma pode ser descrito como o conjunto de todas as moléculas 

transcritas do genoma, assim como suas quantidades, em determinada fase do 

desenvolvimento ou condição fisiológica (146). Nessa metodologia, são analisados 

todos os transcritos, como RNAs mensageiros (mRNAs), RNAs não codificantes e 

pequenos RNAs; assim, é possível determinar o padrão de expressão gênica, sítios 

de splicing alternativos e modificações pós-transcricionais (143,148,149). O 

transcriptoma pode responder várias questões sobre a genética de uma doença, 

principalmente ao avaliar a variabilidade gerada através de codificações alternativas 

(146).  

https://www.encodeproject.org/
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A técnica de microarranjos, comumente utilizada para essas análises, vem 

sendo substituída por sequenciamento de nova geração das moléculas de RNA (RNA-

seq), graças ao desenvolvimento de novas tecnologias (143,148–150). Essa última, 

quando comparada com a técnica de microarranjos, proporciona algumas vantagens, 

como maior acurácia na medição da expressão, principalmente de transcritos com 

baixa expressão, maior identificação de moléculas não descritas, ausência de 

variabilidade das sondas de hibridação, e menor custo (148,149).  

Ao se analisar apenas as porções não codificantes e regulatórias dos RNAs, 

permite-se obter resultados mais específicos para a pergunta de interesse. Para isso, 

utiliza-se técnicas de seleção das moléculas de interesse com base no tamanho e 

características das mesmas (151). A técnica de sequenciamento de pequenos RNAs 

(“Small RNA Sequencing”) permite a identificação de pequenas moléculas de RNA 

através da inserção de ligantes nas regiões 3’ e 5’ das moléculas, seguida pela 

amplificação das regiões (152). Essa técnica permite a identificação de microRNAs 

conhecidos, assim como a descoberta de novas moléculas. Além disso, possui a 

flexibilidade de reanálise dos dados em busca de atualizações nas anotações (152).  

 

iii. Metabolômica 

A metabolômica avalia moléculas endógenas de baixo peso molecular 

(<1,5kDa) produzidas pelo organismo através da integração de diferentes ferramentas 

analíticas e estatísticas (153–156). Essa análise permite analisar o perfil metabólico 

quanto à presença e quantificação de substâncias em diferentes condições 

fisiológicas e fisiopatológicas (153–155). Esse estudo pode apresentar uma 

abordagem generalizada ou direcionada a um grupo de metabólitos pré-determinado, 

fornecendo informações relevantes para o entendimento das ações celulares e 

bioquímicas envolvidas com o fenótipo (157).  

Devido a possibilidade de analisar diferentes amostras biológicas, desde 

biofluidos a tecidos, essa estratégia de análise biológica pode ser aplicada em 

diversas áreas que percorrem desenvolvimento de fármacos, caracterização de 

distúrbios metabólicos, bioquímicos, diagnóstico e prognóstico de doenças (153–155). 

As principais técnicas de análise metabolômica são espectroscopia de massas 

(MS) e ressonância magnética nuclear (RMN) (153,155). A RMN utiliza um campo 
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magnético para identificar os núcleos das moléculas presentes nas amostras 

(158,159). Um dos principais tipos de espectroscopia de RMN é a ressonância 

magnética nucelar de hidrogênio (RMN de 1H), também conhecida como RMN de 

próton, e permite a diferenciação dos diferentes hidrogênios presentes em uma 

molécula, ou em um conjunto delas. Cada núcleo molecular absorve energia do 

campo magnético em uma frequência distinta de acordo com a sua característica de 

densidade de elétrons (158). Essa diferença de frequência gera um deslocamento 

químico específico para cada grupo molecular, permitindo a identificação exclusiva de 

cada composto (158).  

Essa técnica permite a identificação de aminoácidos, carboidratos, ácidos 

orgânicos e lipídeos (160,161). As principais vantagens do RMN são reprodutibilidade 

da análise, ausência de tratamentos ou separações cromatográficas das amostras 

previamente à análise, a não destruição das amostras pós análise, com a fácil 

semiquantificação dos compostos, e permite a identificação de novos compostos 

moleculares (162).  
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OBJETIVOS GERAIS 

Identificar variações moleculares associadas AVC isquêmico pela análise da 

contribuição de variantes genômicas raras presentes nas regiões codificantes do 

genoma humano, do padrão de expressão de microRNAs e de metabólitos circulantes 

em plasma nas fases aguda e crônica do AVC isquêmico. 

Específicos: 

I. Identificar variantes genômicas raras associadas ao AVC isquêmico através da 

análise do exoma total;  

II. Identificar microRNAs circulantes em plasma nas fases aguda e crônica do 

AVC isquêmico;  

III. Identificar metabólitos circulantes nas fases aguda e crônica do AVC 

isquêmico;  

IV. Analisar os achados genéticos e moleculares em relação a fase do AVC 

isquêmico, aguda ou crônica; e em relação ao conhecimento atual da 

fisiopatologia do AVC isquêmico.  
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CAPÍTULO I – VARIANTES GENÔMICAS 
 

1. Objetivos do Capítulo 

Identificar variantes genômicas associadas ao AVC isquêmico através do 

sequenciamento do exoma.  

 

Específicos 

o Avaliar a contribuição de variantes genômicas raras presentes nas regiões 

codificantes do genoma humano em pacientes com AVC isquêmico.  

o Avaliar a presença de variantes comuns presentes na casuística e associadas 

ao fenótipo 

o Avaliar a presença de variantes patogênicas identificadas nas regiões 

codificantes do genoma de pacientes com AVC isquêmico 

 

 

2. Métodos 

2.1. Casuística 

Para a análise de variantes genômicas através do sequenciamento total do exoma, 

foram analisadas 130 amostras de DNA de pacientes com AVC isquêmico. Como 

critérios de inclusão, foram selecionados pacientes que apresentaram AVC isquêmico 

com dano cerebral, comprovado em exames de neuroimagem, e idade acima de 40 

anos.  

As amostras de DNA foram obtidas a partir de sangue periférico e extraídas com 

a técnica de fenol-clorofórmio (163). As amostras foram ressuspendidas em tampão 

de eluição e armazenadas em tubos criogênicos a -20°C. 

 Os pacientes foram coletados no Ambulatório de Neurovascular, no Hospital das 

Clínicas, UNICAMP. Todos os pacientes concordaram com a pesquisa e assinaram o 

termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), aprovado pelo comitê de ética da 

UNICAMP (CAAE: 12112913.3.0000.5404/Parecer: 257.020). 
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2.2. Sequenciamento do Exoma  

O sequenciamento do exoma consiste em três etapas: o preparo de bibliotecas, 

o sequenciamento dos fragmentos e a análise dos dados gerados.  

Para o preparo das bibliotecas, as amostras devem apresentar uma qualidade 

mínina desejada, a fim de evitar erros de contaminação ou leitura dos fragmentos no 

sequenciador. Os parâmetros de qualidade analisados são: pureza, concentração e 

integridade. A pureza é analisada pela razão 280/260 por meio de técnica 

espectrofotométrica, no equipamento Epoch (Bioteck Inc). Essa razão deve ser entre 

1,8 e 2,0 para considerar a amostra livre de contaminantes provenientes da extração. 

As concentrações das amostras foram medidas pela técnica de fluorescência, em 

equipamento Qubit (Thermo Fisher Inc), devendo apresentar concentração mínima de 

50ng/µL. Por fim, a integridade das amostras foi avaliada em gel de agarose 1,5%, de 

modo que se deveria observar uma banda íntegra referente ao DNA genômico.  

As bibliotecas de sequenciamento foram realizadas em dois lotes 

separadamente, utilizando os kits SureSelect V5 e V6 (Agilent Technologies), 

respectivamente, conforme instruções do fabricante. O sequenciamento ocorreu 

utilizando o kit All exon v6 (Agilent Technologies) pela plataforma Hiseq 3000/4000 

(Illumina, Inc).  

As amostras de sequenciamento foram processadas no Laboratório de Biologia 

Computacional e Bioestatística, da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP, 

utilizando os protocolos de melhores práticas fornecidas pelo time de desenvolvimento 

do programa Genome Analysis Toolkit (GATK, Broad Institute) (Figura 6) (164,165). 

Os arquivos brutos (formato FASTQ) foram mapeados contra o genoma de referência 

humano, versão GRCh38, utilizando a ferramenta Burrows-Wheeler Alignment (BWA) 

(166). Os dados de alinhamento foram recalibrados pela qualidade de bases e os 

fragmentos mapeados são adicionados ao arquivo final (formatos BAM e CRAM) para 

a chamada de variantes. Essa chamada ocorre de forma individual (arquivo gVCF) 

utilizando o programa GATK4 (Broad Institute). Este arquivo final por amostra possui 

informações de todas as posições ao longo do genoma, mesmo que não haja variação 

em relação à referência. Dessa forma, é realizada uma etapa de JointGenotyping 

(167), nova chamada de variantes conjunta entre todas as amostras, visando a 

identificação de polimorfismos de base única (SNPs) e inserções e deleções 



54 
 

genômicas (indels). A genotipagem foi comparada com o banco de dados BIPMed 

(Brazilian Initiative on Precision Medicine, http://bipmed.iqm.unicamp.br/genes),  a fim 

de calibrar esse processo de acordo com a população brasileira e evitar vícios de lote 

de sequenciamento (168). Selecionamos, portanto, sítios de alta confiança para a 

presença de variantes, seguindo os seguintes parâmetros: genótipos com 

profundidade maior do que 10 e qualidade de genotipagem maior do que 20. O arquivo 

final das amostras (VCF) apresenta anotações básicas extraídas do banco de dados 

dbSNP.  

 

Figura 6.  Fluxograma de análise dos dados de sequenciamento de exoma total a partir dos dados 
brutos, utilizando protocolo de boas práticas do Genome Analysis Toolkit (GATK), do Broad Institute 
[2], [3]. Nas caixas detalhamos a etapa da análise dos exomas; em azul, mostramos as ferramentas 
utilizadas para análise; por fim, em roxo, o formato dos arquivos gerados. Criado com Biorender.com. 

 

As variantes observadas por amostra foram analisadas no software Franklin by 

Genoox (https://franklin.genoox.com). Foram realizadas análises das variantes quanto 

à frequência populacional e interna à casuística, à classificação patogênica dada por 

estudos de associação clínica e predição in sílico pelos softwares do Franklin by 

Genoox e ClinVar (169) e à presença de variantes observadas previamente como 

associadas a genes candidatos ao AVC isquêmico na literatura.  

http://bipmed.iqm.unicamp.br/genes
https://franklin.genoox.com/
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Inicialmente realizamos uma busca por variantes com uma alta frequência na 

casuística e frequência rara na população geral, observadas através dos principais 

bancos de dados de variantes genômicas. Em seguida, observamos as variantes 

comuns presentes na nossa análise e as suas influências sobre a fisiologia do AVC 

isquêmico.  

Avaliamos, também, as variantes classificadas como patogênicas ou 

potencialmente patogênicas na nossa casuística, de acordo com a classificação dos 

principais bancos de dados de patogenicidade das variantes, na intenção de identificar 

variantes potencialmente causais para o fenótipo e mecanismos alterados do AVC.  

Por fim, avaliamos a presença de variantes descritas previamente na literatura 

como associadas a genes candidatos ao AVC isquêmico, conforme descrito no item 

II.i. Genética do AVC isquêmico, da Introdução. A identificação de vias moleculares 

alteradas em cada uma das análises foi realizada através do software Reactome.  

 

3. Resultados 

3.1. Casuística 

As amostras foram classificadas com base em idade, sexo, fatores de risco e 

etiologia do AVC isquêmico (Tabela 2). A maioria dos pacientes encontra-se em 

investigação etiológica do AVC.  

Tabela 2. Caracterização das amostras analisadas para o sequenciamento do exoma (%). Os dados 
descritos como NA referem-se à declaração do paciente como “Não sabe/Não declarou” ou à falta de 
informação clínica desses pacientes.  

Idade 

Média 65 

Mediana 67 

Desvio Padrão 12,3 

Sexo 

Feminino 39,2 

Masculino 50,8 

NA 10 

Fatores de Risco 

Hipertensão 
Sim 43,1 

Não 21,5 
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NA 35,4 

Diabetes 

Sim 22,3 

Não 41,5 

NA 36,2 

Dislipidemia 

Sim 18,5 

Não 44,6 

NA 36,9 

Tabagismo 

Sim 10,8 

Não 31,5 

Ex 20,8 

NA 36,9 

Etilismo 

Sim 9,2 

Não 43,1 

Ex 10,8 

NA 36,9 

AVC Prévio 

Sim 11,5 

Não 47,7 

NA 40,8 

Etiologia 

Aterosclerose 12,3 

Cardioembólico 13,1 

Lacunar 3,8 

Outras Causas 2,3 

Criptogênico 3,1 

Em investigação 65,4 

 

3.2. Sequenciamento do Exoma 

A análise de frequência das variantes ocorreu com os seguintes parâmetros: foram 

selecionadas variantes que apresentassem alta frequência dentro da casuística, com 

interesse primário nas de baixa frequência populacional, seguindo para as comuns 

populacionalmente, de acordo com os principais bancos de dados genômicos (1000 

genomes, ExAC, genomAD, UK10K), utilizado no software Franklin (Genoox, Inc).  

Duas variantes foram classificadas como raras populacionalmente (frequência 

menor que 0,01%) e comuns à casuística (30% de casos): rs139138924 (rs55688889) 

e rs1811089.   
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Dentre as variantes comuns, foram identificadas 463 variantes com frequência 

interna à casuística maior do que 30% e frequência populacional menor que 80%. 

Esses valores de frequência foram selecionados arbitrariamente devido à alta 

ocorrência do AVC na população, em especial idosa. Todas essas variantes foram 

classificadas como benignas ou possivelmente benignas na análise. 

As variantes identificadas nesse primeiro momento foram analisadas com relação 

às vias e processos celulares aos quais estão envolvidas. Os genes afetados por elas 

possuem grande influência nas vias de sistema imune, sinalização celular e transporte 

de pequenos moléculas (Figura 7). Dentre as vias identificadas e estatisticamente 

significativas (Tabela 3), podemos destacar as vias de apresentação de antígenos, 

sinalização do sistema imune através de interferons e citocinas, ativação de vias 

associadas a FGFR2, biossíntese de colágeno e apoptose. Os principais genes 

associados com essas vias moleculares são descritos na tabela 4.   

 

Figura 7 - Principais vias moleculares associadas aos genes com variantes identificadas na análise de 
sequenciamento de exoma dos pacientes com AVC isquêmico. 

 

Tabela 3 - Descrição das vias moleculares associadas aos genes com variantes identificadas na análise 
de sequenciamento de exoma dos pacientes com AVC isquêmico. 

Nomes das Vias Moleculares p-valor 

Apresentação de antígenos: Dobragem, montagem e 

carregamento de peptídeo de CMH classe I 
1,11E-16 

Via Endossomal/Vacuolar  1,11E-16 
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Via RE-Fagossomo  1,11E-16 

Apresentação cruzada e processamento de antígenos  1,11E-16 

Sinalização de interferon gamma 1,11E-16 

Sinalização de interferon alpha/beta 1,11E-16 

Imunorregulação das interações entre células linfoides e não 

linfoides  
6,90E-11 

Geração de moléculas mensageiras secundárias  1,31E-10 

Sinalização de citocinas no sistema imune  7,86E-10 

Apresentação e processamento de antígenos via CMH de 

classe I 
1,31E-7 

Coestimulação pela família CD28  1,89E-7 

Sistema Imune Adaptivo 1,51E-6 

Sinalização de TCR 2,38E-5 

Apresentação de antígenos do CMH de classe II  2,58E-5 

Sinalização posterior de TCR 5,17E-5 

Trimerização da cadeia de colágeno 5,58E-4 

Sinalização por FGFR2 IIIa TM 0,00107 

Ativação do receptor mutante FGFR2  0,00541 

Ativação e Ligação do ligante FGFR2  0,00963 

Biossíntese de colágeno e modificação enzimática  0,01102 

Via transcricional Notch-HLH  0,01234 

Canais TRP 0,0155 

Cascata PI3K:FGFR2 0,01725 

Sinalização por FGFR2 em doenças 0,01780 

Formação de colágeno 0,01828 

Montagem de fibrilas de colágeno e outras estruturas 

multiméricas 
0,02029 

Cascata mediada por SHC:FGFR2 0,02111 

Sinalização FGFR2 mediada por FRS 0,02322 

Sinalização por NCAM para crescimento de neurites 0,02444 

Sinalização por FGFR em doenças 0,0321 

Clivagem apoptótica de proteínas celulares  0,0329 

Expressão de genes metabólicos ativada por ChREBP  0,03307 



59 
 

Ativação de PKA na sinalização de glucagon  0,03672 

Ativação de PKA 0,03672 

Cascata do PI3K 0,03757 

Canais de detecção de estímulos 0,03776 

Sinalização por mutantes de amplificação FGFR2  0,0400 

Regulação negativa da sinalização de FGFR2  0,04155 

Sinalização posterior da ativação de FGFR2 0,0447 

 

Tabela 4 – Lista das variantes associadas com as principais vias moleculares identificadas no 
sequenciamento do exoma para pacientes com AVC isquêmico (Tabela 2). 

