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RESUMO

Introducdo: O acidente vascular cerebral isquémico (AVCI) agudo é uma das principais
causas de morbimortalidade em todo o mundo e estd associado a uma importante
incapacidade funcional a curto e longo prazo. Diferentes varidveis demogréficas, clinicas, de
imagem e laboratoriais foram propostas como potenciais biomarcadores para predi¢cdo do
desfecho do AVCI. No entanto, a maioria dos estudos avaliou biomarcadores isoladamente e
apresentaram resultados conflitantes. Objetivo: Avaliar um conjunto de variaveis
demograficas, clinicas, de imagem e biomarcadores laboratoriais como potenciais preditores
de incapacidade e mortalidade a curto prazo, bem como mortalidade a longo prazo em
pacientes com AVCI. Métodos: O estudo envolveu 153 pacientes com AVCI inseridos
consecutivamente. Varidveis demograficas, antropométricas, fatores de risco para AVCI,
informacdes clinicas, a gravidade do AVCI usando a National Institute of Health Stroke Scale
(NIHSS) e amostras de sangue foram obtidas dentro de 24 horas da admissdo. A gravidade foi
categorizada em leve (NIHSS 0-4), moderada (NIHSS 5-14) e grave (NIHSS >15). A
espessura médio-intimal da car6tida (cIMT) e a estenose carotidea foram visualizadas por
ultrassonografia com doppler realizada durante a hospitalizacdo do paciente. A cIMT foi
categorizada em <1,0 mm e >1,0 e o grau de estenose em <50% e >50%. O desfecho a curto
prazo foi avaliado pela escala de Rankin modificada (mRS) trés apds a admissdo e
caracterizado como incapacidade leve (mRS<3), incapacidade moderada/grave (mRS>3) ou
obito (MRS=6). O desfecho a longo prazo foi carecterizado como sobrevida e ndo sobrevida
apos 12 meses apds a admissdo. Os biomarcadores laboratoriais incluiram moléculas de
diferentes vias, tais como resposta inflamatéria, coagulacdo e disfuncdo endotelial.
Resultados: Os resultados foram apresentados em dois artigos originais: no primeiro artigo,
incluimos 106 pacientes com AVCI, a mediana da idade foi de 66 anos e os fatores de risco
modificaveis mais frequentes para o AVCI foram hipertensdo arterial sistémica (71,2%),
dislipidemia (48,1%) e diabetes mellitus tipo dois (DMT2) (30,8%). Estenose carotidea >50%
(p=0,032), DMT2 (p=0,016) e NIHSS (p<0,001) foram preditores de incapacidade
moderada/grave a curto prazo; juntas, essas variaveis classificaram corretamente 85,2% de
todos os casos (sensibilidade: 90,2%; especificidade: 81,8%). Somente o NIHSS previu a
mortalidade a curto prazo e classificou corretamente 85,7% de todos os casos (sensibilidade:
95,8%, especificidade: 47,4%). Na andlise de regressdo de Cox, com a adicdo de possiveis
variaveis confundidoras, os pacientes com AVCI com maior NIHSS apresentaram menor
sobrevida ap0s trés meses de acompanhamento do que aqueles com menor NIHSS [odds ratio
(OR): 4,35, 95% intervalo de confianca (IC): 1,46-116.0, p=0,029]. No segundo artigo,
incluimos 104 pacientes com AVCI; 21,1% ndo sobreviveram ap0s 12 meses de
acompanhamento. Os que n&o sobreviveram, apresentaram maior NIHSS e cIMT, menores
niveis de antitrombina e maiores niveis de fator VII (FVIII), proteina C reativa
ultrassensivel (usPCR), interleucina (IL)-10 e molécula de adesdo celular vascular solavel 1
(sVCAM-1) do que os que sobreviveram (p<0,05). No entanto, apenas o NIHSS e os niveis de
usPCR foram preditores independentes de mortalidade a longo prazo (OR: 1,15; intervalo de
confianca de 95% IC de 1,04-1,28, p=0,007 e OR: 1,89, IC de 95%: 1,09-3,78, p=0,041,



