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Introducéo: O bloqueio do fluxo sanguineo para o cérebro caracteriza o acidente
vascular cerebral isquémico (AVCi). O AVCi é classificado em cinco etiologias, sendo a
aterosclerose de grandes vasos uma das mais frequentes. Esta resulta da formacao de
trombos derivados de placas ateroscleréticas, levando a obstrugéo do Iimen vascular 2.
Durante o evento do AVCi, atuam varios mecanismos moleculares que visam a recuperagao
tecidual e de funcéo 3. Desta forma, com base na atuacdo desses processos e no tempo de
recuperacdo, o quadro de AVCi é dividido em fases aguda, subaguda e cronica.

Objetivos: Determinar o perfil metabdlico no plasma de pacientes em estagios
diferentes da doenca aterosclerética associadas ao AVCi e de individuos controle a fim de
identificar metabdlitos que possam ser usados como biomarcadores do AVCi.

Métodos: Foi utilizado plasma de pacientes atendidos no Hospital de Clinicas da
UNICAMP. Sangue periférico foi coletado e o plasma foi extraido em até 2 h apds a coleta,
sendo esta fragdo armazenada em -80 °C. A casuistica foi composta por pacientes na fase
aguda do AVCi aterosclerético (até 24h apo6s o ictus, n=19), na fase crbnica do AVCi
aterosclerotico (3 meses apos o ictus, n=19), e por pacientes com estenose grave
assintomatica de carétida interna sem AVCi (EACI, n = 17). Os grupos de pacientes foi
comparado também com um grupo controle, composto por individuos sem aterosclerose de
cardtida e sem antecedente pessoal e familiar de AVCi (n = 14). As amostras de plasma
obtidas foram analisadas por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio-1 (*H-RMN), utilizando um equipamento Ascend Avance |l de 600 MHz (Bruker
Inc.). Foram utilizados espectros unidimensionais (1D) com sequéncia de pulsos de Carr-
Purcell-Meiboom-Gill (CPMG). Para obtencdo dos espectros, as amostras foram
descongeladas, diluidas em propor¢do 1:1 com solu¢cdo de TMSP-Agua Deuterada e
mantidas em gelo até que a analise fosse realizada em temperatura ambiente. Foi utilizado
o software MestreNova 4 para a padronizacdo dos espectros, referenciamento de
deslocamento quimico padréo para sobreposi¢do dos dados (pico de lactato em & = 1,324),
binning de & = 0,004 e normalizacdo por area total do espectro. Foi exportada uma matriz
de dados (.csv) na qual cada bin representa uma variavel com a intensidade de sinal
absorvida relativa a cada amostra. A matriz foi tratada de forma que foram removidas as
variaveis referentes aos sinais de agua e EDTA, pois poderiam interferir nos célculos devido
a grande quantidade presente nas amostras de sangue. Os dados foram divididos em dois
segundo as regides de compostos alifaticos (6 = 0 — 4,45) e aromaticos (& = 5,10 — 9,00) dos
espectros. Isso foi feito visando melhorar a identificacdo de sinais relevantes da regido
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aromatica, pois as intensidades dos sinais dessa regido sdo muito menores em comparacao
com a regido alifatica. Os dados foram importados para a plataforma MetaboAnalyst 4.0 °
para a realizacdo das analises multivariadas. Durante a importacdo, a plataforma fez um
processo de auto escalonamento dos dados. Na plataforma, foram analisados grupos dois
a dois (ou seja, grupo controle x grupo AVCi agudo; controle x AVCi cronico etc), resultando
em 6 comparacdes. Para cada comparacao, foram analisados os graficos exploratérios de
PCA e discriminativos de PLS-DA. O modelo de PLS-DA reportou as variaveis com
importancia para a discriminacdo do modelo (valores VIP). Além disso, cada variavel foi
testada pela analise univariada de Wilcoxon-Mann-Whitney para determinar se as medianas
de seus dados séo estatisticamente relevantes em cada comparacao. Foram selecionadas
as variaveis com p-valor nominal < 0,05 (sem uso de testes de corre¢do) e com valor VIP >
1 para identificacdo de possiveis metabdlitos em banco de dados HMDB © e na literatura.
Em segundo momento, também foram verificadas variaveis com p-valor nominal entre 0,05
e 0,15 e valor VIP > 1 que poderiam ter sentido para identificacdo de possiveis metabdlitos.