Gene Gene SNP Nucleotídeo 

Acetil-coenzima A 

carboxilase beta 
ACACB rs2075259 c.6046-28A>G 

Proteína quinase 

serina/treonina RAC-

beta 

AKT2 rs2304189 c.832-28A>G 

Regulador APC da 

via de sinalização 

WNT 

APC rs459552 c.5465T>A 

Proteína precursora 

da beta amiloide 
APP rs440666 c.1459-106A>G 

Ativador BCR de 

GTPase e RhoGEF 
BCR rs4822371 c.1279+16183A>G 

Colágeno tipo 27 

cadeia alfa 1 
COL27A1 rs2636866 c.3609+35C>T 

Colágeno tipo 4 

cadeia alfa 3 
COL4A3 rs7579991 c.145-99C>T 

Receptor do fator de 

crescimento de 

fibroblastos 2 

FGFR2 rs1047100 c.696A>G 

Histona deacetilase 

10 
HDAC10 rs13058062 c.1834-40A>G 
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Domínio HECT e 

RDL contendo 

proteína ligase 

ubiquitina E3, 

membro 1 da família 

HERC1 rs2255243 c.5087G>C 

rs2228511 c.9093G>A 

rs2229749 c.11166G>C 

rs10851731 c.12879A>T 

Complexo de maior 

histocompatibilidade, 

classe IB 

HLA-B 

rs1050458 c.11T>C 

rs9266206 c.5T>G 

rs9266196 c.73+34C>G 

rs9266197 c.73+33C>T 

Complexo de maior 

histocompatibilidade, 

classe II, DM Beta 

HLA-DMB rs1042337 c.590C>T 

Complexo de maior 

histocompatibilidade, 

classe II, DR Beta1 

HLA-DRB1 rs1064697 c.*40G>A 

Dedo Anelar 1 de 

Mahogunin 
MGRN1 rs3747587 c.-8C>G 

Miosina IXB MYO9B 
rs2279003 c.3795T>C 

rs4808072 c.2689-26T>C 

Proteína quinase 

cAMP dependente, 

tipo I, subunidade 

alfa regulatória 

PRKAR1A 

rs2302230 c.770-24G>A 

rs2302231 c.892-34G>T 

Receptor de 

Rianodina 2 
RYR2 rs2253831 c.11326-23C>T 

Transportador de 

esfingolipídeo 1 
SPNS1 

rs7140 c.*137C>A 

rs6565300 c.809+113A>C 

Potencial receptor 

transiente do canal 

de cátions da 

subfamília M, 

membro 2 

TRPM2 

rs1785436 c.1933-10T>C 

rs1785437 c.2538+14C>T 

rs1614122 c.2790+55G>A 
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Foi realizada uma análise quanto à classificação patogênica das variantes software 

Franklin (uma associação entre a comunidade científica, ClinVar e PolyPhen), 

independente de frequência populacional. Observamos 60 variantes com essa 

classificação, dentre as quais podemos destacar as presentes nos genes descritos na 

tabela 5. Essa seleção ocorreu com base nas descrições da literatura relacionadas 

com a fisiopatologia do AVC isquêmico. Todas as variantes apresentam baixa 

frequência populacional.  

Essas variantes apresentam relações com vias moleculares associadas a 

sinalização celular, transporte de pequenas moléculas e homeostase celular (Figura 

8). 

 

Tabela 5 - Variantes gênicas classificadas como patogênicas ou potencialmente patogênicas 
observadas no sequenciamento do exoma de pacientes com AVC isquêmico. (NA) = não informado 

Gene Símbolo Variante 
Frequência 

(%) 

DNA polymerase gamma, 

subunidade catalítica 
POLG rs368435864 <0,01 

GTP ciclo-hidrolase 1 GCH1 rs41298442 0,04 

Subunidade Beta da Hemoglobina HBB rs11549407 0,03 

Molécula de sinalização sônica 

hedgehog 
SHH rs1162576975 <0,01 

Cadeia pesada da miosina 7 MYH7 rs45464193 0,01 

Colágeno VI alfa 3 COL6A3 rs148175795 0,01 

Proteína do dedo anelar 213 RNF213 rs200625556 0,07 

Regulador de condutância 

transmembranar da fibrose cística 
CFTR rs397508791 NA 

Receptor 3 do gene NOTCH NOTCH3 rs373181668 <0,01 

Fator de coagulação VIII FVIII rs137852388 0,02 

Subfamília C do cassete de 

ligação a ATP 6 
ABCC6 rs41278174 2,05 

Plasminogênio PLG rs73015965 0,29 

Regulador do ferro homeostático HFE rs1800562 3,38 
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Receptor 2 do fator de crescimento 

de fibroblastos 
FGFR2 rs748777325 0,01 

 

 

Figura 8 - Vias moleculares alteradas com as variantes gênicas patogênicas e potencialmente 
patogênicas identificadas no sequenciamento do exoma de pacientes com AVC isquêmico (tabela 4). 

 

Também buscamos por variantes descritas previamente na literatura para o AVC 

isquêmico, porém, nenhuma foi identificada na nossa casuística.  

 

4. Discussão 

Na análise de sequenciamento de exoma dos pacientes com AVC isquêmico 

visamos na seleção de variantes raras populacionalmente, ou seja, com frequência 

menor que 1%, porém, frequentes na nossa casuística. Isso porque o AVC é um 

doença complexa e multifatorial, na qual há uma significativa influência de variantes 

raras com efeito poligênico (107).  

Com isso, identificamos duas variantes com frequência interna de 30%: 

rs139138924 (rs55688889) e rs1811089. Esta última está presente na região do 

cromossomo 7p12, porém, não apresentou nenhuma descrição na literatura.  

A variante rs139138924 foi identificada como rara na população geral e uma das 

mais frequentes na nossa casuística, encontrando-se na região intrônica do gene da 
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protease específica de ubiquitina 7 (USP7), responsável por modificações pós 

traducionais na manutenção da estabilidade do genoma nas células (170). A 

expressão gênica do USP7 é considerada essencial às funções celulares e alterações 

podem ser responsáveis pela desregulação de diversos mecanismos moleculares e 

contribuindo para a fisiopatologia de doenças, como o câncer ou síndromes 

neurodegenerativas (170,171). Variantes nesse gene influenciam na regulação do 

ciclo, replicação e mitose celular, atém de estabilidade de telômeros, apoptose e 

resposta ao dano do DNA (170). 

Variantes com alta frequência na população e na casuística também foram 

observadas. Considerando a alta frequência do AVC na população mundial, 

especialmente idosa, devemos ressaltar a comparação das variantes genômicas com 

bancos de dados específicos com controle de idade e fatores de risco a fim de garantir 

que as variantes identificadas não sejam enviesadamente analisadas e interpretadas. 

Apesar de termos comparado as variantes quanto à frequência nos principais bancos 

de dados genômicos internacionais, o uso do banco de dados da população brasileira, 

BIPMed, auxiliou na identificação de variantes de acordo com a frequência na 

população brasileira.   

Nessa análise identificamos variantes em importantes genes associados com a 

fisiopatologia do AVC, incluindo os genes de colágeno, kinases, receptores de 

fibroblastos e deacetilase de histonas.  

Os genes da família do antígeno de leucócitos humanos (HLA) já foram descritos 

com associação ao AVC isquêmico, incluindo em crianças (172–176). Haplótipos do 

gene HLA-B foram descritos como mais prevalentes em pacientes com AVC 

isquêmico quando comparados com controles, simbolizando um aumento do risco 

para desenvolvimento da doença (176). A função do gene HLA associa-se com 

diversos processos inflamatórios, através da regulação de células T e Natural Killers, 

com consequente envolvimento na susceptibilidade aos danos pós AVC isquêmico 

(172). 

 Variantes no gene do colágeno tipo 4 alfa 3 (COL4A3), foram descritos como 

potencialmente causais para dissecção de artérias cervicais, um relevante fator de 

risco para AVC (177). O colágeno integra a matriz extracelular, responsável pela 

sinalização e adesão celular (178). Mutações no colágeno IV foram descritas como 
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causais para AVC isquêmico em indivíduos jovens, porém sua influência na gravidade 

do evento ou recuperação pós AVC ainda é controverso (178–180). O colágeno 

também é relevante para a adesão plaquetária e inflamação nos processos 

isquêmicos, estando associado com o prognóstico do evento (181,182). O 

polimorfismo rs4103, presente no gene COL4A2, foi significativamente associado com 

a etiologia lacunar nos pacientes com AVC isquêmico na China (183).  

 Outro gene de interesse para doenças neurológicas é o APP, descrito, 

principalmente, com alta relação à fisiologia da doença de Alzheimer (184–186). 

Apesar da função gênica ainda não estar completamente elucidada, estudos mostram 

que diferentes clivagens proteicas da APP podem apresentar efeitos diversos na 

fisiologia de doenças, tanto protetores quanto danosos (187,188). De forma geral, a 

proteína beta amilóide se deposita no tecido cerebral após danos à barreira 

hematoencefálica e aumento de citocinas inflamatórias no tecido cerebral, 

privilegiando a forma β da proteína APP (Aβ) (189–191).  Com isso, ocorre o aumento 

do processo inflamatório e danos teciduais, incluindo estresse oxidativo, alterações 

no metabolismo energético e apoptose (187,192).  

Em contrapartida, evidências vem demonstrando uma função neuroprotetora de 

fragmentos α da proteína APP em condições de estresse tecidual, como hipóxia, 

isquemia ou danos traumáticos, de forma a regular a integridade celular pela 

manutenção dos canais de cálcio, receptores de glutamato e redes de regulação da 

expressão gênica (186,187). Esses fragmentos regulam a exocitoxicidade gerada pela 

Aβ e os níveis de cálcio intracelular pelos receptores NMDA, reduzindo as taxas de 

apoptose, estimulando a neurogênese e proliferação celular, o que auxilia na 

neuroproteção e manutenção das funções cognitivas pós isquemia (187). 

Hipotetiza-se, portanto, que essas variantes possam influenciar a ocorrência do 

AVC, gravidade do evento, taxas de apoptose e a resposta inflamatória após o evento 

isquêmico. 

Apesar de serem classificadas como benignas ou sem grandes efeitos 

patogênicos, uma expressão conjunta dessas variantes pode gerar implicações 

fenotípicas consideráveis na predisposição ao AVC. Isso pode ser simbolizado pela 

análise de vias moleculares afetadas pelos genes de interesse. Dentre as principais, 

observa-se a classe de vias do sistema imune, como apresentação de antígenos e 
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sinalização por interferons e citocinas. Essas vias são importantes para a manutenção 

do dano cerebral pós AVC, sendo significativas para a predição de prognóstico e 

tratamento dos pacientes (193,194).  

Analisamos, também, a presença de variantes consideradas patogênicas nos 

bancos de dados e presentes na nossa casuística. Apesar da baixa frequência em 

ambos os grupos, foram identificados genes de grande interesse ao AVC, como o 

NOTCH3, FGFR2, FVIII, COL6A3 e PLG.  

Apesar de ser amplamente influente no fenótipo de CADASIL, a família do gene 

NOTCH possui funções associadas à sinalização e morte neuronal após o AVC (195). 

Além disso, variantes no NOTCH3 foram descritas como importantes colaboradores 

para o desenvolvimento do AVC e pequenas hipertensões cerebrais na população 

idosa europeia e tailandesa (196,197). Nenhum dos pacientes da casuística 

apresentaram diagnóstico suspeito ou confirmado de CADASIL.  

Receptores de fibroblastos já foram descritos na literatura com efeitos na 

manutenção da integridade vascular e permeabilidade da barreira hematoencefálica 

(198). O gene FGFR2 já foi correlacionado com diferenciações celulares e 

manutenção da mielina no tecido cerebral (199).  

Níveis elevados de FVIII foram observados em pacientes com AVC isquêmico, 

quando comparado com indivíduos controles (200,201). Esse aumento da proteína 

FVIII foi associado com piora do evento isquêmico e dos danos neurológicos dos 

pacientes, sendo encontrado, especialmente, em pacientes com AVC cardioembólico 

(200,201).  

Os tratamentos na fase aguda do AVC envolvem o uso de ativadores de 

plasminogênio para controle dos danos teciduais após isquemia (202,203). Esse gene 

influencia a recuperação neuronal e homeostase vascular, contudo, Draxler e 

colaboradores (2019) identificaram que houve uma redução da resposta imune pós 

AVC em modelos animais após tratamento com plasminogênio, em especial os que 

não tiveram recanalização vascular após tratamento (202–204) .  

A presença de variantes patogênicas nesses genes pode alterar as suas funções 

básicas, interferindo na tradução proteica e influenciando a recuperação dos pacientes 

após o AVC. Quanto à análise do efeito conjunto dessas variantes, realizamos uma 



66 
 

análise de redes de vias moleculares, que mostrou que a grande maioria das vias 

afetadas por esses genes pertencem ao grupo de tradução de sinal, o que pode 

influenciar a gravidade e prognóstico do evento (195,205–207). 

Outro ponto a se considerar é a influência conjunta dessas variantes, 

principalmente as de baixa frequência populacional, e das vias moleculares 

enriquecidas identificadas na análise na herdabilidade não identificada (208). Apesar 

de necessitar de estudos mais aprofundados, e provavelmente com uma maior 

casuística, discussões recentes mostram que variantes raras e de baixa frequência 

podem apresentar efeitos mais significativos para explicar essa herdabilidade do que 

variantes dadas como comuns à população (106).  

Apesar de identificarmos variantes em genes com potencial interesse para o AVC, 

estudos mais aprofundados ainda são necessários para a comprovação da sua 

influência no fenótipo dos pacientes, assim como poder preditivo para a incidência do 

evento isquêmico.   

 

5. Considerações Finais 

Nessa análise, identificamos variantes em genes de interesse para o AVC 

isquêmico, em especial, os genes COL4A3, COL6A3, FGFR2, FVIII, HLA-B, 

envolvidos nos processos de biossíntese de colágeno, coagulação sanguínea, 

modificações pós-traducionais, inflamação, angiogênese e integridade vascular. Uma 

análise de rede mostrou que esses genes se encontram relacionados com vias do 

sistema imune e sinalização celular, que podem alterar o fenótipo e prognóstico dos 

pacientes pós AVC. Assim, as variantes identificadas são potenciais alvos para a 

investigação das suas contribuições para a predição de riscos e para o 

desenvolvimento de estratégias de prevenção primária e secundária dos pacientes 

com AVC isquêmico.  
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CAPÍTULO II – RNAS NÃO CODIFICANTES 
 

Seção 1. Sequenciamento de microRNAs de Plasma Total 

 

1. Objetivos da Seção 

 

Determinar o padrão de expressão de microRNAs circulantes em pacientes 

com AVC isquêmico, nas fases aguda e crônica da doença. 

Específicos 

i. Determinar o padrão de expressão de microRNAs circulantes em plasma de 

pacientes com AVC isquêmico que ajam como biomarcadores para a fase 

aguda do evento;  

ii. Determinar o padrão de expressão de microRNAs circulantes em plasma de 

pacientes com AVC isquêmico que ajam como biomarcadores para a fase 

crônica do evento; 

iii. Comparar os microRNAs identificados em cada estágio do AVC isquêmico 

com a fisiopatologia da doença, visando identificar potenciais vias e 

mecanismos alterados.  

 

2. Métodos 

2.1. Casuística 

Para a análise dos microRNAs presentes nos pacientes com AVC isquêmico, 

foram sequenciadas 154 amostras de plasma de pacientes e controles. Dentre essas 

amostras, 40 amostras são de pacientes com AVC isquêmico em fase aguda, 61 

amostras são de pacientes com AVC isquêmico em fase crônica e 53 são indivíduos 

que não apresentaram nenhum tipo de AVC ou dano neurológico até o momento da 

coleta de sangue. Os pacientes em fase aguda tiveram o sangue periférico coletado 

em até 24 horas após o início dos sintomas, enquanto os pacientes em fase crônica 

tiveram as amostras de sangue coletadas entre três e doze meses após o ictus. 

Apesar dos indivíduos controles serem diagnosticados com hipertensão, um dos 

principais fatores de risco para o AVC, vários exames, inclusive ressonância 



68 
 

magnética e doppler, comprovaram que eles não possuem nenhum tipo de alteração 

neurológica ou placas ateroscleróticas nas carótidas. Os diagnósticos de AVC foram 

realizados pela equipe médica responsável, sendo comprovados através de exames 

de tomografia, ressonância magnética e doppler de carótidas.  