respectivamente). O modelo combinado de NIHSS e niveis de usPCR apresentou melhor
resultado [area sob a curva (AUC): 0,804, IC 95%: 0,679-0,927] do que os modelos NIHSS e
usPCR isoladamente como preditores de mortalidade a longo prazo (AUC: 0,766, IC 95%:
0,663-0,890 para NIHSS e AUC: 0,669, IC 95%: 0,546-0,832 para usPCR). Juntos, o NIHSS
e a USPCR classificaram corretamente 87,7% dos casos, com sensibilidade de 98,1%,
especificidade de 46,2%, valor preditivo positivo de 81,2% e valor preditivo negativo de
89,2%. Concluséo: A presenca de estenose carotidea >50% e DMT2 juntamente com escore
elevado de NIHSS na admisséo hospitalar foram preditores de maior incapacidade e 0 NIHSS
foi preditor de mortalidade aos trés meses. Além disso, 0 NIHSS e os niveis de usPCR obtidos
dentro de 24 horas ap6s a internacdo dos pacientes com AVCI foram biomarcadores
preditivos precoces de mortalidade a longo prazo. Portanto, o uso de um modelo combinado
de biomarcadores, como NIHSS e usPCR, pode prever precocemente o prognéstico dos
pacientes com AVCI.

Palavras-chaves: Acidente vascular cerebral isquémico. Incapacidade. Mortalidade. NIHSS.
Estenose carotidea. Proteina C-reativa. Biomarcadores inflamatérios.
Moléculas de adesao.
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ABSTRACT

Background: Acute ischemic stroke (IS) is one of the leading causes of morbidity and
mortality worldwide and it is associated with an important short-term and long-term
functional disability. Demographic, clinical, imaging and laboratory biomarkers have been
proposed as potential surrogate markers for IS outcome. However, most results have
evaluated single biomarkers and have shown conflicting results. Objective: to evaluate a set
of demographics, clinical, imaging variables, as well as laboratory biomarkers as potential
predictors of short-term disability and mortality as well as long-term mortality in patients with
IS. Methods: The study enrolled consecutively 153 patients with 1S. Demographic and
anthropometric variables, risk factors for IS, clinical information, the severity of IS using the
National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) and peripheral blood samples were
obtained within 24 h of admission. The IS severity was categorized as mild (NIHSS 0-4),
moderate (NIHSS 5-14) and severe (NIHSS >15). Carotid intima-media thickness (cIMT) and
carotid stenosis were visualized using ultrasonography with Doppler performed during the
patient hospitalization. The cIMT was categorized as <1.0 mm and >1.0 mm and the degree of
stenosis as <50% and >50%. Short-term outcome was measured using modified Rankin scale
(mRS) three-months after admission. The short-term outcome was categorized as mild
disability (mRS<3), moderate/severe disability (mRS>3) or death (mRS=6). The long-term
outcome was categorized as survival and non-survival. The laboratory biomarkers included
molecules from different pathways, such as inflammatory response, coagulation and
endothelial dysfunction. Results: The results were shown in two original articles: In the first
article, we included 106 IS patients, the median age was 66 years and the most frequent
modifiable risk factors for IS were systemic arterial hypertension (71.2%), dyslipidemia
(48.1%) and type 2 diabetes mellitus (T2DM) (30.8%). Carotid stenosis >50% (p=0.032),
T2DM (p=0.016) and NIHSS (p<0.001) were predictors of moderate/severe disability;
together, these variables correctly classified 85.2% of all cases (sensitivity: 90.2%;
specificity: 81.8%). Only NIHSS predicted short-term mortality and correctly classified
85.7% of all cases (sensitivity: 95.8%, specificity: 47.4%). In the Cox regression analysis with
adding possible confounder variables, 1S patients with higher NIHSS showed lower survival
after three-month follow-up then those with lower NIHSS [odds ratio (OR): 41.35, 95%
confidence interval (Cl): 1.46-116.0, p=0.029]. In the second article, we included 104 IS
patients; of them, 21.1% were non-survivors after 12 month-follow-up. The non-survivors
showed higher NIHSS and cIMT, lower levels of antithrombin and higher levels of Factor
VIII, sensitivity C-reactive protein (hsCRP), interleukin (IL)-10, and soluble vascular cellular
adhesion molecule 1 (SVCAM-1) than survivors. However, only NIHSS and the levels of
hsCRP were independent predictors of long-term mortality (OR: 1.15, 95% CI: 1.04-1.28,
p=0.007 and OR: 1.89, 95% CI: 1.09-3.78, p=0.041, respectively). The combined model of
NIHSS and hsCRP showed better result [area under curve (AUC): 0.804, 95% CI. 0.679-
0.927] than NIHSS and hsCRP isolated models for predicting long-term mortality (AUC:
0.766, 95% CI: 0.643-0.890 for NIHSS and AUC: 0.689, 95% CI: 0.546-0.832 for hsCRP).
Together, NIHSS and hsCRP correctly classified 87.7% of cases, with sensitivity of 98.1%,



specificity of 46.2%, positive predictive value of 81.2% and negative predictive value of
89.2%. Conclusion: Carotid stenosis >50%, T2DM and high NIHSS were predictors of
moderate/severe disability and NIHSS was predictor of mortality after three-month follow-up.
Moreover, the combined model of NIHSS and hsCRP obtained within 24 hours after hospital
admission of IS patients were predictive biomarkers of long-term mortality. Therefore, the use
of a combined model of biomarkers, such as NIHSS and hsCRP, may early predict the
outcome of the IS patients.