Resultados e Discussao: Foi verificado que as idades do grupo AVCi cronico
apresentaram distribuicdo ndo normal pelo teste de Shapiro-Wilk (p-valor = 0,022). O teste
por Kruskal-Wallis rejeitou a hipétese de igualdade de idade entre os grupos (p-valor =
0,048). Pelo teste de qui quadrado (x?), foi rejeitada a hipétese de igualdade dos grupos
guanto ao género (p-valor = 0,033) e aos fatores de risco por dislipidemia (p-valor = 0,035)
e tabagismo (p-valor = 0,012). Os testes para hipertenséo arterial (p-valor = 0,372), diabetes
mellitus (p-valor = 0,861) e uso de alcool (p-valor = 0,113) aceitaram a hipétese de igualdade
entre os grupos. E necesséario observar que esses resultados podem ndo refletir a
distribuicdo verdadeira dos grupos devido a auséncia de algumas informa¢cdes no banco de
dados.

Os graficos exploratorios de PCA indicaram que ndo houve grande variacdo e nem
clara separacao entre as amostras em quaisquer regides do espectro analisadas (aromética
ou alifatica). Os graficos de PLS-DA maximizaram a separagao das amostras de acordo com
a classificacdo em que estdo inseridas, como € proprio desta analise. Porém, a verificacdo
da capacidade preditiva dos modelos de PLS-DA, que foi avaliada somente pelos valores de
Q? obtidos pela validacdo cruzada de k-fold (k = 10), indicou que os modelos ndo foram
adequados para predicdo das diferentes classes devido aos valores de Q? terem sido
negativos ou muito baixos.

Figura 1. Graficos de PCA das comparacdes.
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Figura 2. Gréficos de PLS-DA das comparacdes.
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Referentes a reg|ao alifatica 6 0-4, 45 ppm (esq.) e aromatica 6 = 5,10 - 9 00 ppm (d|r)

Apesar da capacidade preditiva baixa, foram identificados alguns sinais de
metabodlitos com intensidades relativas diferentes entre 0s grupos e que poderiam ser
discriminatorios das classes, segundo as variaveis com o p-valor e valor VIP dentro das
especificacdes. A lista desses metabdlitos, o grupo no qual foram identificados e o Logz de
Fold Change sé&o apresentados a seguir.

A Tabela 1 apresenta o formato (4cido formico) e metionina, respectivamente, com
maiores e menores intensidades relativas para pacientes com AVCi na fase. Essas relacdes
podem indicar deficiéncia da via do acido folico e quadro de hiperhomocisteinemia, quadro
importante para o desenvolvimento de aterosclerose ‘. A identificacéo de citrato e piruvato,
com respectivas intensidades menores e maiores para a fase aguda em comparagcéo aos
demais grupos, pode indicar maior atuacéo da via glicolitica anaerobica e deficiéncia da via
do &cido citrico pelo desbalanco de oxigénio durante o fluxo sanguineo diminuido para a
regido cerebral .

Tabela 1. Identificacéo de citrato, formato (acido férmico), metionina e piruvato.

Agudo / Crdnico / Estenose / Agudo / Crbnico / Crbnico /
Metabdlito Controle Controle Controle Estenose Estenose Agudo
Log, FC Log, FC Log, FC Log, FC Log, FC Log, FC
. -0,55; -0,42; 0,66;
Citrato -0,55 n.d. 056 0,46 0.36 0,47
Formato 4,49; 3,03; 3,36; n.d n.d 3,57; 6,91, n.d -1,44,
(acido férmico) 23,45 e e 22,96 o -1,48
Mationina 1,00; -0,46; gl gl 0,71; -0,49; Al 0,30; 0,36;
-0,61; -0,59 -0,61 0,86; 0,79
Piruvato 1,11 n.d. 0,98 n.d. -0,72 -0,86