Todas as amostras foram coletadas no Hospital das Clínicas da UNICAMP, de 

modo que os pacientes em fase aguda foram coletados na Unidade de Emergência 

Referenciada (UER) do Hospital, enquanto os pacientes em fase crônica e os 

indivíduos controles, foram coletados ambulatorialmente, nos ambulatórios de 

neurovascular e de hipertensão, respectivamente. Todos os pacientes concordaram 

com a pesquisa e assinaram o TCLE, aprovado pelo comitê de ética da UNICAMP 

(CAAE: 12112913.3.0000.5404/Parecer: 257.020). 

As amostras de sangue foram mantidas em gelo por até 2 horas após a coleta, 

a fim de preservar as moléculas circulantes de interesse (209). Foram então 

processadas via centrifugação por 10 minutos a 2500rpm a 4°C (163). O plasma foi 

separado dos leucócitos, aliquotado em microtubos de 1,5mL e armazenados a -80°C 

até o momento de uso. O nível de hemólise dessas amostras foi avaliado através da 

medida de absorbância da hemoglobina em 414nm pelo equipamento Epoch (Biotec 

Inc) (210,211). Essa é uma análise importante para avaliar o nível de integridade das 

células e, consequentemente, degradação das moléculas (212,213). Níveis aceitáveis 

de hemólise, sem comprometimentos com a qualidade das amostras, devem ter 

absorbância menor do que 0,2.  

Os pacientes e controles avaliados nessa casuística foram comparados quanto 

às características clínicas relevantes para o AVC, como idade, sexo, etiologia da 

doença, taxa de trombólise na fase aguda e principais fatores de risco. Os dados foram 

comparados estatisticamente através de testes T e de ANOVA e corrigidos por 

múltiplos testes.  

 

2.2. Sequenciamento de microRNAs  

Para evitar abruptas alterações de temperatura, e consequente degradação 

das moléculas de interesse, as amostras de plasma foram descongeladas em gelo no 

momento do uso. As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 2000rpm a 4°C 
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para precipitação de grandes moléculas e resíduos celulares restantes. O 

sobrenadante foi utilizado para as extrações de RNA.   

O RNA total do plasma foi extraído através do kit mirvana Paris (Thermo Fischer 

Inc). Uma padronização foi feita nessa etapa a fim de aumentar a concentração de 

RNAs eluídos ao final do processo. Assim, iniciamos a extração com 1350µL de 

plasma, com eluição final dos RNAs totais em 35µL de água.  

As bibliotecas de sequenciamento para pequenos RNAs foram realizadas a 

partir do kit Qiaseq miRNASeq (Qiagen, Inc), sob padronização de protocolo para as 

amostras de plasma. Utilizamos um volume inicial de amostras de RNA total de 10µL, 

e reduzimos o volume de adaptadores 5’ e 3’ pela metade do descrito no protocolo. 

Assim, reduzimos o excesso de adaptadores nas bibliotecas para obter um melhor 

resultado de sequenciamento. Durante o preparo da biblioteca, cada amostra recebeu 

um identificador (Índex) único, que permitiu que elas fossem agrupadas e não 

perdessem sua identidade. As bibliotecas foram unidas em conjuntos com 36 

amostras cada, de modo que houvesse apenas um índex de mesmo tipo por grupo.  

As bibliotecas tiveram suas qualidades verificadas através de quantificação por 

Qubit (Thermo Fischer, Inc) e PCR quantitativo, utilizando o kit Kapa Library 

Quantification (Roche Sequencing, Inc). A integridade das bibliotecas, incluindo o 

tamanho dos fragmentos foi analisada por bioanalyzer, com o chip DNA High 

Sensitivity (Agilent Technologies, Inc). As bibliotecas devem apresentar fragmentos 

de 180pb, aproximadamente, e concentração mínima de 5nM (Figura 9). A 

concentração mínima é necessária para se garantir que todas as amostras possam 

ser diluídas e desnaturadas equivalentemente, conforme protocolo. 

 



70 
 

 

Figura 9 - Corrida de Bioanalyzer mostrando a integridade, concentração e tamanho das bibliotecas 
de RNA-Seq. O tamanho das bibliotecas de microRNAs deve ser de 180pb. O pico de 159pb refere-

se aos picos de adaptadores da biblioteca.  

 

Elas foram, então, sequenciadas em equipamento HiSeq 2500 (Illumina, Inc), 

em corrida single end com 50 ciclos, conforme protocolo. Em cada lane do 

sequenciador foi sequenciado um conjunto com 36 bibliotecas, previamente 

preparado.  

 

2.3. Análise dos Dados 

Os dados brutos foram demultiplexados utilizando o programa bcl2fastq 

(Illumina, Inc). Então, o processamento dos dados ocorreu através do programa 

TrimGalore (The Babraham Bioinformatics), no qual houve a seleção e corte das 

regiões dos adaptadores das bibliotecas e a filtragem do tamanho dos fragmentos 

entre 18 e 25 pares de base. 

Os fragmentos foram alinhados com o genoma de referência, versão GRCh38, 

utilizando a ferramenta Burrows-Wheeler Alignment (BWA) (166). A contagem dos 

miRNAs maduros ocorreu pelo programa featureCounts, com base no banco de dados 

miRBase, v22 (214–218). 

As contagens dos miRNAs maduros conhecidos foram realizadas nos 

softwares R e DeSeq2 (219,220). Com a finalidade de evitar resultados falso-positivos, 

utilizamos alguns filtros de análise. O primeiro, um filtro de tamanho das bibliotecas. 

Neste, bibliotecas que apresentaram uma quantidade de reads menor que 100000 

(um milhão) foram excluídas da análise. Em seguida, foi utilizado um segundo filtro, 
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removendo os miRNAs que apresentassem baixa contagem com relação ao total das 

amostras. Assim, as amostras estavam aptas para as etapas seguintes de 

comparação e normalização dos dados. A normalização dos dados ocorreu no 

software DeSeq2 baseada no tamanho das bibliotecas. Para comparações entre os 

grupos, foram realizados testes estatísticos para cada miRNA identificado. Os valores 

de p-valor foram corrigidos para múltiplos testes por meio do teste Benjamini-

Hochberg (221). Em seguida, os miRNAs que apresentaram um valor de p ajustado 

menor que 0,05 foram selecionados para as análises de relevância biológica. 

A construção das redes de interação foi realizada através do software mirnet 

2.0 (https://www.mirnet.ca/) (222). Foram verificadas as interações entre microRNAs 

e genes alvo e as principais vias moleculares enriquecidas nas comparações. As vias 

foram selecionadas com base na significância estatística (pvalor≤0,05).  

 

3. Resultados 

3.1. Casuística 

Os grupos de pacientes de fases aguda e crônica e grupo controle foram 

comparados quanto à idade, sexo, etnia e fatores de risco, visando a comprovação de 

similaridade estatística entre os grupos. Como mostrado na tabela 6, todas as 

condições analisadas não são estatisticamente diferentes.  

Os pacientes foram comparados quanto à etiologia do AVC. Infelizmente, a maioria 

dos pacientes ainda se encontra em processo de investigação diagnóstica, seja em 

acompanhamento ativo ou não, no ambulatório de Neurovascular, do Hospital das 

Clínicas da UNICAMP.  

Os principais subtipos de AVC isquêmico identificados na nossa casuística são 

aterosclerose de grandes artérias e cardioembólico, tanto para a fase aguda quanto 

crônica do AVC. Em ambos os grupos, cada uma dessas etiologias representa 

aproximadamente 20% da casuística (Figura 10). 

 

 

https://www.mirnet.ca/
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Tabela 6. Descrição das principais comorbidades da casuística (%). 

  Agudo Crônico Controle p-valor 

Idade 

Média 65,42 63,26 62,12 

0,37 Mediana 67 66 63 

Desvio padrão 13,72 10,80 8,84 

Sexo 

Feminino 45 39 64 

0,503 Masculino 52,5 56 36 

NA 2,5 5 0 

Fatores de Risco 

HAS 

sim 55 56 100 

0,55 não 20 24 0 

NA  25 20 0 

Diabetes 

sim 25 28 45 

0,69 não 45 47 51 

NA 30 25 4 

Dislipidemia 

sim 22 23 66 

0,73 não 40 46 30 

NA 38 31 4 

Tabagismo 

sim 10 15 45 

0,71 
ex 20 23 0 

não 33 38 49 

NA 37 24 6 

Etilismo 

sim 7 15 2 

0,5 
ex 5 11 0 

Não 45 48 9 

NA 43 26 89 

Estenose 
Carotídea 

sim 10 16 0 

0,83 não 35 0 100 

NA 55 84 0 

FA 

sim 12 10 0 

0,66 não 18 34 0 

NA 70 56 100 

Trombólise 

sim 25 20 0 

0,4 não 33 38 0 

NA 42 42 0 
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Figura 10. Classificação do AVC nas fases aguda e crônica da casuística. 

 

 A gravidade do evento e a taxa de recuperação dos pacientes foram avaliadas 

com base nas escalas de NIHSS, mRs e Índice de Barthel. A primeira comparação 

realizada foi com relação à gravidade do evento e danos neurológicos dos 

pacientes, através da escala de NIHSS. Na figura 11, podemos observar a 

evolução do evento dos pacientes dos grupos de fase aguda e fase crônica. As 

comparações ocorreram de forma interna aos pacientes de cada grupo, 

acompanhando a sua evolução clínica.  

Para a casuística da fase aguda, comparamos a evolução desses pacientes na 

fase aguda e na fase crônica, nos casos em que houve o retorno ao ambulatório. 

É possível observar uma considerável redução da escala NIHSS entre os dois 

estágios da doença, simbolizando uma melhora dos déficits pós AVC. Essa 

redução da escala NIHSS é significativamente diferente entre as comparações (p-

valor=4,72E-06). Esses valores podem não apresentar dados de alta 

confiabilidade, já que 35% da casuística não teve NIHSS calculado para a fase 

crônica do AVC.  
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Figura 11. Distribuição das escalas de NIHSS entre os pacientes nas fases aguda e crônica do AVC 
isquêmico. A casuística do grupo de fase aguda está simbolizada em preto e vermelho, representando 
a evolução dos pacientes, com boa taxa de recuperação dos déficits. A casuística da fase crônica, 
representada em verde e azul, mostra uma leve recuperação dos déficits, mas com taxa menor do que 
a dos pacientes da fase aguda. 

 

Para o grupo de pacientes na fase crônica, também observamos uma redução na 

mediana das escalas de NIHSS, porém, os dados possuem alta variabilidade, 

demonstrando uma heterogeneidade dos prognósticos do AVC para essa casuística. 

Entretanto, esses estágios (agudo e crônico) desse grupo são estatisticamente 

diferentes (pvalor=6,05E-05).  

Quando comparamos todos os pacientes com AVC isquêmico, notamos uma 

diferença estatística entre os grupos agudo e crônico (p-valor=1,53E-08).  

Para as escalas de mRs e Barthel, a casuística da fase aguda também apresentou 

melhores taxas de recuperação, exibindo melhores taxas no índice de Barthel (Figura 

12; Figura 13).  



75 
 

 

Figura 12. Distribuição da escala mRs para os pacientes da fase aguda (preto) e da fase crônica 
(vermelho). 
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Figura 13. Distribuição da classificação dos pacientes das fases aguda e crônica, de acordo com o 
Índice de Barthel. Em preto, apresenta-se a distribuição para a fase aguda, enquanto em vermelho, 
para a fase crônica.  

  

3.2. Sequenciamento de microRNAs 

O sequenciamento dos microRNAs gerou em torno de 200 milhões de reads por 

lane, ou seja, aproximadamente 5 milhões de reads por amostra. Essa profundidade 

segue as recomendações do fabricante do kit (Qiagen Inc).  

A partir dos dados brutos, realizamos uma análise de qualidade dos dados, 

conforme mostrado na figura 14. Comparando a quantidade de reads sequenciados 

com o tamanho das bibliotecas. Verificamos que os reads brutos apresentaram 

contaminações de fragmentos pequenos em relação às bibliotecas, causando erros 
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nas chamadas de variáveis significativas (Figura 14A). Por isso, realizamos um filtro 

de bibliotecas que apresentassem, no mínimo, 1 milhão de reads, aumentando a 

correlação entre as informações analisadas e, consequentemente, aumentando a 

confiabilidade dos resultados encontrados (Figura 14B).  

Uma análise de componentes principais (PCA) foi realizada a fim de avaliar 

diferenças entre os grupos controle e pacientes, incluindo a variabilidade amostral 

entre eles (Figura 14C). Essa análise não mostrou diferenças entre as distribuições 

das amostras, sinalizando semelhanças entre os grupos. Contudo, podemos observar 

na figura 14C que o grupo de pacientes na fase crônica apresenta uma maior 

variabilidade amostral, o que pode ser devido às diferenças nos tempos de coleta, à 

variabilidade do tratamento utilizado para o AVC, às diferentes respostas dos 

pacientes aos medicamentos ou aos diferentes níveis de recuperação dos mesmos. 

 

Figura 14. Análise de qualidade dos dados sequenciados para microRNAs. A) e B) mostram a relação 
entre quantidade de reads e os tamanhos das bibliotecas. A) A relação dos dados brutos com as 
bibliotecas mostrou uma contaminação de fragmentos pequenos que poderiam influenciar nos 
resultados, causando erros de análise. Dessa forma, foi realizado um filtro para seleção de bibliotecas 
com mais de 1milhão de reads, o que eliminou a contaminação (B). Em C), verificamos a variabilidade 
das amostras entre os grupos através de um gráfico de PCA. Os grupos apresentam grande 
similaridade entre as amostras, não sendo possível distinguir entre eles. Contudo, o grupo de pacientes 
em fase crônica, mostrou uma variabilidade maior entre as amostras do mesmo grupo. 
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 A partir dessa primeira análise, realizamos três comparações entre os dados 

de microRNAs gerados: AVC em fase aguda vs Controles, AVC em fase crônica vs 

Controle e AVC em fase aguda vs AVC em fase crônica.  

 

3.2.1. AVC em fase aguda vs Controle 

 A primeira comparação foi realizada entre pacientes com AVC na fase aguda e 

indivíduos controles a fim de verificar se haveria alguma alteração que pudesse indicar 

um biomarcador para o início do evento neurovascular. Identificamos, então, 33 

microRNAs diferencialmente expressos (Figura 15), dos quais 23 foram exclusivos 

para essa comparação (Tabela 7).    

 

Figura 15. Análise de expressão diferencial de microRNAs comparando grupos de AVC na fase aguda 
e indivíduos controles. Foram identificados 33 microRNAs diferencialmente expressos, conforme 
mostrado em azul. 

 

Tabela 7. microRNAs diferencialmente expressos e exclusivos para a comparação entre pacientes 
com AVC na fase aguda e indivíduos controles. (Padj = p-valor ajustado por testes estatísticos). 