Keywords: Ischemic stroke. Disability. Mortality. NIHSS. Carotid stenosis. C-reactive
protein. Inflammatory biomarkers. Adhesion molecules.
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1 INTRODUCAO

O acidente vascular cerebral (AVC) € definido como uma perda subita da funcéo
cerebral com répido desenvolvimento de sinais clinicos de disturbios focais com a
apresentacdo de sintomas igual ou superior a 24 horas, consequentemente provocando
alterac6es nos planos cognitivo e sensorio-motor (BRASIL, 2013).

Existem dois tipos de AVC: cerca de 85% s&o acidentes vasculares cerebrais
isquémicos (AVCI) decorrentes de uma obstrugdo arterial encefélica, os 15% restantes séo
acidentes vasculares cerebrais hemorragicos (AVCH), dos quais cerca de 10% sdo decorrentes
de hemorragia intracerebral espontanea e 5% de hemorragia subaracndidea (GO et al., 2014).

Quanto a etiologia, segundo os critérios definidos pelo Trial of Org 10172 in Acute
Stroke Treatment (TOAST), o AVCI é classificado em cinco subtipos dependendo dos dados
clinicos, dos exames laboratoriais e de imagem (ADAMS et al., 1993), sendo os mais
importantes os de doenca aterosclerotica de grandes artérias (LAAS), infarto lacunar (LAC) e
infarto cardioembolico (CEI). Além desses, existem inumeras outras causas, como vasculites,
trombofilias, anemia falciforme, disseccéo arterial e doengas genéticas, caracterizando como
AVCI de outra etiologia determinada (ODE). Em até 30% dos casos, a etiologia ndo pode ser
definida, caracterizando o AVCI de etiologia indeterminada (UDE). Quanto ao AVCH as
principais causas relacionadas as hemorragias intracerebrais espontanea e subaracndidea séo,
respectivamente, hipertensdo arterial sistémica, aneurismas e malformacdes arteriovenosas
cerebrais (ROSAMOND et al., 2008).

11 EPIDEMIOLOGIA DO AVC

O AVCI agudo é uma das principais causas de morbimortalidade em todo o mundo
com forte impacto econémico e social, principalmente na populacdo acima dos 55 anos de
idade (ALMEIDA; DAL P1ZZOL, VALLER, 2012; PETROVIC-DJERGOVIC et al. 2016) e
estd associado a uma importante incapacidade funcional a longo prazo. Um terco dos
individuos com AVCI morre dentro dos primeiros trés meses do evento isquémico ou de suas
complicacbes. Entre os pacientes que sobrevivem a um AVCI, 20% necessitam de cuidados
institucionais nos primeiros trés meses apds a lesdo e 15% a 30% sofrem de incapacidade
permanente. Além disso, aproximadamente um ter¢o dos pacientes ndo sobreviveu trés anos
apos o primeiro AVCI (FENJIN et al., 2017).
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A doengca cardiaca isquémica e AVC foram as maiores causas de morte no mundo nos
altimos 15 anos, somando 15,2 milhdes de mortes em 2016 (WHO, 2018). As projecbes
mostram que até 2030, 3,4 milhdes de adultos nos Estados Unidos da América (EUA) com
idade > 18 anos, representando 3,88% da populagdo adulta, sofrerdo um AVC, um aumento
de 20,5% na prevaléncia em relacéo a 2012. O maior aumento (29%) é projetado em homens
hispanicos brancos (OVBIAGELE et al., 2013).

O Nacional Health and Nutrition Examination Survey indica que 6,8 milhdes de
Norte-Americanos (2,8% da populacdo) maiores de 20 anos tém diagndéstico relacionado ao
AVC. Cerca de 15% dos casos de AVC foram precedidos de um acidente isquémico
transitorio (AIT) (GO et al., 2014).