n.d. = ndo descrito

A Tabela 2 apresenta GlycA, que representa os sinais de glicoproteinas e/ou
glucosaminas N-acetiladas das quais fazem parte as glicoproteinas de fase aguda de
inflamacéo e que podem ter relacdo com eventos trombéticos e ateroscleréticos 8. A maior
intensidade desses sinais para AVCi na fase aguda e estenose grave pode indicar algum
disturbio dessa classe no inicio do evento isquémico. A glutamina foi identificada com
maiores intensidades relativas para 0s grupos controle, cronico e estenose em comparacao
com a fase aguda. Niveis menores de glutamina podem estar relacionados com maiores
danos teciduais, o que poderia explicar essa relacdo entre os grupos ‘. Arginina e lisina
foram identificadas com menores intensidades para a fase aguda em relacdo aos demais, o
que pode ter relacdo com distlrbios dos processos regulatérios do fluxo sanguineo °.
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Tabela 2. Identificacd@o de sinais de glicoproteinas, glutamina, arginina e lisina.

Agudo / Cronico / Estenose / Agudo / Cronico / Cronico /
Metabdlito Controle Controle Controle Estenose Estenose Agudo
Log, FC Log, FC Log; FC Log; FC Log; FC Log, FC
GlycA 0,9 n.d. n.d. n.d. -1,19 -1,66
. 1,00; -0,46; 0,71, -0,49; 0,30; 0,36; 0,86;
Glutamina 20.61: -0,59 n.d. n.d. 0,61 n.d. 0.79
- -0,48; -0,42; 0,39; 0,38;
Arginina -0.45: -0.65 n.d. n.d. -0,52 n.d. 0.52
. -0,48; -0,42; 0,39; 0,38;
Lisina -0.45: -0.65 n.d. n.d. -0,52 n.d. 0.52

n.d. = n&o descrito

A Tabela 3 apresenta isoleucina, um aminoécido de cadeia ramificada (BCAA) e que
pode ter relacdo com metabolismo energético e com a regulacdo de niveis de
neurotransmissores °. A identificacdo de menores intensidades dos sinais desse metabdlito
para a fase aguda em comparacdo com 0s grupos crénico e estenose podem indicar
desregulacdo de neurotransmissores e desbalanco do metabolismo energético, o que pode
ter relacdo também com os achados de piruvato e citrato. Tirosina foi indicada com
intensidades relativas maiores para AVCi crénico e menores para a fase aguda, as quais
podem estar relacionadas ao seu uso como substrato para a producdo de catecolaminas
durante a lesdo cerebral e estresse da fase aguda *. Serina, ureia, manose, dimetilglicina,
trimetilamina e succinato tiveram maior intensidade para 0S grupos pacientes em
comparagao com grupo controle, mas nédo foram encontrados possiveis significados sobre
a relacao deles com fenétipos da doenca na literatura utilizada.

Tabela 3. Identificacé@o de isoleucina, serina, tirosina, ureia, manose, dimetilglicina, trimetilamina e succinato.

Agudo / Crbénico / Estenose / Agudo / Cronico / Cronico /
Metabdlito Controle Controle Controle Estenose Estenose Agudo
Log, FC Log, FC Log, FC Log, FC Log, FC Log, FC
. -0,50; -0,35; 0,54; 0,37; 0,40; 0,63; -0,53; 0,67; 0,43;
Isoleucina -0.26: -0.49 064 045 045 n.d. 0,32: 0,67
089 omos
Serina -0,67; -0,58; 0,77; 0,35; -0,52; -0,65; 0,69; 0'381 0’431 0,50; 0,62;
-0,69; -0,83 -0,52 -0,81; -0,72 0,97 POy 0,53; 0,61;
0,40; 0,29; 044
0,29; 0,60 '
0,56; 0,68;
1,10; 0,42; o Ao
. -0,84; -0,70; o A 0,59; 0,75;
Tirosina -0,84 n.d. -0.93 n.d. 0,7:2L,60(,)62, 080 125
' 1,77
BRI -1,05; -0,89; -1,39; -0,77;
Ureia 0.89; -1,33; -0,87;-0,60; n.d -1,48;-1,10; n.d n.d
20 115 -0,71; -0,64; e -8,13; -21,83; - -
-0,89; -1,12; 078 110
-1,04 ’ '
0,53; 0,65; 0,46; 0,41; 0,42;
Manose 0,84 057 0.46 n.d. 030 n.d.
Dimetilglicina 0,69 %7523 n.d. n.d. n.d. 0,53
AT 0,58; 0,72; 0,72; 0,75; 0,56;
Trimetilamina 065 072:0.79 051 n.d. 0,52 n.d.
Succinato 1,21 0,49331 0,75 n.d. n.d. -0,71