Nome baseMean log2FoldChange pvalor padj    

hsa-miR-142-3p 32142,17 -1,171 3,21e-08 1,07e-05    
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hsa-let-7g-5p 12883,50 0,893 2,20e-06 3,69e-04    

hsa-miR-16-5p 907751,14 0,868 5,61e-06 6,29e-04    

hsa-miR-146a-5p 25020,74 -0,822 1,0e-05 8,44e-04    

hsa-miR-324-5p 416,31 1,066 1,36e-05 9,20e-04    

hsa-let-7c-5p 3009,93 0,826 3,07e-05 1,71e-03    

hsa-miR-183-5p 3013,69 0,974 3,93e-05 1,88e-03    

hsa-miR-671-5p 299,41 -1,437 1,13e-04 4,75e-03    

hsa-miR-486-5p 196381,36 0,605 2,52e-04 9,4e-03    

hsa-miR-181b-5p 766,57 -0,63 3,11e-04 1,04e-02    

hsa-miR-93-5p 17002,13 0,506 3,60e-04 1,1e-02    

hsa-miR-92a-3p 22253,73 0,644 4,20e-04 1,17e-02    

hsa-miR-196a-5p 72,72 1,744 5,74e-04 1,45e-02    

hsa-miR-15b-5p 924,23 0,800 6,04e-04 1,45e-02    

hsa-miR-370-3p 461,54 -1,2 7,25e-04 1,52e-02    

hsa-miR-182-5p 5181,95 0,736 6,91e-04 1,52e-02    

hsa-miR-134-5p 1606,15 -1,216 8,10e-04 1,60e-02    

hsa-miR-17-5p 1730,74 0,612 1,18e-03 2,21e-02    

hsa-miR-4732-5p 1481,32 0,645 1,46e-03 2,59e-02    

hsa-miR-215-5p 144,878 -1,576 1,59e-03 2,67e-02    

hsa-miR-375-3p 751,02 -0,911 1,83e-03 2,93e-02    

hsa-miR-493-3p 46,47 -1,808 2,31e-03 3,17e-02    

hsa-miR-136-5p 28,03 -2,371 2,45e-03 3,17e-02    

hsa-miR-5010-5p 50,402 1,408 2,52e-03 3,17e-02    

hsa-miR-21-5p 43025,01 -0,549 2,41e-03 3,17e-02    

hsa-let-7b-5p 436897,21 0,603 2,55e-03 3,17e-02    

hsa-miR-106b-3p 748,91 0,6402 2,19e-03 3,17e-02    

hsa-miR-199b-5p 14,54 2,787 3,49e-03 4,19e-02    

hsa-miR-125b-5p 607,72 0,641 4,01e-03 4,64e-02    

hsa-miR-25-3p 20520,5 0,369 4,32e-03 4,84e-02    

hsa-miR-942-5p 213,02 0,685 4,85e-03 4,96e-02    

hsa-miR-1307-3p 3594,1 -0,712 4,87e-03 4,96e-02    

hsa-let-7a-5p 249140,20 0,641 4,79e-03 4,96e-02    
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 Dentre os 23 microRNAs identificados exclusivamente para a comparação de 

agudo vs controle, 16 apresentam-se como hiperexpressos, enquanto 7 foram 

identificados como hipoexpressos. Podemos destacar, nessa análise, a 

hiperexpressão dos microRNAs da família do let-7 (let-7c-5p, let-7b-5p e let-7a-5p), 

miR-324-5p e mir-182-5p, e a hipoexpressão do mir-215-5p. Essas moléculas 

apresentaram uma ou mais descrições associadas à fisiopatologia do AVC na 

literatura (121,223–230).  

 Os microRNAs identificados como diferencialmente expressos nessa 

comparação foram analisados em rede, visando identificar suas interações gênicas e 

vias moleculares às quais estão associados. Assim, observamos que os microRNAs 

let-7a-5p e let-7b-5p são os microRNAs que possuem maior número de interações 

gênicas e com outros microRNAs (Figura 16).  

 As principais vias moleculares identificadas nessa análise são: diferenciação 

de células T, ciclo, divisão, proliferação e diferenciação celular, apoptose, 

metabolismo de glicose, imunidade inata, hematopoiese, regeneração cardíaca, 

envelhecimento e miRNAs supressores de tumor (Tabela 8) (222). Com isso, 

demonstramos que os microRNAs analisados possuem relações com funções basais 

celulares, realizando a manutenção da viabilidade celular.  

Quando avaliamos as interações dos microRNAs hiperexpressos destacados 

(let-7, mir-182 e mir-324), observamos que eles compartilham genes alvos, como 

ciclina D2 (CCND2), família de sequência similar 222, membro B (FAM222B), fator de 

iniciação translacional eucariótica 4, gama 2 (EIF4G2). Esses genes relacionam-se 

com processos celulares, como proliferação e ciclo celular, tradução proteica, 

neurogênese e sinalização celular (205,231–235).  
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Tabela 8.Vias moleculares identificadas na comparação de microRNAs entre AVC na fase aguda e 
controles. 

Vias 
microRNAs 

Totais 

microRNAs 

Identificados 
Pvalor 

Foliculogênese 33 3 0,000151 

Diferenciação de Células T 48 3 0,000474 

Divisão Celular 50 3 0,000537 

Diferenciação Celular 165 4 0,000898 

Morte Celular 185 4 0,00142 

Metabolismo da Glicose 81 3 0,00228 

Proliferação Anti-celular 24 2 0,00359 

Imunidade Inata 119 3 0,00707 

Hematopoiese 164 3 0,0179 

Transição Epitelial-Mesenquimal 172 3 0,0205 

Ciclo Celular 178 3 0,0226 

Proliferação Celular 181 3 0,0237 

Regeneração Cardíaca 63 2 0,024 

Envelhecimento 182 3 0,0241 

miRNAs Supressores de Tumor 182 3 0,0241 

Desenvolvimento Epitelial do 

Pigmento da Retina 
6 1 0,0252 

Transição Mesenquimal-Epitelial 12 1 0,0499 
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Figura 16 - Análise de rede entre os microRNAs diferencialmente expressos entre pacientes com 
AVC na fase aguda e indivíduos controles. Os círculos vermelhos representam os genes, enquanto 
os microRNAs são representados por quadrados azuis. As linhas cinzas indicam as interações entre 
as moléculas e os genes alvo, enquanto as amarelas mostram as interações compartilhadas entre os 

microRNAs de interesse let-7a, let-7b, let-7c, mir-182 e mir-324. 

 

3.2.2. AVC em fase aguda vs AVC em fase crônica 

 A comparação seguinte, foi entre os grupos de pacientes em fase aguda e em 

fase crônica. O intuito dessa análise foi identificar potenciais biomarcadores para a 

evolução do AVC, refletindo, inclusive, os principais mecanismos alterados. Foram 

identificados 14 microRNAs diferencialmente expressos, sendo que apenas 4 foram 

exclusivos para essa comparação (Figura 17). Os outros 10 foram identificados 

também na comparação de pacientes com AVC na fase aguda com controles.  Esses 

microRNAs compartilhados entre as análises apresentaram expressão similar em 

ambas as análises. A tabela 9 relata todos os microRNAs diferencialmente expressos 

para essa análise. 
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Figura 17 - Análise de expressão diferencial de microRNAs comparando grupos de AVC na fase aguda 
e AVC na fase crônica. Foram identificados 14 microRNAs diferencialmente expressos, conforme 
mostrado em azul.  

 

Tabela 9. microRNAs diferencialmente expressos para a comparação de AVC na fase aguda e AVC 
na fase crônica. (Padj = p-valor ajustado por testes estatísticos) 

Nome baseMean log2FoldChange Pvalor padj 

hsa-miR-142-3p 32142,179 -1,149 4,98e-09 1,45e-06 

hsa-miR-16-5p 907751,140 0,708 6,56e-05 5,27e-03 

hsa-let-7g-5p 12883,503 0,716 4,31e-05 5,27e-03 

hsa-miR-146a-5p 25020,744 -0,686 7,25e-05 5,27e-03 

hsa-miR-15b-5p 924,232 0,812 1,76e-04 1,026e-02 

hsa-miR-206 1245,371 1,484 2,19e-04 1,064e-02 

hsa-miR-493-3p 46,472 -1,999 2,89e-04 1,20e-02 

hsa-miR-134-5p 1606,152 -1,210 3,31e-04 1,20e-02 
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hsa-miR-409-3p 1597,110 -1,042 5,70e-04 1,84e-02 

hsa-miR-93-5p 
 

17002,130 0,429 1,10e-03 3,05e-02 

hsa-miR-183-5p 3013,69 0,715 1,15e-03 3,05e-02 

hsa-miR-323b-3p 31,378 -2,518 1,92e-03 4,59e-02 

hsa-miR-671-5p 299,417 -1,065 2,05e-03 4,59e-02 

hsa-miR-30a-5p 664,333 0,616 2,25e-03 4,69e-02 

 

 Os microRNAs exclusivos para essa comparação foram o mir-206, mir-30a, mir-

323b e mir-409. Dentre esses, podemos ressaltar os mir-206 e mir-30a, ambos 

hiperexpressos. Os microRNAs mir-142, let-7g e mir-16, que também aparecem como 

significativamente expressos na comparação de AVC na fase aguda versus controle, 

sob mesma relação de expressão, já foram relacionados com os mecanismos de AVC 

e serão discutidos adiante.  

 A análise de rede dessa comparação, identificou vias moleculares associadas 

a: resposta ao dano ao DNA, diferenciação de células T, angiogênese, imunidade 

inata, proliferação, migração e morte celular (Tabela 10) (222).  

 Entre os microRNAs de interesse, realizamos duas comparações de interações 

compartilhadas: a primeira, com os microRNAs de interesse identificados somente 

para essa comparação (mir-206 e mir-30a); e outra com os compartilhados com a 

comparação agudo versus controle (let-7, mir-16 e mir-402) (Figura 18). Isso foi 

necessário por não identificarmos interações semelhantes entre todos os microRNAs 

de interesse.  

 

Tabela 10. Vias moleculares associadas com os microRNAs identificados na comparação de AVC na 
fase aguda e AVC na fase crônica 

Vias 
microRNAs 

Totais 

microRNAs 

Identificados 
Pvalor 

Resposta ao Dano ao DNA 48 3 0,0152 

Diferenciação das Células T 48 3 0,0152 
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Diferenciação de Células do Músculo 

Esquelético 
63 3 0,0316 

Angiogênese 171 5 0,0331 

Hemeostase da Cavidade Peritoneal 68 3 0,0386 

Imunidade Inata 119 4 0,0388 

Proliferação Celular 181 5 0,0415 

Morte Celular 185 5 0,0452 

Migração Celular 31 2 0,0476 

 

 

Figura 18 - Análise de rede entre os microRNAs de interesse para AVC na fase aguda vs AVC na fase 
crônica e os respectivos genes alvo. A) Interação entre os microRNAs diferencialmente expressos 
identificados exclusivamente para essa comparação (mir-206 e mir-30a). Os microRNAs compartilham 
regulação com os genes BDNF, IGF1R e MET. B) Interação entre os microRNAs diferencialmente 
expressos identificados tanto para AVC na fase agudo com AVC na fase crônica quanto para controles 
(let-7g, mir-142 e mir-16). Os microRNAs compartilham regulação com os genes CCNT2, ATG9A e 
HMGA1.  

  

A primeira comparação de rede, mostrou que os microRNAs compartilham os 

genes alvo: fator neurotrófico cerebral (BDNF), receptor 1 do fator de crescimento 

como insulina (IGF1R) e receptor de tirosina quinase (MET). A segunda, por sua vez, 

compartilha os seguintes genes alvo: ciclina T2 (CCNT2), relação à autofagia 9A 

(ATG9A) e grupo de alta mobilidade AT 1 (HMGA1). Esses genes tem funções 

vinculadas à diferenciação, proliferação e sobrevivência neuronal, plasticidade 
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sináptica, neuroproteção, angiogênese e sinalização celular em diversas doenças, 

inclusive AVC (88,236–250). 

 

3.2.3. AVC em fase crônica vs Controle 

A última comparação foi entre os grupos de AVC na fase crônica e indivíduos 

controles. Essa análise foi realizada visando a identificação de microRNAs que 

pudessem estar associados com o prognóstico dos pacientes.  

Pudemos observar que apenas 1 microRNA foi considerado diferencialmente 

significativo na análise: mir-34c (Tabela 11, Figura 19). Esse microRNA possui 154 

genes alvos e foi relacionado com vias moleculares de permeabilidade da barreira 

hematoencefálica, resposta ao dano ao DNA, regeneração óssea, diferenciação, 

proliferação e ciclo celular (Tabela 12, Figura 20) (222).  

 

Figura 19 - Análise de expressão diferencial de microRNAs comparando grupos de AVC na fase 
crônica e controles. Foi identificado apenas 1 microRNA diferencialmente expresso, conforme mostrado 
em azul.  
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Tabela 11 - microRNA diferencialmente expresso na comparação de pacientes com AVC na fase 
crônica e indivíduos controles. (Padj = p-valor ajustado por testes estatísticos) 

Nome 
 

baseMean 
 

log2FoldChange 
 

pvalor 
 

padj 
 

hsa-miR-34c-3p 0,390 14,908 8,32e-06 0,0102  

  

Tabela 12. Vias moleculares associadas com o microRNA mir-34c identificado para a fase crônica do 
AVC. 

Vias 
microRNAs 

Totais 

microRNAs 

Identificados 
Pvalor 

Diferenciação de Podócitos 6 1 0.00634 

Formação da Rede de Filamentos de 

Actina 
9 1 0.00951 

Permeabilidade da Barreira 

Hematoencefálica 
9 1 0.00951 

Desenvolvimento do Estágio de 

Clivagem 
10 1 0.0106 

Ativação de células estreladas 

hepáticas 
12 1 0.0127 

Resposta ao Dano ao DNA 48 1 0.0507 

Cardiotoxicidade 50 1 0.0529 

Reparo ao Dano ao DNA 53 1 0.056 

Diferenciação de Osteoblastos 70 1 0.074 

Regeneração Óssea 87 1 0.092 

Osteogênese 164 1 0.173 

Diferenciação Celular 165 1 0.174 

Ciclo Celular 178 1 0.188 

Proliferação Celular 181 1 0.191 

miRNAs Supressores de Tumor 182 1 0.192 
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Figura 20 - Análise de rede mostrando as 154 interações gênicas do microRNA mir-34c. 

 

 

4. Discussão 

A complexidade do AVC é refletida na diversidade de processos moleculares 

de desenvolvimento e recuperação da doença. Enquanto a fase aguda é caracterizada 

por processos inflamatórios, danos teciduais e morte celular, a fase crônica tem foco 

na recuperação e delimitação dos déficits causados pela isquemia, reestabelecendo 

o equilíbrio homeostático.   

 Considerando essas diferenças, a busca por biomarcadores deve ser 

específica para cada uma dessas fases, auxiliando a identificação de novos 

mecanismos e moléculas para diagnóstico, prognóstico e tratamento do AVC.  

Nas nossas análises, identificamos alguns microRNAs diferencialmente 

expressos na fase aguda do AVC. Em um primeiro momento, em uma comparação 

entre pacientes e indivíduos controles, buscamos moléculas que pudessem estar 

associadas ao início do evento isquêmico, favorecendo mecanismos de ação da 

doença, moléculas diagnósticas e classificação etiológica do evento.  

Observamos uma hiperexpressão da família de microRNAs let-7 (let-7a, let-7b, 

let-7c e let-7g) nas nossas amostras, corroborando com os achados descritos na 

literatura. Esses microRNAs são altamente descritos como associados, direta ou 
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indiretamente, a processos que envolvam o desenvolvimento e tratamento do AVC, 

como homeostase nutritiva, resistência à insulina, inflamação, manutenção de células 

vasculares e neuroproteção após danos isquêmicos (224–226,251–253), em especial 

na fase aguda. Para esse estágio, o microRNA let-7e foi descrito como potencial 

biomarcador para o primeiro momento após o ictus do AVC (223).  

 O efeito neuroprotetor desses microRNAs está relacionado com a regulação da 

inflamação pós AVC (226,252). O microRNA let-7a foi descrito como regulador do 

processo inflamatório pela repressão da expressão de genes associados com os 

mecanismos de sinalização molecular (226,254). Cho et al (2015) identificaram que a 

hiperexpressão do let-7a prioriza a formação do fenótipo M2 (neuroprotetor) da 

micróglia, gerando uma redução do estresse oxidativo e morte celular causada pelo 

evento isquêmico (226).  

Os níveis de let-7c foram descritos por Ni et al (2015) como reduzidos, tanto 

em humanos quanto em modelo animal, logo após evento isquêmico (252). Essa 

redução da expressão do let-7c pode estar relacionada com a gravidade dos eventos 

nos pacientes e animais estudados. Todavia, a hiperexpressão dessa molécula 

também foi relacionada com a regulação da neuroinflamação devido à redução da 

expressão da caspase 3 na micróglia (252). Além disso, ele ainda influencia a 

polarização de macrófagos, reduzindo inflamação e citotoxicidade local (255). Devido 

à hiperexpressão dessa molécula reduzir o tamanho da área isquêmica e melhorar as 

funções motoras e cerebrais dos pacientes, o let-7c é um candidato promissor ao 

tratamento do AVC isquêmico.   

  Em hepatocarcinomas, outro microRNA da família do let-7 foi identificado como 

associado à regulação de processos inflamatórios: let-7b (251). Sob essa condição, 

as células cancerígenas liberam vesículas celulares contendo o microRNAs let-7b, 

que reduz a expressão  de citocinas pró-inflamatórias, como a isoleucina 6 (IL-6), nos 

macrófagos (251). 

 O let-7g, por sua vez, foi descrito como um importante promotor do processo 

de autofagia e apoptose em células do músculo liso vascular, através da 

hiporegulação do receptor IGF1R, membro da via mTOR (256). Baixos níveis do let-

7g foram associados como fator de risco para AVC lacunar e com o aumento dos 

níveis de LDL circulantes (257). Quando hiperexpresso, o let-7g pode inibir a 
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proliferação e migração celular e atenuar os processos de aterosclerose (258). Rom 

et al (2015) demonstraram in vivo e in vitro que a hiperexpressão do let-7g pode ter 

efeito protetor contra processos neuroinflamatórios (259). De fato, Bernstein et al 

(2020) observou que a presença do let-7g foi associada com a redução dos danos 

neuronais após 72h de evento isquêmico (225). Isso ocorre devido à interferência no 

miRNA na adesão dos leucócitos à barreira hematoencefálica, o que pode gerar danos 

isquêmicos e encefalites (259).  