Existem variacGes internacionais substanciais da mortalidade por AVCI (SARTI et al.,
2000). Os resultados do Projeto de Monitoramento Multinacional de Tendéncias e
Determinantes da Doenca Cardiovascular da Organizacdo Mundial da Saiude (OMS
MONICA) mostraram que as tendéncias de 10 anos na mortalidade por AVC diferiram nas
populacdes estudadas de varios paises (TRUELSEN et al., 2003). Estudos de mortalidade a
curto ou longo prazo apds AVC e fatores prognasticos relacionados foram relatados em varios
locais em todo o mundo; como o Projeto WHO MONICA (TRUELSEN et al., 2003),
abrangendo paises europeus (ERIKSSON et al., 2001), EUA (COLLINS et al., 2003; PETTY
et al., 2000; VERMINO et al., 2003) e Austrdlia (HANKEY et al., 2000). Embora a idade e
fatores de risco para o0 AVCI tenham sido os principais preditores de morte no seguimento de
um més, as comorbidades e varidveis associadas a doenca vascular aterosclerotica previram
mortalidade a longo prazo (KOTON et al., 2010). A morte p6s-AVC de curto prazo (variando
de uma semana a trés meses) foi prevista por febre, idade, niveis plasmaticos de glicose, AVC
prévio, gravidade de déficit neuroldgico e tamanho da lesdo (KOTON et al., 2010; HENON et
al., 1995). Ja os fatores de risco para morte dentro de trés anos ap6s um AVCI incluem idade
avancada, subtipos de AVCI gravidade inicial do AVCI, AVCI prévio / AIT, diabetes mellitus
tipo 2 (DMT2) e doenga cardiaca (ERICKSSON et al., 2001; COLLINS et al., 2003; PETTY
et al., 2000; VERMINO et al., 2003; HANKEY et al., 2000).

Apesar nos declinios das taxas de mortalidade no Brasil, o AVC continua sendo a
primeira causa de morte e incapacidade no pais. Dados do estudo prospectivo nacional
indicaram uma incidéncia anual de 108 casos por 100 mil habitantes (BRASIL, 2013).

No Brasil, o AVC ocorre com maior frequéncia na faixa etaria superior a 50 anos,
sendo responsavel por 10% do total de Obitos, 32,6% das mortes com causas vasculares e

40% das aposentadorias precoces no Brasil. O pais esta posicionado entre os dez primeiros
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com maiores indices de mortalidade por AVC (ABRAMCZUK; VILLELA, 2009). Em 2010,
segundo dados do Ministério da Saude, o AVC foi responsavel por 52,3 6bitos em 100 mil
habitantes, representando 10% das internacdes em hospitais publicos (BRASIL, 2013a),
apresentando um alto custo para o Sistema Unico de Saude (BOTELHO et al., 2016).

Os 6bitos por AVC de pessoas com idades entre 20 e 59 anos corresponderam a 31,1%
do total de 6bitos captados pelo Sistema de InformacBes de Mortalidade em 2010, com maior
propor¢do de mortes entre homens e no grupo etario de 50 a 59 anos. Apesar disso, a
populacdo desconhece a doenca, os fatores de risco sdo mal controlados, poucos centros tém a
estrutura e a organizacao necessarias para atender e tratar, de maneira adequada, 0s pacientes
em fase aguda da doenca e poucos locais oferecem reabilitacdo a estes pacientes (CABRAL,
2009).

Em 2015, Bensenor e colaboradores, estimaram que 2.231.000 pessoas tiveram 0
diagnostico de AVC e 568.000 pessoas com incapacidade por AVC no Brasil. A prevaléncia
pontual foi 1,6% em homens e 1,4% em mulheres, e a de incapacidade 29,5% em homens e de
21,5% em mulheres. A prevaléncia aumentou com a idade, nos menos escolarizados,
residentes da zona urbana, sem diferencas pela cor da pele autodeclarada. O grau de
incapacidade p0s-AVC ndo foi estatisticamente diferente segundo sexo, raga, nivel de
educacdo ou area de moradia. Embora os dados sejam alarmantes, o Brasil vem seguindo uma
tendéncia ja observada nos paises desenvolvidos de queda das taxas de mortalidade por AVC.
Assim como a incidéncia, a mortalidade, nos ultimos 30 anos, em paises desenvolvidos, tem
declinado, principalmente, no Japdo, América do Norte e Europa Ocidental e, na ultima
década, também na Europa Oriental, porque sdo locais onde surgem e primeiro se disseminam
0s novos meétodos preventivos (ABRAMCZUK, VILLELA, 2009). As curvas das taxas de
mortalidade nos paises em desenvolvimento, especialmente na América Latina, tém
diminuido, ainda que menos pronunciadamente do que nos EUA e Canada. Utilizando dados
oficiais de atestados de 6bitos, um estudo das taxas de mortalidade por AVC no Brasil,
comparando o inicio das décadas de 1980, 1990 e 2000, demonstrou um declinio de 68,2 para
40,9 por 100.000 habitantes no periodo, com variac¢des regionais (CABRAL, 2009).