n.d. = ndo descrito

A Tabela 4 apresenta leucina, glutamato e glicose. Estes foram identificados com
relacdes contrarias as indicadas na literatura. Leucina também é uma BCAA, mas, contrario
a isoleucina, teve niveis maiores para o grupo agudo. Glutamato foi descrito na literatura
como aumentado na fase aguda do AVCi e com associacdo a quadro de neurotoxicidade,
excitagcdo neural e processo isquémico . Porém, nossos resultados indicaram que
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glutamato teve niveis maiores para o grupo na fase crénica. E por fim, quadros de
hiperglicemia durante a fase aguda do AVCi ja foram discutidas anteriormente 2, porém,
nossos resultados indicaram os sinais de glicose com menores intensidades para a fase
aguda. E importante ainda ressaltar que ndo foram analisadas o uso de farmacos
hipoglicemiantes ou de outras classes pelos individuos, o que pode influenciar nos
resultados. E também nao foram identificados, em nossos resultados, metabdlitos descritos
na literatura como possiveis marcadores para quadro de estenose.

Tabela 4. Identificacdo de leucina, glutamato e sinais de glicose.

Agudo / Cronico / Estenose / Agudo / Crdnico / Crdnico /
Metabdlito Controle Controle Controle Estenose Estenose Agudo
Log, FC Log, FC Log, FC Log, FC Log; FC Log; FC
. 0,63; 0,82; -0,45; -0,48;
Leucina 086 0,62 066 n.d. 0,44 n.d.
0,97; 0,70; . . 0,40; 0,55;
Glutamato n.d. 0,70; 0,56; %%62 n.d. (())ZSE:;L 0,67; 0,82;
0,88 ’ ' 0,54
e 0,70; 0,53; - 0es 10,61; -0,70; Roelgies.
. -0,72; 0,60; ! ! -0,74; 0,64; ! ! 0,31; 0,36;
Glicose i X -0,96; 0,65; . -0,68; -0,35; n.d. A :
-0,61; -0,52; . -0,90; 0,65 . 0,34; -0,90;
045 0,53;-0,84 -0,50; -0,48 120

n.d. = ndo descrito

Conclusdo: No6s encontramos metabdlitos com intensidades de sinais diferenciais
em grupos especificos da doenca aterosclerdtica associada ou ndo ao AVCi. Esses
metabolitos estdo envolvidos principalmente na via glicolitica anaerdbica e metabolismo
energético, quadros de inflamacéo e regulacdo de fluxo sanguineo. Vale salientar que
também encontramos metabdlitos que nao tiveram a relagcdo com o fenoétipo para AVCi e/ou
a aterosclerose descritos na literatura, ou mesmo que tiveram relagdes de intensidade em
direcdo oposta ao ja descrito na literatura. Consideramos que nossos resultados séo
promissores, mas devido a caracteristica de sinais aglomerados em 1D H-RMN, é
necessario realizar analises adicionais para a validagdo dos metabdlitos encontrados, como
RMN bidimensional (2D). Além disso, nossos resultados tiveram uma baixa capacidade
preditiva do modelo multivariado usando o perfil metabélico global dos diferentes grupos, o
gue pode ser consequéncia do numero amostral limitado ante a grande variabilidade
individual apresentada pelos pacientes.

Comité de Etica (nimero 12112913.3.0000.5404/Parecer 257.020).
FAPESP (#2019/00048-0). Projeto vinculado ao CEPID-BRAINN.
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