A presença desse miRNA também foi associada a atenuação da aterosclerose 

devido à redução da expressão dos genes LOX1 e dos presentes na cascata do TGF-

β (THBS1, TGFBR1, PAI-I e SMAD2), com consequente indução da angiogênese, 

redução da adesão de monócitos e inflamação em estudos in vivo (257,258). 

O let-7g foi significativamente expresso tanto na comparação dos pacientes 

com AVC na fase aguda e controles quanto na comparação com os pacientes com 

AVC na fase crônica. Essa hiperexpressão na fase aguda nos leva a crer que o let-7g 

está altamente associado com mecanismos do AVC, tendo uma expressão 

significativa no início do evento, abrandada ao longo dos meses seguintes.  

Dessa forma, é possível compreender que a família let-7 tem relevante 

presença nos processos neurológicos e, especialmente, nos neurovasculares. A 

identificação destes miRNAs levemente hiperexpressos na fase aguda dos pacientes 

com AVC pode simbolizar uma tentativa de regulação da neuroinflamação gerada pela 

doença e controle da apoptose, causada pelo processo de hipóxia tecidual. Esses 

achados corroboram com os identificados na literatura e com a melhora no 

prognóstico desses pacientes nos meses seguintes, mostrada pela evolução da 

escala NIHSS (Figura 4).  

O miRNA mir-182 á amplamente estudado no campo da oncologia, porém sua 

influência biológica ainda é controversa. Alguns estudos demonstram que o mir-182 

possui efeito benéfico nos pacientes oncológicos, melhorando seus prognósticos, 

enquanto outros o colocam como alvo do aumento de fatores inflamatórios e 

metástases (228,260–262). Essas informações podem indicar que o miRNA mir-182 

tem uma atividade dependente das condições do ambiente fisiológico celular, com 

função dependente de contexto (263). Lee et al (2018) tenta explicar a diferença entre 

as teorias do mir-182 ter funções pro ou anti-tumorigênicas (264). De acordo com ele, 
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o mir-182 funciona como um ativador ou desativador do processo EMT em tecidos 

hipóxicos, podendo, assim, ter diferentes efeitos biológicos em diferentes condições 

fisiológicas (264). 

Hipóxia parece ser um dos principais fatores de ativação do mir-182. O 

aumento do mir-182 tende a causar o aumento do processo de glicólise e angiogênese 

em tecidos sob hipóxia, gerando um aumento da proliferação cancerosa (260,265). 

Ele também já foi descrito como ativador do acúmulo de lipídios em lesões 

ateroscleróticas, o que aumenta a secreção de fatores pró-inflamatórios e a 

aterogênese, por consequência (261). 

Entretanto, mir-182 foi descrito por Wang et al (2017) como um dos principais 

reguladores da inflamação e apoptose neuronal em pacientes com AVC (228). O 

aumento desse miRNA gera uma redução dos processos apoptóticos através da 

regulação do gene TLR4 (228). Isso gera um efeito protetor, com redução do volume 

do infarto cerebral, com aumento das funções neurológicas (228). 

Nos nossos dados, esse miRNA aparece levemente aumentado nos pacientes 

com AVC em fase aguda. Apesar das descrições controversas, podemos concluir que 

a presença desse microRNA tem efeito benéfico nos pacientes com a tentativa de 

reduzir os danos teciduais pelo aumento da angiogênese e redução da inflamação e 

apoptose.  

 O mir-324 também já foi descrito como alterado em condições de hipóxia em 

estudos oncológicos in vitro (230). Contudo, o resultado é controverso, já que 

diferentes técnicas o identificaram como hipo- e hiperexpresso sob as mesmas 

condições (230). Apesar disso, podemos observar que ele apresenta alterações na 

sua expressão em condições de baixa oxigenação celular. Além disso, o mir-324 foi 

identificado como importante regulador do crescimento e invasão celular em células 

cancerosas (266). Para o AVC, o mir-324 também foi observado como hiper expresso 

em pacientes com AVC hemorrágico subaracnóide, sendo considerado um potencial 

biomarcador para essa condição (267). Contudo, seu efeito ainda não foi 

completamente elucidado para a doença e nem identificado como alterado na fase 

aguda do AVC isquêmico (267).  

Em processos isquêmicos, a alta expressão do mir-324-3p tem efeito benéfico 

e cardioprotetor em modelo de isquemia e reperfusão cardíaca (268). Indiretamente, 
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sua hiper expressão pode ser proporcionalmente correlacionada com a expressão do 

gene FoxO1, responsável pela redução do estresse cardíaco após reperfusão, através 

da expressão de genes antioxidantes e antiapoptóticos (268). Entretanto, as 

interações diretas do mir-324 nas condições isquêmicas ainda não foram 

completamente esclarecidas (268). 

O microRNA mir-215, por sua vez, foi observado como hipoexpressos na fase 

aguda do evento isquêmico. Quando hiperexpresso, esse microRNA está relacionado 

com funções neuroprotetoras, com inibição de processos apoptóticos, redução do 

tamanho da área isquêmica e melhora das funções cerebrais (227). Contudo, sua 

hipoexpressão na nossa análise é controversa, indicando que sua expressão possa 

ser dependente de fatores clínicos ou esteja relacionado com mecanismos do início 

do evento, onde ocorre maior dano cerebral. 

Para a fase aguda do AVC, também observados microRNAs associados à 

exossomos, como o mir-25 e o mir-134 (122,269). O mir-25 foi observado 

exclusivamente em modelo animal para AVC isquêmico, de modo que age na ativação 

da proliferação de células tronco neuronais e na redução da morte neuronal pela 

regulação de proteínas apoptóticas (269,270). A hiperexpressão do mir-134, por sua 

vez, foi associada ao aumento da morte neuronal e danos teciduais pós condições 

isquêmicas, de modo a ser um potencial marcador de prognóstico e alvo terapêutico 

(122,271–273). A hipoexpressão dessa molécula na nossa casuística pode ser um 

indicativo de bom prognóstico da doença nesses pacientes.  

Observamos também, alguns microRNAs não descritos na literatura para AVC, 

porém, com expressão significativa na fase aguda do AVC isquêmico na nossa 

casuística. Dentre eles, citamos a hipoexpressão dos microRNAs mir-671, mir-370 e 

mir-1307; e a hiperexpressão dos microRNAs mir-4732, mir-5010 e mir-942. Todos 

esses microRNAs foram descritos na literatura atuando no controle da proliferação 

celular em diversos tipos de câncer e na doença de Parkinson (274–283).  

O grupo de pacientes na fase aguda também foi comparado com o AVC na 

fase crônica, a fim de identificar moléculas que pudessem estar associadas à evolução 

da doença e predição de prognóstico.  

Aqui, descrevemos os microRNAs associados com a fase aguda em duas 

comparações: os que foram identificados em todas as análises (tanto na comparação 
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com a fase crônica quanto com controles) e os que estão associados exclusivamente 

com a comparação entre as fases aguda e crônica. Isso nos auxiliou a tentar separar 

os microRNAs relacionados à fase aguda do evento, dos microRNAs que pudessem 

estar agindo sobre a evolução da doença.  

No primeiro subgrupo, então, temos os microRNAs que foram identificados em 

ambas as comparações da fase aguda: mir-16, mir-142 e let-7g.  

O microRNA mir-142 foi descrito com funções de regulação de apoptose e 

inflamação sob diferentes condições (284–286). Um estudo in vitro mostrou que a 

presença do mir-142 coordenava a expressão preferencial da polarização de 

macrófagos M2, controlando processos inflamatórios (285). Por sua vez, a 

hipoexpressão desse microRNA está associada com a redução da apoptose, 

principalmente em placas ateroscleróticas (284,286). Níveis reduzidos desse 

microRNA também foram descritos Wang et al (2017) como protetor para eventos 

isquêmicos, reduzindo os danos celulares e estresse oxidativo causados pela hipóxia 

(287). Dessa forma, o mir-142 tende a reduzir os efeitos causados pela isquemia, 

apresentando resultados benéficos aos pacientes.  

O microRNA mir-16, semelhantemente ao mir-142, apresenta um risco 

reduzido para a ocorrência do AVC. Ele foi identificado como potencial biomarcador 

para a fase hiperaguda de AVC de grandes artérias (288). Além do mais, Rainer et al 

(2016) observaram que o mir-16 é um bom marcador de prognóstico, já que altos 

níveis dessa molécula foram identificados em pacientes com escala modificada de 

Rankin menor ou igual a 2 (289). A maioria dos pacientes da nossa casuística 

apresenta essa condição, corroborando, então, com os descritos na literatura.  

Para os microRNAs que foram observados apenas na comparação de fase 

aguda com fase crônica, dois se sobrepuseram com expressão elevada: mir-206 e 

mir-30a. 

A função do microRNA mir-206 está associado com processos celulares, como 

proliferação, diferenciação e morte celular (290,291). Apesar de apresentar funções 

importantes durante o processo de diferenciação celular, o mir-206 foi observado 

como não essencial para os mecanismos de miogênese, agindo como modulador da 

diferenciação de mioblastos (290). Esse microRNA também foi relacionado com 

processos de proliferação e morte celular em estudos in vitro (291). A hiperexpressão 
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do mir-206 promove a inibição da expressão do gene Otx2, com consequente redução 

da proliferação celular e promoção da apoptose de células neuronais (291).  

 Para AVC, o mir-206 age como um indicador da gravidade do evento 

isquêmico, contribuindo para o aumento do tamanho do infarto do tecido cerebral após 

isquemia (292). He e colaboradores (2019) observaram um aumento na expressão 

desse microRNA em pacientes com AVC isquêmico moderado ou severo (292). 

Assim, o aumento do mir-206 na nossa casuística indica eventos mais graves, com 

piora do prognóstico e redução da proliferação celular.  

 O mir-30a é altamente descrito para AVC, seja como biomarcadores da fase 

aguda e hiperaguda, ou como marcadores de danos isquêmicos (121,123,293,294). 

O aumento nos níveis de mir-30a foi identificado nas fases hiperaguda, mas não na 

aguda, do AVC isquêmico, sendo descrito como um potencial biomarcador para 

distinguir entre os diferentes estágios do evento (121). Fu et al (2018) identificaram 

que a hiperexpressão do mir-30 reduziu a resposta inflamatória e estresse oxidativo 

pela regulação da via MAPK/ERK (295). A inibição do mir-30a também foi observada 

como associada à redução da permeabilidade da barreira hematoencefálica e 

acúmulo de zinco no tecido cerebral (294). Tratamentos com inibidores desse 

microRNA pode reduzir o tamanho do infarto e melhorar os déficits neurológicos pós 

isquemia (294).  

 Mir-30a age regulando o processo de autofagia celular pela redução de Beclin-

1, uma molécula chave na indução desse processo, regulando a morte neuronal em 

condições isquêmicas (293,296). Altos níveis de mir-30a, induzem a hipoexpressão 

dos RNAs MALAT1 (transcrito 1 associado à metástase do adenocarcinoma 

pulmonar) e Beclin-1, atenuando a perda neuronal e consequente melhora do 

prognóstico isquêmico (293).  

Esses achados induzem que níveis aumentados desse microRNA no AVC 

isquêmico podem significar uma tentativa de redução do processo inflamatório 

tecidual, com aumento da permeabilidade da barreira hematoencefálica, redução dos 

danos isquêmicos e proteção neuronal. 

 Por fim, para os pacientes na fase crônica do AVC, observamos apenas um 

microRNA diferencialmente expresso nas nossas análises: mir-34c. Níveis 

aumentados nesse microRNA foram descritos como redutores do risco para eventos 
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isquêmicos e dos níveis de óxido nítrico neuronal (nNOS) (297,298). Esses efeitos 

causam uma proteção contra novos eventos e permitem uma melhor recuperação 

tecidual após a isquemia. Dessa forma, o mir-34c tende a apresentar funções 

benéficas para a recuperação dos déficits causados pelo AVC.  

As análises de rede para os microRNAs realizadas nessa análise identificaram 

vias moleculares coerentes com os mecanismos e estágios da doença. Para a fase 

aguda, foram detectadas vias associadas a processos celulares basais (como 

proliferação e diferenciação celular), apoptose, metabolismo energético e sistema 

imune. Esses mecanismos estão altamente ativados nesse estágio do AVC. Já na 

fase crônica, foi possível observar, além das vias celulares basais, a via de 

permeabilidade da barreira hematoencefálica. Esse mecanismo é essencial para 

manter a integridade cerebral e regenerar os danos causados no tecido após o período 

isquêmico. Dessa forma, as vias moleculares apresentaram uma coerência entre o 

fenótipo e o observado na análise.  

Os microRNAs destacados nessa análise também apresentaram similaridade 

quanto aos seus genes alvo. Na fase aguda, os microRNAs hiperexpressos possuem 

interações com genes relacionados à proliferação e ciclo celular, neurogênese e 

sinalização celular (205,231,233,235). Para a comparação entre fase aguda e crônica, 

os microRNAs interagem com genes associados à diferenciação, proliferação e 

sobrevivência neuronal, plasticidade sináptica, neuroproteção, angiogênese e 

sinalização celular em diversas doenças, inclusive AVC (236–238,241,242,247). 

Entretanto, algumas relações entre microRNAs e genes podem ser contraditórias com 

a fisiologia do AVC observada nesse estudo (231,235,243,244,299). Infelizmente, 

para a comprovação dessa interação e funcionalidade, estudos mais aprofundados 

são necessários.  

Os pacientes estudados para a fase aguda do AVC apresentaram uma alta 

variabilidade e gravidade dos eventos isquêmicos, seguida de considerável melhora 

nos déficits, de acordo com as escalas utilizadas. Esses dados corroboram com os 

achados de microRNAs, que simbolizam efeitos benéficos à fisiologia do AVC na fase 

aguda. A hipoexpressão do microRNA mir-215 pode ser um símbolo da alta 

variabilidade na gravidade do evento nos pacientes da fase aguda. 
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Em contrapartida, os pacientes na fase crônica apresentaram uma alta 

variabilidade prognóstica, o que pode ser a causa da presença de microRNAs com 

funções prejudiciais às funções neurológicas, aumentando os déficits após o AVC, 

como é o caso do microRNA mir-206.  

 Dessa forma, para solucionar esse fato, estudos funcionais e validações dos 

microRNAs encontrados, além de uma descrição precisa da clínica dos pacientes, se 

faz necessária para resultados mais precisos.  

  

5. Considerações Finais  

Nessa análise, buscamos identificar biomarcadores para as fases aguda e crônica 

do AVC isquêmico. 

• Para a fase aguda, identificamos os microRNAs let-7, mir-182, mir-324 e mir-

215 como significativamente alterados nos pacientes, em comparação com os 

controles. Comparando com pacientes na fase crônica, os microRNAs mir-142, 

mir-16, mir-206 e mir-30a foram destacados como estatisticamente alterados 

na fase aguda do AVC nesses pacientes.  

• Para a fase crônica, identificamos uma hiperexpressão estatisticamente 

significativa do microRNA mir-34c quando comparado com indivíduos 

controles.  

• Identificamos que, para a fase aguda, os microRNAs tendem a apresentar um 

efeito benéfico na fisiologia do AVC, regulando processos inflamatórios, 

angiogênicos e de danos ao tecido cerebral sob hipóxia. Com base nos dados 

clínicos da nossa casuística, percebemos que realmente há uma redução dos 

déficits causados pelo AVC na evolução da doença nos pacientes de fase 

aguda. Em contrapartida, os microRNAs identificados na fase crônica 

apresentam correlação com processos de regeneração tecidual após isquemia, 

o que corrobora com as descrições na literatura e fisiologia da doença. Os 

dados clínicos da casuística mostram que há uma maior heterogeneidade na 

recuperação dos pacientes na fase crônica, o que pode explicar a identificação 

de microRNAs com expressão controversa entre nossos dados e o descrito na 

literatura. De toda forma, foi observado uma boa correlação entre a expressão 

dos microRNAs identificados e a fisiologia do AVC. 
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Seção 2 – microRNAs Presentes em Vesículas Extracelulares 

1. Objetivos da Seção 

Geral 

Identificar microRNAs presentes em vesículas extracelulares obtidas de plasma de 

pacientes com AVC isquêmico.  

Específicos 

i. Determinar o padrão de expressão de microRNAs presentes dentro de 

vesículas extracelulares circulantes em plasma de pacientes com AVC 

isquêmico em fase crônica.  

ii. Comparar o padrão de expressão de microRNAs circulantes obtido 

diretamente de amostras de plasma com aquele obtido de amostra de 

vesículas extracelulares presente no plasma. 

 

2. Métodos 

2.1. Casuística 

Para essa análise foram utilizadas 10 amostras de plasma de pacientes com AVC 

isquêmico em fase crônica e 10 amostras de indivíduos controles, sem AVC. Os 

métodos de seleção, processamento e armazenamento das amostras seguiu o 

descrito na Seção 1, item 2.1. Casuística. As amostras de pacientes selecionadas 

para essa casuística foram divididas aleatoriamente entre os subtipos de AVC 

cardioembólico e aterosclerose de grandes artérias.    

As amostras foram enviadas, em gelo seco, para o Centro Interdisciplinar de 

Nanociências (iNANO), na Universidade de Aarhus (Aarhus, Dinamarca), onde as 

extrações e análises foram realizadas. As amostras chegaram congeladas, sem riscos 

de perda da qualidade amostral. O plasma foi armazenado novamente a -80°C até o 

momento do uso.  
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2.2. Purificação das Vesículas Extracelulares e Sequenciamento dos 

microRNAs 

O plasma foi processado utilizando o kit Mircure Exosome Serum/Plasma (Qiagen, 

Inc) para a obtenção das vesículas extracelulares, em especial, exosomos. Esse kit 

utiliza o método de purificação baseado na purificação por polietilenoglicol (PEG) 

(300,301).  

Após a purificação das vesículas, as amostras foram processadas utilizando o kit 

miRNeasy Serum/Plasma Advanced (Qiagen, Inc) para a extração de moléculas de 

RNAs presentes nas vesículas.  

A realização das bibliotecas de sequenciamento a partir dos RNAs se deu pelo 

kit Qiaseq miRNA Library (Qiagen, Inc), sob as recomendações do fabricante. Todas 

as bibliotecas, de pacientes e controles, foram unidas em um único pool de 

sequenciamento, separadas com índices exclusivos para cada amostra.  

As bibliotecas tiveram suas qualidades verificadas através de quantificação por 

Qubit (Thermo Fischer, Inc) e PCR quantitativo, utilizando o kit Kapa Library 

Quantification (Roche Sequencing, Inc). A integridade das bibliotecas, incluindo o 

tamanho dos fragmentos foi analisada por bioanalyzer, com o chip DNA High 

Sensitivity (Agilent Technologies, Inc). As bibliotecas foram sequenciadas em 

equipamento NextSeq 500 (Illumina, Inc), com 75 ciclos single end.   

As análises do sequenciamento ocorreram utilizando o software DeSeq2 (220). 

Foi realizada uma análise de interações em rede, com identificação das principais 

vias moleculares afetadas pelos microRNAs diferencialmente expressos. Essa análise 

foi realizada pelo software mirnet 2.0 (https://www.mirnet.ca/) (222).  

Foi realizada uma comparação entre os microRNAs identificados nas análises de 

EVs e plasma total, visando observar semelhanças e diferenças entre os padrões de 

expressão dessas moléculas. Para que essa análise seja equiparável, a comparação 

foi feita com os dados de AVC na fase crônica e controles, utilizando apenas os 

valores de p, sem correção estatística.  

Por fim, utilizando uma regressão binomial Lasso, no software R, foi elaborada 

uma predição fenotípica com os microRNAs com expressão significativa menor que 

0,01. Para isso, as amostras foram separadas, aleatoriamente, em dois grupos: treino 

https://www.mirnet.ca/
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(13 amostras) e teste (7 amostras). O grupo treino foi avaliado para selecionar os 

microRNAs com maior poder preditivo combinado. O grupo teste, por sua vez, foi 

utilizado para testar, e validar, a predição observada no grupo treino.    

 

3. Resultados 

3.1. Casuística 

As amostras utilizadas nessa análise são todas de fase crônica do AVC, e 

possuem um NIHSS médio de 4. Entretanto, algumas amostras apresentam alta 

variabilidade quanto à recuperação dos déficits causados pelo AVC, conforme 

mostrado na figura 21. Comparamos as escalas de NIHSS dos pacientes nas análises 

de identificação de microRNAs associados à EVs e presentes no plasma total (Figura 

21). Duas amostras não tiveram a escala NIHSS realizada na consulta ambulatorial 

na qual foi realizada a coleta do sangue dos pacientes, por isso não são mostradas 

no gráfico. 

 

Figura 21. Escalas NIHSS dos pacientes com AVC isquêmico em fase crônica. Comparativo entre as 
escalas dos pacientes selecionados para a análise de microRNAs associados com EVs e de plasma 
total.   
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3.2. Sequenciamento dos microRNAs 

Realizamos uma análise de qualidade dos dados, visando identificar qual a 

composição molecular dessas vesículas analisadas. Assim, observamos que 71% dos 

nossos dados pertenciam a microRNAs, seguido por fragmentos RNAs mensageiros 

e pequenos fragmentos genômicos (Figura 22). De forma geral, os microRNAs 

formam, pelo menos, 40% do conteúdo molecular de uma EV (Figura 23).  

   

 

Figura 22. Composição molecular da EVs purificadas de amostras de AVC isquêmico, após 
sequenciamento de pequenos RNAs.  

 

 

Figura 23. Distribuição das moléculas sequenciadas presentes em EVs, por amostra. 
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Após a análise de expressão diferencial, obtivemos 28 microRNAs 

significativos, sem ajuste de múltiplos testes e com valor de p menor ou igual a 0,05 

(Figura 24; Tabela 13).  

 Podemos observar que o microRNA mir-215 também foi identificado nessa 

análise, com níveis hipoexpressos. Esse microRNA foi a molécula com maior 

significância na amostra (menor valor de p). Os microRNAs mir-122 e mir-185 foram 

os que tiveram maior frequência nos dados amostrais.  

Figura 24. 28 microRNAs diferencialmente expressos para a comparação entre AVC e controles 

para amostras de vesículas extracelulares.  

 

 

Tabela 13. microRNAs diferencialmente expressos (pvalor≤0,05) na comparação entre pacientes e 
controles, para moléculas presentes em EVs. (Padj = p-valor ajustado por testes estatísticos) 

miRNAs baseMean log2FoldChange Pvalor padj 
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hsa-miR-215-5p 113,663 -1,691 7,95E-05 0,103 

hsa-miR-141-3p 114,541 -1,847 6,43E-04 0,418 

hsa-miR-10b-5p 740,756 -0,671 1,10E-03 0,479 

hsa-miR-122-5p 29797,272 1,842 2,98E-03 0,970 

hsa-miR-141-5p 1,411 -3,546 6,65E-03 0,9998 

hsa-miR-320d 107,301 -1,003 7,25E-03 0,9998 

hsa-miR-34a-5p 35,278 0,853 7,68E-03 0,9998 

hsa-miR-210-3p 11,604 0,963 9,70E-03 0,9998 

hsa-miR-185-5p 2018,106 0,612 1,47E-02 0,9998 

hsa-miR-155-5p 455,855 -0,403 2,49E-02 0,9998 

hsa-miR-181a-2-3p 36,307 -0,574 0,0249 0,9998 

hsa-miR-375-3p 227,362 -1,078 0,0250 0,9998 

hsa-miR-885-3p 8,850 1,534 0,0270 0,9998 

hsa-miR-95-3p 22,591 -0,718 0,0291 0,9998 

hsa-miR-431-5p 139,028 -0,791 0,0297 0,9998 

hsa-miR-369-5p 34,691 -0,746 0,0306 0,9998 

hsa-miR-326 75,337 0,857 0,0368 0,9998 

hsa-miR-6843-3p 1,561 2,051 0,0369 0,9998 

hsa-miR-10a-5p 603,000 -0,365 0,0371 0,9998 

hsa-miR-6842-3p 4,208 1,294 0,0375 0,9998 

hsa-miR-3620-3p 1,298 2,093 0,0381 0,9998 

hsa-miR-1273h-3p 11,623 1,031 0,0400 0,9998 

hsa-miR-485-5p 9,737 -0,853 0,0402 0,9998 

hsa-miR-548bc 1,629 2,647 0,0433 0,9998 

hsa-miR-873-5p 3,398 -1,367 0,0438 0,9998 

hsa-miR-185-3p 27,392 0,652 0,0452 0,9998 

hsa-miR-328-3p 214,261 0,568 0,0486 0,9998 

hsa-miR-181a-5p 1290,990 -0,597 0,0490 0,9998 

 

 Para essa análise também foi realizada uma integração de rede. Os microRNAs 

com maiores taxas de interação foram os mir-34a e mir-10a. As principais vias 

moleculares identificadas nessa comparação foram: resposta a citocina, diferenciação 

de células T, regulação das vias ATR, apoptose, envelhecimento, regulação de células 
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tronco, permeabilidade da barreira hematoencefálica, resposta à hipóxia, resposta 

imune e hepatotoxicidade (Tabela 14) (222).  

 

Tabela 14. Vias moleculares afetadas pelos microRNAs diferencialmente expressos na comparação 
pacientes versus controle, para amostras provenientes de EVs. 

Vias 
microRNAs 

totais 

microRNAs 

identificados 
Pval 

Resposta a Citocinas 14 4 6,43e-05 

Diferenciação de Células T-

helper 
56 6 0,000246 

Regulação da via ATR 5 2 0,00295 

Osteoclastogênese 18 3 0,00333 

Desenvolvimento de 

Condrócitos 
44 4 0,00623 

Apoptose 179 8 0,00724 

Envelhecimento 182 8 0,00804 

Regulação de Células 

Tronco 
183 8 0,00833 

Diferenciação de Células T 48 4 0,00853 

Permeabilidade da Barreira 

Hematoencefálica 
9 2 0,0102 

Disfunção Mitocondrial 9 2 0,0102 

Diferenciação de Células do 

Músculo Liso 
27 3 0,0108 

Desenvolvimento Neurônico 28 3 0,012 

Resposta a Hipóxia 34 3 0,0204 

Resposta Imune 176 7 0,025 

Ciclo Celular 178 7 0,0265 

Diferenciação de 

megacariócitos 
15 2 0,0278 

Diferenciação Condogênica 18 2 0,0393 

Hepatotoxicidade 18 2 0,0393 

Senescência Celular 21 2 0,0522 
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 Os microRNAs observados para EVs foram comparados com os de plasma 

total a fim de verificar semelhanças entre as expressões dessas moléculas nas duas 

análises. Todos os microRNAs identificados em EVs foram identificados na análise de 

plasma total, porém, com significâncias diferentes. Apenas quatro microRNAs foram 

estatisticamente significativos em ambas as análises: mir-215, mir-141, mir-328 e mir-

181. Todas as moléculas apresentaram mesmo padrão de expressão (hipo ou 

hiperexpressos) em todas as amostras.  

 Por fim, através de aprendizado de máquinas, foi realizada uma análise de 

predição fenotípica das amostras. Os microRNAs, individualmente, apresentam bom 

poder preditivo, com área abaixo da curva de, pelo menos, 0,65 (Figura 25 A-G). 

Contudo, devido à complexidade do AVC, avaliamos se uma associação entre um ou 

mais microRNAs poderia aumentar essa predição. Dessa forma, verificamos que uma 

combinação de 7 microRNAs prediz corretamente as amostras entre caso e controle 

(Figura 25H). Essa combinação inclui a hiperexpressão dos microRNAs mir-122-5p, 

mir-mir-210-3p e mir-34a-5p e a hipoexpressão dos microRNAs mir-10b-5p, mir-215-

5p, mir-141-5p e mir-320d. Vale ressaltar que o pequeno número amostral é um 

problema e pode causar erros falsos-positivos.  
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- 

Figura 25 - Análise de predição fenotípica dos microRNAs identificados para EVs. Os microRNAs 
considerados nessa análise foram os que apresentaram valor de p menor que 0,01. A-G) Valores de 
predição individualmente para cada microRNA selecionado. H) Valor de predição combinada entre os 
sete microRNAs selecionados: mir-122-5p, mir-10b-5p, mir-215-5p, mir-141-5p, mir-210-3p, mir-320d e 
mir-34a-5p. A predição, com essa combinação, foi considerada perfeita, porém, necessita maiores 
validações para evitar falsos-positivos. 

 

 

4. Discussão 

Vesículas extracelulares são responsáveis pela comunicação intercelular, gerando 

respostas locais e sistêmicas a condições fisiológicas específicas (69). Quando 
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liberadas pelas células, elas possuem moléculas compartimentalizadas com funções 

sinalizadoras, regulatórias ou codificantes, que agem de forma causal ou protetora 

nas células alvo (66,69,72). Com isso, as EVs possuem direta influência sobre um 

fenótipo e apresentam relevante poder na identificação de biomarcadores moleculares 

circulantes. De forma geral, as EVs agem protegendo as moléculas, principalmente 

pequenos RNAs e proteínas, da degradação extracelular (302,303).  

Nessa análise observamos microRNAs presentes em EVs semelhantes ao 

encontrados na análise de plasma total, simbolizando que esta última inclui tanto 

molécula livres quanto associadas a proteínas ou EVs. Discutimos aqui, os 

microRNAs que apresentaram significância estatística em ambas as análises, com 

coerência dos níveis de expressão.  

Como descrito na seção anterior, a hipoexpressão do microRNA mir-215 foi 

identificada em pacientes na fase aguda para a nossa casuística de plasma total. A 

compartimentalização em plasma deste microRNA na fase crônica da doença indica 

que ele possui influência ativa, e sistêmica, na fisiologia de recuperação do AVC. 

Apesar do mir-215 apresentar funções benéficas para o AVC, como inibição de 

apoptose e melhora dos déficits, na nossa análise ele aparece hipoexpressos, 

sugerindo agravamento do AVC. A hipoexpressão dessa molécula na nossa 

casuística, seja na fase aguda ou crônica, sugere que outros fatores clínicos e 

ambientais dos pacientes, sejam fatores de risco, dieta ou outras doenças 

concomitantes, possam influenciar o prognóstico do AVC.  

Os microRNAs mir-185, mir-122, mir-141, mir-181 e mir-328, por sua vez, possuem 

mecanismos com menor risco para ocorrência ou gravidade do AVC. A regulação da 

angiogênese, por exemplo, é um processo comum a todos esses microRNAs (304–

312).  

Os microRNAs mir-185 e mir-122 foram os mais frequentes identificados na 

análise. Eles estão relacionados com proteção contra morte neuronal e regulação do 

sistema imune (124,313). O mir-185 foi descrito como um potencial biomarcador para 

AVC isquêmico cardioembólico (314). Isso é relevante já que metade das amostras 

avaliadas nesse momento possuem essa etiologia.  

A hipoexpressão do microRNA mir-141 está descrito como redutor da morte 

celular, aumentando processos angiogênicos e a tolerância celular para a falta de 
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oxigenação (309,315). Baixos níveis de mir-181 também estão associados com 

redução da morte celular e área de infarto, com consequente melhora dos déficits 

neuronais (316).  

Os microRNAs identificados nessa análise foram identificados a partir de EVs 

obtidas de plasma de pacientes na fase crônica do AVC, ou seja, em estágio de 

recuperação dos déficits. Esse pode ser um fator relevante para a interpretação dos 

dados, já que a maioria dos microRNAs observados apresentam mecanismos 

benignos para a fisiologia do AVC. Contudo, o mir-215 pode representar a 

variabilidade de recuperação dos pacientes, conforme mostrada na avaliação das 

escalas de NIHSS dos pacientes na fase crônica.  

A análise de predição fenotípica realizada nos mostrou que, separadamente, os 

microRNAs possuem coeficientes acima de 0,65, indicando que eles possuem 

potencial relevância na classificação do AVC. Ao se realizar uma análise conjunta 

desses microRNAs expressos para a doença, foi possível predizer com 100% de 

eficiência a classificação das amostras analisadas. Contudo, o pequeno número 

amostral gera uma tendência a criar dados falsos-positivos, o que deve ser consertado 

com uma casuística maior. Entretanto, apesar da baixa confiabilidade nos coeficientes 

de predição, é possível concluir que um conjunto de microRNAs apresenta uma 

influência maior no AVC, do que cada molécula de forma isolada. Esse fato condiz 

com a complexidade e multifatoriedade da doença, a qual sofre influência de 

diferentes mecanismos fisiopatológicos.  

 

5. Considerações Finais 

Essa análise buscou identificar biomarcadores de microRNAs observados 

associados com EVs circulantes em plasma.  

• Identificamos 28 microRNAs diferencialmente expressos em EVs entre 

pacientes e controles, dentre os quais podemos citar os microRNAs mir-215, 

mir-122, mir-185, selecionados com base na relação fisiológica com o AVC 

isquêmico. Essas moléculas estão relacionadas com regulação da apoptose, 

angiogênese e proteção contra morte neuronal. 
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• Na comparação entre os microRNAs identificadas para plasma total e EVs, 

quatro moléculas apresentaram expressão diferencial similar entre as análises: 

mir-215, mir-141, mir-328 e mir-181a. Esses microRNAs apresentam provável 

relação protetora contra danos isquêmicos e morte celular, com melhora do 

prognóstico dos pacientes.  De forma geral, os microRNAs identificados tanto 

para plasma total quanto para EVs apresentaram similaridade nas expressões 

e estatística, tornando-se potenciais biomarcadores para a doença. 
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CAPÍTULO III – METABOLÔMICA 
 

1. Objetivos do Capítulo 

Geral 

Determinar o padrão de expressão de metabólitos circulantes em pacientes com 

AVC isquêmico nas fases aguda e crônica da doença. 

Específicos 

i. Determinar o padrão de expressão de metabólitos circulantes que ajam como 

biomarcadores para a fase aguda do AVC aterosclerótico. 

ii. Determinar o padrão de expressão de metabólitos circulantes que ajam como 

biomarcadores para a fase crônica do AVC aterosclerótico. 

iii. Identificar mecanismos moleculares associados aos metabólitos identificados 

para cada fase do AVC isquêmico.  

 

2. Métodos 

2.1. Casuística 

Para a identificação de metabólitos de interesse, foram analisadas amostras de 

plasma de 19 pacientes com AVC isquêmico aterosclerótico na fase aguda, 19 

pacientes com AVC isquêmico aterosclerótico na fase crônica e 14 indivíduos 

controles, sem AVC ou estenose de carótidas. A metodologia de coleta foi semelhante 

à casuística dos RNAs não codificantes: os pacientes em fase aguda foram coletados 

em até 24 horas após o início dos sintomas, os pacientes em fase crônica foram 

coletados após 3 meses do ictus do evento. Os indivíduos controles realizaram 

exames de clínicos e de neuroimagem, como ressonância e doppler de carótidas, para 

a comprovação da ausência de AVC ou placas ateroscleróticas. Os pacientes foram 

selecionados de acordo com a etiologia do AVC, sendo que todos apresentam 

classificação do evento como aterosclerose de grandes artérias. Os diagnósticos de 

AVC foram realizados pela equipe médica responsável, sendo comprovados através 

de exames de tomografia, ressonância magnética e doppler de carótidas.  
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Todos os indivíduos foram coletados no Hospital das Clínicas da UNICAMP, de 

modo que os pacientes em fase aguda foram coletados na UER do Hospital, enquanto 

os pacientes em fase crônica e os indivíduos controles, foram coletados 

ambulatorialmente, nos ambulatórios de neurovascular e de hipertensão, 

respectivamente. Todos os pacientes concordaram com a pesquisa e assinaram o 

TCLE, aprovado pelo comitê de ética da UNICAMP (CAAE: 

12112913.3.0000.5404/Parecer: 257.020). 

As amostras de sangue foram mantidas em gelo por até 2 horas após a coleta, 

a fim de preservar as moléculas circulantes de interesse (209). Foram então 

processadas via centrifugação por 10 minutos a 2500rpm a 4°C (163). O plasma foi 

separado dos leucócitos, aliquotado em microtubos de 1,5mL e armazenados a -80°C 

até o momento de uso. O nível de hemólise dessas amostras foi avaliado através da 

medida de absorbância da hemoglobina em 414nm pelo equipamento Epoch (Biotec 

Inc) (210,211).  

  

2.2. Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

Essa análise foi realizada em colaboração com um estudo de iniciação científica 

desenvolvido no grupo pelo aluno Douglas C. da Rosa. A análise por espectroscopia 

de RMN foi realizada no Laboratório de Química Biológica, no Instituto de Química da 

UNICAMP, sob colaboração com a Profa. Dra. Ljubica Tasic.   

As amostras de plasma foram diluídas em proporção 1:1 em solução de ácido 

trimetilsililpropanóico (TMSP) em água deuterada (D2O; Cambridge Isotope 

Laboratories, Inc.). As amostras foram randomizadas por corrida, de modo que cada 

conjunto de leituras espectroscópicas continham pelo menos uma amostra de cada 

grupo. As análises ocorreram por RMN de próton (1H-RMN) no equipamento Avance 

III de 600 MHz (Bruker Inc.) utilizando sonda TBI (do inglês triple resonance broadband 

inverse) e à temperatura ambiente (298 K).  

Para esse estudo exploratório, foram utilizados espectros unidimensionais (1D) 

obtidos através das sequências de pulsos CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill), a fim 

de identificar moléculas pequenas (≤1,5kDa).  



111 
 

Os espectros de 1H-RMN gerados pelo espectroscópio foram padronizados 

utilizando o software MestreNova (MestreLab Research) (317), através de ajustes 

finos de fase e base dos mesmos (318). O ácido láctico foi utilizado como 

deslocamento químico de referência (1,324 ppm) e foi realizado um binning de 0,004 

ppm (319). Os espectros foram normalizados por área total para as análises 

quimiométricas.  

Os deslocamentos químicos referentes à água e à molécula de EDTA (Ácido 

etilenodiamino tetra-acético; coagulante proveniente dos tubos de coleta de sangue) 

foram retirados do espectro visando evitar contaminações nas identificações dos 

metabólitos (Tabela 15). Os dados foram avaliados quanto à qualidade, diferenças 

estatísticas e seleção de variáveis utilizando o software MetaboAnalyst 4.0 (320). As 

análises estatísticas foram realizadas utilizando o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney 

(p-valor < 0,05) e corrigidos para múltiplos testes pelo teste Benjamin-Hochberg. Foi 

realizada uma análise discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-DA), com 

seleção de variantes de importância na projeção (VIP) maiores que 1 (321).  

 

Tabela 15. Deslocamentos químicos referentes às moléculas de água e EDTA excluídas dos 
espectros 

Molécula Deslocamento Químico (ppm)  

Ca2+-EDTA 2,533 – 2,581 

Mg2+-EDTA 2,673 – 2,713 

EDTA, Ca2+-EDTA,  

Mg2+-EDTA 
3,001 – 3,261 

EDTA 3,553 – 3,625 

Água 4,4 – 5,10 

 

 As variantes selecionadas foram comparadas com o Bando de Dados do 

Metaboloma Humano (HMDB - https://hmdb.ca/) (322).  

 

 

 

https://hmdb.ca/
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3. Resultados 

3.1. Casuística 

As amostras utilizadas nessa casuística assemelham-se às utilizadas para a 

identificação de microRNAs como biomarcadores de AVC isquêmico. Foram utilizadas 

apenas amostras de pacientes com AVC isquêmico do subtipo aterosclerótico.  

Nas figuras 26 a 28, mostramos uma caracterização da casuística quanto à idade, 

sexo e principais fatores de risco, respectivamente.  

Na figura 29, mostramos a dispersão das escalas de NIHSS por amostra nas fases 

aguda e crônica do AVC. Observamos pacientes com maior gravidade do evento na 

fase aguda. Entretanto, os pacientes na fase crônica não apresentaram melhora 

completa dos déficits.  

 

Figura 26. Distribuição da idade dos pacientes e controles analisados na casuística de análise de 
dados metabolômicos. 
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Figura 27. Distribuição do sexo dos pacientes e controles analisados para o estudo de metabolômica. 

 

 

Figura 28. Distribuição dos principais fatores de risco para AVC isquêmico na casuística de pacientes 
e controles analisados para metabolômica. 
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Figura 29. Caracterização das amostras dos pacientes com AVC isquêmico aterosclerótico com base 
nas escalas de NIHSS por grupo.  

 

3.2. Espectroscopia de RMN  

Pela análise de PLS-DA, podemos observar que há uma separação entre os grupos 

de pacientes e controles, de modo que os metabólitos são aptos para diferenciar os 

grupos (Figura 30). Contudo, a análise de componentes possui baixos valores 

preditivos, o que pode ser devido ao pequeno número e alta variabilidade amostral do 

estudo.  
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Figura 30. Análise PLS-DA para as comparações realizadas entre casos e controles. É possível 
verificar uma classificação entre os grupos, porém, com baixo poder preditivo. A) Grupo de pacientes 
com AVC na fase aguda e Controles; B) Grupo de pacientes com AVC na faze crônica e Controles; 

C) Comparação entre AVC na fase aguda e AVC na fase crônica.  

 

 Através dos principais VIPs, selecionamos os metabólitos que apresentaram 

diferenças de expressão entre os grupos.  

 A comparação entre os grupos de AVC na fase aguda e indivíduos controles 

identificou níveis aumentados de piruvato, formato, GlycA (que engloba a região de 

glicoproteínas e glucosamina N-acetiladas), succinato, trimetilamina, dimetilglicina, 

manose e leucina para o grupo de pacientes. Em contrapartida, os níveis de arginina, 

lisina, citrato, glutamina, GlycB (grupos acetilas de ácido N-acetilneuramínico), 

isoleucina, metionina, serina, tirosina e ureia encontravam-se reduzidos nos pacientes 

(Tabela 16).  
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Tabela 16. Relação de metabólitos identificados na comparação entre AVC na fase aguda e controles. 

Os valores listados de fold change (FC), VIP e p-valor estão descritos de acordo com cada 

deslocamento químico do metabólito. 

Metabólito Log2 (FC) 
Deslocamentos 

Químicos 
Valor VIP p-valor 

Acetato n.d. n.d. n.d. n.d. 

Arginina 
-0,48; -0,42; 

-0,45; -0,65 

1,894; 1,898;  

1,918; 1,926 

1,74; 1,76;  

1,88; 1,94 

0,042; 0,067;  

0,002; 0,032 

Citrato -0,55 2,638 2,15 0,015 

Dimetilglicina 0,69 2,902 2,7 0,003 

Formato  

(ácido fórmico) 

4,49; 3,03; 

3,36; 23,45 

8,443; 8,447 

8,451; 8,455 

1,45; 1,92;  

1,78; 1,71 

0,019; 0,005;  

0,005; 0,004 

Glutamato n.d. n.d. n.d. n.d. 

Glutamina 
1,00; -0,46; 

-0,61; -0,59 

2,138; 2,142;  

2,146; 2,150 

2,28; 1,78;  

2,12; 1,93 

0,026; 0,064;  

0,025; 0,055 

GlycA 0,9 2,026 2,07 0,038 

GlycB 

-0,63; -0,51; 

-0,58; -0,53; 

-0,50 

2,046; 2,054;  

2,062; 2,066;  

2,070 

2,12; 1,92;  

2,29; 2,34;  

1,91 

0,019; 0,065;  

0,016; 0,013;  

0,046 

Isoleucina 
-0,50; -0,35; 

-0,26; -0,49 

0,910t; 0,926t;  

0,930t; 0,942t 

2,00; 1,66;  

1,66; 2,09 

0,029; 0,071;  

0,086; 0,027 

Leucina 
0,63; 0,82; 

0,86 

0,942; 0,946; 

0,962 

2,09; 1,76; 

1,86 

0,027; 0,066; 

0,098 

Lisina 
-0,48; -0,42; 

-0,45; -0,65 

1,894; 1,898;  

1,918; 1,926 

1,74; 1,76;  

1,88; 1,94 

0,042; 0,067;  

0,002; 0,032 

Manose 0,84 3,942 2,17 0,022 

Metionina 
1,00; -0,46; 

-0,61; -0,59 

2,138; 2,142;  

2,146; 2,150 

2,28; 1,78;  

2,12; 1,93 

0,026; 0,064;  

0,025; 0,055 

Piruvato 1,11 2,366 2,34 0,013 



117 
 

Serina 
-0,67; -0,58; 

-0,69; -0,83 

3,974; 3,978;  

3,982; 3,986 

2,09; 1,85;  

2,03; 2,49 

0,027; 0,053;  

0,033; 0,007 

Succinato 1,21 2,398 2,34 0,014 

Tirosina -0,84 7,175 1,32 0,098 

Trimetilamina 
0,58; 0,72; 

0,65 

2,886; 2,890; 

2,894 

2,20; 2,86; 

2,14 

0,012; 0,002; 

0,023 

Ureia 

-1,08; -0,75; 

-1,08; -0,90; 

-0,89; -1,33; 

-0,89; -1,12; 

-1,04 

5,755; 5,759; 

5,763; 5,767; 

5,771; 5,775; 

5,779; 5,783; 

5,787 

2,47; 1,79; 

2,29; 2,09; 

1,85; 2,91; 

1,99; 2,46; 

1,74 

0,011; 0,046; 

0,014; 0,023; 

0,038; 0,003; 

0,032; 0,011; 

0,029 

 

 

Para a comparação entre AVC na fase crônica e indivíduos controles, os casos 

apresentaram níveis aumentados de succinato, trimetilamina, dimetilglicina, manose, 

leucina, isoleucina, glutamato e serina, e níveis reduzidos de ureia e acetato (Tabela 

17). 

 

Tabela 17. Relação de metabólitos identificados na comparação entre AVC na fase crônica e 
controles. Os valores listados de fold change (FC), VIP e p-valor estão descritos de acordo com cada 

deslocamento químico do metabólito. 

Metabólito Log2 (FC) 
Deslocamento 

Químico 

Valor 

VIP 
p-valor 

Acetato -0,73 1,91 1,83 0,071 

Arginina n.d. n.d. n.d. n.d. 

Citrato n.d. n.d. n.d. n.d. 

Dimetilglicina 
0,72; 

0,53 
2,902; 2,906 

3,02; 

1,78 

0,002; 

0,083 

Formato (ácido fórmico) n.d. n.d. n.d. n.d. 
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Glutamato 

0,97; 0,70; 

0,70; 0,56; 

0,88 

2,322; 2,326;  

2,330; 2,334;  

2,338 

3,33; 

2,69;  

2,63; 

2,38;  

3,07 

0,001; 

0,007;  

0,008; 

0,018;  

0,002 

Glutamina n.d. n.d. n.d. n.d. 

GlycA n.d. n.d. n.d. n.d. 

GlycB n.d. n.d. n.d. n.d. 

Isoleucina 
0,54; 0,37; 

0,64 

0,914t; 0,918t; 

1,006d 

2,64; 

1,62; 

2,01 

0,008; 

0,042; 

0,049 

Leucina 0,62 0,962 2,02 0,09 

Lisina n.d. n.d. n.d. n.d. 

Manose 
0,53; 0,65; 

0,57 

3,926; 3,930; 

3,934 

1,92; 

2,47; 

2,31 

0,060; 

0,005; 

0,007 

Metionina n.d. n.d. n.d. n.d. 

Piruvato n.d. n.d. n.d. n.d. 

Serina 
0,77; 0,35; 

-0,52 

3,942; 3,958; 

3,986 

2,68; 

1,66; 

2,03 

0,007; 

0,060; 

0,046 

Succinato 0,49331 2,398 1,18 0,065 

Tirosina n.d. n.d. n.d. n.d. 

Trimetilamina 
0,72; 0,75; 

0,72; 0,79 

2,886; 2,890;  

2,894; 2,898 

2,65; 

2,85;  

2,44; 

2,60 

0,004; 

0,002;  

0,015; 

0,009 
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Ureia 

-1,05; -0,89; 

-0,87; -0,60; 

-0,71; -0,64; 

-0,78 

5,735; 5,743; 

5,747; 5,755; 

5,759; 5,763; 

5,783 

2,29; 

2,42; 

2,52;  

2,12; 

2,16; 

2,01;  

2,45 

0,046; 

0,038; 

0,042; 

0,044; 

0,040; 

0,056; 

0,042 

 

 Observamos que os metabólitos dimetilglicina, leucina, manose, succinato, 

trimetilamina e ureia foram encontrados, com níveis alterados semelhantes, em 

ambos os grupos de pacientes, tanto na fase aguda quanto crônica. Em contrapartida, 

os metabólitos serina e isoleucina foram identificados para os grupos de pacientes, 

porém, com expressão inversa entre as fases aguda e crônica da doença.  

 

4. Discussão 

A metabolômica é um estudo relevante para a interpretação funcional de 

mecanismos alterados em doenças, considerando que é uma das etapas finais de 

expressão gênica.  

Nesse estudo, observamos que as análises de componentes apresentaram boas 

separações entre os grupos, de modo que os metabólitos são aptos para a 

classificação fenotípica, apesar de apresentar baixos poderes preditivos. Estes, 

entretanto, podem ter sido afetados pelo pequeno número amostral para análise de 

doenças complexas, como o AVC.  

A partir da identificação de variantes com potencial impacto no fenótipo, preditas 

pelo software MetaboAnalyst, identificamos metabólitos exclusivos e comuns às fases 

aguda e crônica do AVC isquêmico. As moléculas identificadas em ambas as fases, 

indicam relação com a fisiologia da doença em si. Dentre eles, dimetilglicina, leucina, 

manose, succinato e trimetilamina foram observados aumentados nos pacientes, em 

relação aos controles, enquanto a ureia, encontrou-se reduzida na mesma 

comparação.  
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Esses metabólitos estão relacionados com aumento dos danos cerebrais, 

processos inflamatórios e estresse oxidativo (323–326). Esses mecanismos são 

comumente associados à fisiopatologia do AVC.  

Durante eventos isquêmicos, já foram observados depósitos de manose em 

células do endotélio, com consequente ativação do sistema complemento (323). Esse 

mecanismo leva ao aumento da inflamação, coagulação sanguínea e permeabilidade 

vascular, afetando a resposta hemodinâmica cerebral e gerando uma piora dos danos 

causados pela isquemia (323,324,327–329). Tratamentos in vivo utilizando a inibição 

de manose mostraram uma melhora do prognóstico do AVC, com evolução das 

funções vasculares (323,324).  

Succinato é um metabólito do ciclo de Krebs descrito como uma assinatura de 

eventos isquêmicos (325). Ele é responsável pelo produção de espécies reativas de 

oxigênio na mitocôndria, gerando estresse oxidativo inespecífico durante reperfusão 

isquêmica (325). Tratamentos utilizando a redução de succinato no tecido 

demonstraram uma melhora da reperfusão, reduzindo os danos causados pela 

isquemia (325).  

Por sua vez, trimetilamina é um metabólito associado com a microbiota intestinal, 

campo que vem mostrando grande relevância na ocorrência e associados à  

mecanismos de doenças neurológicas (326,330,331). Alguns estudos relatam a 

influência desse metabólito de forma neuroprotetora contra isquemia, ou como 

possivelmente causal para desregulação da homeostase celular (326,332,333). Altos 

níveis de trimetilamina foram descritos como precursores da aterosclerose, 

reatividade plaquetária e inflamação, agindo como preditor de risco para doenças 

cardiovasculares (326).  

Nessa análise verificamos também a presença de metabólitos específicos para 

cada fase do AVC, simbolizando processos moleculares característicos para a 

evolução da doença.  

Na fase aguda, observamos níveis aumentados de piruvato, formato e GlycA. 

Essas moléculas estão associadas com processos de metabolismo energético, 

acidose metabólica e processos inflamatórios (137,334,335).  
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O piruvato faz parte do metabolismo energético pela via glicolítica anaeróbica 

(137). Seus níveis aumentados simbolizam uma priorização por respiração celular 

durante período de deficiência na oxigenação tecidual, correlacionando com a fase 

aguda do AVC (137). De modo geral, a presença de piruvato tem sido associada com 

efeitos benéficos contra danos isquêmicos através da redução de moléculas 

inflamatórias, como citocinas, e da desativação das células da micróglia (336–340).  

Serina, isoleucina e citrato são metabólitos presentes, direta e indiretamente, no 

metabolismo energético e encontram-se reduzidos nos pacientes na fase aguda do 

AVC. Serina é um metabólito pertencente ao metabolismo dos aminoácidos, e 

precursor de piruvato (85,341). Devido a isso, eles apresentam níveis inversamente 

proporcionais, fato que condiz com os achados nessa análise. A redução desse 

metabólito em soro de pacientes com AVC isquêmico foi identificada por Liu et al 

(2017) como um potencial biomarcador da fase aguda do evento (85). Junto com 

isoleucina, a serina participa de diversos processos celulares, como reparo e 

manutenção das funções cerebrais (85,342). Isoleucina e citrato estão associados 

com o ciclo energético anaeróbico (ou ciclo de Krebs), de modo que a redução dos 

níveis desses metabólitos na fase aguda do AVC corroboram com o aumento dos 

níveis de piruvato, associando-se com condições de hipóxia tecidual (85,137).  O 

aumento dos níveis dessas moléculas na fase crônica do AVC condiz com processos 

de melhora dos danos isquêmicos e recuperação tecidual.  

Aumento dos níveis de piruvato e formato foram observados por Jung et al (2011) 

em estudo de AVC isquêmico por oclusão de pequenos vasos, de modo que eles 

foram classificados como possíveis fatores de risco para esse AVC (137). Níveis 

aumentados de formato foram relacionados com o metabolismo do ácido fólico, 

resultando em hiperhomocisteínemia, uma condição de risco para o desenvolvimento 

de aterosclerose e AVC (137). Essa condição também pode causar acidose 

metabólica nos pacientes após o evento isquêmico, agravando o quadro clínico dos 

pacientes (137,343).  

Esse quadro metabólico também ocasiona a redução de metionina, um dos 

precursores de formato, conforme observado nas nossas análises, resultando em 

redução na síntese de poliamidas (137,344,345). As poliaminas foram descritas como 

envolvidas em processos de sobrevivência e proliferação celular, envelhecimento, 

resistência a estresse e regulação da inflamação (344,346). Uma redução dessas 
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moléculas, resultante da diminuição de metionina e aumento de formato, tende a gerar 

uma regulação do sistema imune e do estresse oxidativo ineficiente, agravando o 

quadro clínico dos pacientes na fase aguda do AVC (344).  

Outro processo celular envolvido na fase aguda do evento isquêmico é a 

inflamação. As moléculas glicoproteínas e glucosaminas N-acetiladas (indicadas 

como GlycA) apresentaram sinais elevados na nossa casuística da fase aguda, 

simbolizando o aumento de processos inflamatórios nesses pacientes (334,335,347). 

Além disso, GlycAs já foram descritas como relacionadas ao aumento plaquetário, 

resultando na formação de eventos trombóticos e ateroscleróticos, gerando 

complicações nos eventos isquêmicos (348,349).  

Com relação aos metabólitos com níveis reduzidos para a fase aguda da isquemia, 

além de serina, isoleucina, metionina e citrato, já descritos acima, podemos citar a 

glutamina. Considerando que citrato é um de seus precursores, através do ciclo de 

Krebs, é coerente que seus níveis estejam correlacionados.  

Glutamina é um importante metabólito associado com diversos processos 

celulares, como síntese de proteínas e nucleotídeos, sistema imune e regulação 

neuronal do sistema nervoso central (350). Níveis reduzidos desse metabólito foram 

associados com o aumento da proteína fibrilar ácida da glia (GFAP), um indicador de 

danos cerebrais (137). Esse fato corrobora com os achados nesse estudo, já que a 

redução desse metabólito foi identificada na fase aguda do AVC, em contrapartida 

com seus níveis aumentados na fase crônica, quando os danos cerebrais tendem a 

estar amenizados.  

Glutamina e glutamato fazem parte dos metabolismos glicolíticos e de 

neurotransmissores, estando associados com a fisiologia do AVC (350–356). O 

glutamato faz parte da sinalização glutamaérgica, já associada com morte neuronal e 

danos cerebrais durante o AVC isquêmico (354,356,357). Apesar de ser o 

neurotransmissor mais frequente no cérebro, excesso de glutamato está relacionado 

ao aumento de neurotoxicidade, danos neuronais e neurodegeneração (354,356,357). 

Quantidades elevadas de glutamato foram identificadas nos pacientes em fase crônica 

da nossa casuística. Apesar da tendência ser a completa redução dos danos 

isquêmicos na fase crônica da doença, na nossa casuística observamos que os 

pacientes desse grupo ainda apresentam déficits significativos (NIHSS médio = 4). 
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Dessa forma, o aumento dos níveis de glutamato pode simbolizar a presença de 

déficits nesses pacientes, resultado de uma variabilidade amostral.  

É importante ressaltar que, para esse grupo de pacientes, também identificamos 

microRNAs diferencialmente expressos que apresentam funções associadas a piora 

de prognóstico e aumento dos danos isquêmicos, como o mir-206 e o mir-215, nas 

análises de plasma total e de vesículas extracelulares, respectivamente. 

De modo geral, os mecanismos identificados na análise metabolômica de plasma 

dos pacientes com AVC isquêmico se correlacionam com a fisiologia da doença e com 

os achados em outras análises, como as de microRNAs circulantes.  

 

5. Considerações Finais 

Na análise metabolômica realizada, identificamos metabólitos e mecanismos 

moleculares condizentes com a fisiopatologia do AVC.  

• Identificamos os seguintes metabólitos com expressão exclusiva para a fase 

aguda do AVC isquêmico, quando comparado com controles: o aumento 

nos níveis de piruvato, formato e GlycA e uma redução nos níveis de 

glutamina.  

• Para a fase crônica do AVC isquêmico, identificamos um aumento nos 

níveis de glutamato nos pacientes, quando comparado com controles.  

• Nessa análise observamos mecanismos moleculares específicos e 

condizentes com cada estágio do AVC isquêmico. Metabólitos identificados 

em ambas as fases do AVC apresentam processos associados com a 

fisiopatologia, ocorrência e evolução do AVC nos pacientes, incluindo danos 

cerebrais, permeabilidade vascular e estresse oxidativo. Em específico para 

cada fase da doença, a fase aguda possui metabólitos associados com 

processos inflamatórios, agregamento plaquetário, metabolismo anaeróbico 

e aumento dos danos teciduais causados pelo processo isquêmico. Na fase 

crônica, por sua vez, observamos alterações nos níveis de glutamato, 

possivelmente responsável por pior danos cerebrais e neurotoxicidade nos 

pacientes, o que pode ser explicado pela variabilidade de prognósticos 

desse grupo.  
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DISCUSSÃO GERAL 

 Neste estudo observamos a presença de variantes genéticas associadas com 

a fisiopatologia do AVC, com base em diferentes objetivos moleculares.  

Inicialmente, buscamos por variantes que estivessem associada à genes 

candidatos ao risco de desenvolvimento de AVC nos pacientes. Devido à condição 

multifatorial do AVC, visamos a identificação de variantes de baixa frequência 

populacional, e alta frequência na nossa casuística, que pudessem representar a 

herdabilidade não identificada da doença, contribuindo para o aumento do seu risco.  

Com essa estratégia, identificamos variantes em genes de interesse para o 

AVC, como COL4A3, COL6A3, FGFR2, FVIII, HLA-B. Esses genes integram, 

individualmente, vias moleculares de interesse, como biossíntese de colágeno, 

angiogênese, integridade vascular, coagulação sanguínea e processos inflamatórios 

(172,182,183,205,207). Contudo, com uma análise de rede utilizando os genes 

alterados na análise de exoma, observamos a maioria das vias alteradas associadas 

ao sistema imune e sinalização celular. Isso propõe que as variantes identificadas 

nessa análise podem gerar um aumento do risco de ocorrência e na gravidade do 

AVC isquêmico nesses pacientes.  

No caso da identificação de moléculas circulantes como biomarcadores, foi 

possível observar um padrão de mecanismos alterados em cada fase do AVC.  

Identificamos mecanismos associados com inflamação, estresse oxidativo e 

danos cerebrais na análise de metabólitos, tanto em pacientes na fase aguda quanto 

na crônica. Dentre os microRNAs identificados para ambas as fases do AVC, também 

observamos moléculas descritas como biomarcadores de processos isquêmicos. Isso 

simboliza que, independentemente do estágio de evolução da doença, há uma 

similaridade entre os processos fisiológicos associadas a ocorrência e recuperação 

do AVC. 

Tanto para a análise de microRNAs quanto de metabólitos, identificamos 

moléculas associadas com mecanismos de inflamação, hipóxia, angiogênese, 

apoptose neuronal, estresse celular e manutenção de células vasculares alterados 

para a fase aguda do AVC (85,224–226,251–253,260,265,268,336,337,345,350). 

Esses achados condizem com a literatura e com a fisiologia da doença, simbolizando 
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que os microRNAs let-7, mir-182, mir-324 e os metabólitos piruvato, formato, serina, 

glutamina, isoleucina e GlycA são relevantes para a regulação e ativação da fase 

aguda do AVC.  

Esses processos moleculares, além de serem característicos dessa fase da 

doença, podem gerar uma redução dos danos causados pelo AVC isquêmico 

(39,226,231,263,265,309,309). Na nossa casuística, verificamos que os pacientes 

avaliados na fase aguda apresentaram melhora significativa dos déficits após 3 meses 

do ictus do evento, de forma que a presença dos microRNAs e metabólitos alterados 

podem estar associados a esse fenótipo e apresentar um efeito benéfico aos 

pacientes, com redução da escala NIHSS na evolução do AVC.  

Para o grupo de pacientes da fase crônica, observamos uma maior 

variabilidade no prognóstico após 3 meses do evento isquêmico, através da 

comparação da evolução da escala de NIHSS desses pacientes. Esse fato pode ser 

verificado nas moléculas e mecanismos alterados identificados nas nossas análises. 

Exclusivamente para a fase crônica, observamos um aumento na expressão do mir-

34c, relacionado com processos de regeneração tecidual após isquemia, e um 

aumento nos níveis de glutamato, associado a neurotoxicidade, morte neuronal e 

danos cerebrais (298,356). Os microRNAs mir-215 e mir-206 também foram 

relacionados, na literatura, com piora dos déficits do AVC nos pacientes 

(227,292,357). Esses resultados contraditórios quanto à predição da evolução do AVC 

podem ser explicados por fatores clínicos dos pacientes e necessitam de maior 

atenção para análise e interpretação dos dados. 

É importante ressaltar que também observamos uma similaridade entre os 

microRNAs identificados tanto para a análise de plasma total, quanto de microRNAs 

associados a EVs. Isso mostra que essas moléculas possuem alta influência na 

comunicação intercelular sistêmica, de modo que tendem a serem mais protegidas 

contra degradação extracelular quando presentes em compartimentos extracelulares.   

Dessa forma, verificamos que há uma similaridade entre os processos, 

mecanismos e moléculas ativadas durante a fisiologia do AVC, de modo que estudos 

multiômicos podem ser a chave para identificar novos meios de diagnóstico, predição 

de prognóstico e tratamento dos pacientes. 
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É importante ressaltar que a alta variabilidade fenotípica dos pacientes e 

controles analisados nesse estudo pode interferir na relevância estatística dos 

resultados, o que se torna uma importante limitação do trabalho. Entretanto, apesar 

de este ser um estudo exploratório e unicêntrico, foi possível identificar variantes de 

interesse para a fisiopatologia da doença e que podem auxiliar nas estratégias de 

identificação de fatores de predisposição, novos métodos diagnósticos e de 

tratamento do AVC isquêmico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



127 
 

CONCLUSÕES GERAIS 

Neste estudo, identificamos variantes moleculares com alta associação com os 

mecanismos fisiopatológicos do AVC isquêmico.  

• Foram identificadas variantes raras nos genes COL4A3, COL6A3, FGFR2, 

FVIII, HLA-B, previamente descritos na literatura com função relacionada à 

mecanismos de interesse à fisiologia do AVC isquêmico. Essas variantes são 

potenciais candidatas à predição do risco de ocorrência e gravidade do AVC 

isquêmico nos pacientes.  

• Identificamos microRNAs diferencialmente expressos especificamente para 

cada fase do AVC isquêmico. Para a fase aguda, os microRNAs let-7, mir-182, 

mir-324 foram identificados e correlacionam-se com processos inflamatórios e 

condições de hipóxia. Para a fase crônica, o microRNA mir-34c foi identificado 

e associa-se com regeneração tecidual após os danos causados pelo AVC 

isquêmico. Observamos também, uma similaridade entre as moléculas 

identificadas nas análises de plasma total e associadas à EVs.  

• No caso da análise metabolômica, de modo similar aos achados na análise de 

microRNAs, também observamos metabólitos específicos para cada fase do 

AVC. Na fase aguda, observamos o aumento nos níveis de piruvato, formato e 

GlycA e uma redução nos níveis de glutamina. Esses metabólitos associam-se 

com processos inflamatórios, agregamento plaquetário, metabolismo 

anaeróbico e aumento dos danos teciduais causados pelo processo isquêmico. 

Para a fase crônica, observamos um aumento nos níveis de glutamato, que 

pode auxiliar um aumento dos danos cerebrais e neurotoxicidade nos 

pacientes.  

• Avaliando os achados moleculares com as fases do AVC, identificamos 

similaridades entre as análises, em especial, dos dados de microRNAs e 

metabólitos. Ambas as análises mostraram mecanismos moleculares alterados 

condizentes com a fisiologia do AVC, seja com a ativação e regulação de 

processos inflamatórios e anaeróbicos durante a fase aguda, ou com a 

estimulação de processos de regeneração tecidual e redução dos déficits 

causados pelo AVC durante a fase crônica. Com base nos dados clínicos, 

houve uma melhora dos déficits dos pacientes da fase aguda na evolução do 

AVC, simbolizando que as moléculas encontradas amenizaram os efeitos da 
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isquemia, apresentando efeitos benéficos aos pacientes. Contudo, os 

pacientes analisados na fase crônica apresentaram alta variabilidade nos 

déficits causados pelo AVC, o que pode explicar algumas expressões 

controversas, como as dos microRNAs mir-215 e mir-206 e do metabólito 

glutamato.  
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ANEXOS 

1. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa – UNICAMP 
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