No entanto, o total de Obitos atribuidos a0 AVC, em ndmeros absolutos, tem
aumentado nas trés ultimas décadas. A aparente contradicdo se deve ao aumento da
expectativa de vida da populacdo. Como os idosos representam o grupo mais acometido pela
doenca, o nimero total de 6bitos por AVC cresce em paralelo com o fendmeno demogréfico
(ABRAMCZUK, VILLELA, 2009).
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1.2 FATORES DE RIsco PARA AVCI

Os fatores de risco para a ocorréncia do AVCI sdo classificados como ndo
modificaveis e incluem idade, sexo, etnia e variantes genéticas (GUIMARAES; AZEVEDO,
2010; JICKLING et al., 2010); destes, a idade € o mais importante (ROSAMOND et al.,
2008; ALMEIDA; DAL P1ZZOL; VALLER, 2012), e modificaveis que incluem hipertensao
arterial sistémica dislipidemia, DMT2, obesidade, sedentarismo, tabagismo, etilismo,
hipovitaminose D, fibrilacdo atrial, uso de contraceptivo oral, terapia hormonal pds-
menopausa, estenose carotidea, AVCI e AIT prévios (GO et al., 2014; BENJAMIN et al.,
2018). A incidéncia do AVCI esté relacionada aos fatores de risco mencionados e também ao
indice de Desenvolvimento Humano (IDH) elaborado pela Organizacdo das Nagbes Unidas,
entre outros, enquanto a letalidade estaria associada a eficacia do tratamento instituido
(CABRAL, 2009). O Quadro 1 sumariza os principais fatores de risco modificaveis e ndo
modificaveis associados com AVCI agudo.

Alteracdes metabolicas tém sido implicadas na patogénese e no prognéstico do AVCI.
A presenca de obesidade central, resisténcia a insulina, hipertensdo arterial sistémica e
dislipidemia sdo alguns dos critérios que definem a sindrome metabdlica, uma constelacao de
fatores de risco ao dano vascular (HANCHAIPHIBOOLKUL et al., 2013). Nosso grupo de
estudo avaliou se a presenca de sindrome metabolica influenciaria a incapacidade funcional
de curto prazo dos pacientes dos pacientes com AVCI agudo. Os resultados mostraram que 0
grau de incapacidade apos trés meses do evento isquémico, avaliado pelo mRS, néo diferiu
entre 0s pacientes com sindrome metabdlica e sem sindrome metabdlica. Embora os pacientes
com AVCI e sindrome metabolica apresentassem aumento dos biomarcadores de estresse
oxidativo, ndo houve influéncia na incapacidade de curto prazo e na sobrevida dos mesmos
(SIMAO et al., 2015).
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Quadro 1 Principais fatores de risco modificaveis e ndo modificaveis associados com

acidente vascular cerebral isquémico agudo

MODIFICAVEIS NAO MODIFICAVEIS
Hipertensdo arterial sistémica Idade

Aterosclerose Sexo

Diabetes melittus tipo 2 Etnia

Dislipidemia Histdria familiar de AVC
Fibrilagdo Atrial AVC ou AIT prévios

Tabagismo Genéticos

Sedentarismo Fator V de Leiden

Etilismo Mutacdo no gene da protrombina
Obesidade Deficiéncia de Proteina C
Uso de contraceptivo oral Deficiéncia de Proteina S
Terapia reposi¢édo hormonal Deficiéncia de antitrombina
Hipovitaminose D Mutacdo no gene MTHFR
Estenose carotidea (hiperhomocistenemia)

Uso de drogas (cocaina, anfetamina) Anemia falciforme
Depressao CADASIL

Disturbios do sono Doenca de Fabry

AVC: acidente vascular cerebral; AIT: acidente isquémico transitério; MTHFR: 5,10-
metilenotetrahidrofolato-redutase; CADASIL: Arteriopatia Cerebral Autossdbmica Dominante com
Enfartes Subcorticais e Leucoencefalopatia.

Fonte: Adaptado de Benjamin et al (2018); Guimaraes; Azevedo (2010).

O DMT2 € um fator de risco importante para o AVCI e, dada sua crescente
prevaléncia impulsionada pelo envelhecimento e pelo aumento das taxas de obesidade,
espera-se que o DMT?2 contribua mais para a carga global de AVC (BENJAMIN et al., 2018).
Além disso, 0 AVCI em pacientes com DMT?2 parece ser de maior gravidade e resultar em
maiores taxas de dependéncia e mortalidade (HATZITOLIOS et al., 2009). Portanto, 0o DMT2
também é um fator prognostico para o AVCI. Muitas vias deletérias envolvidas no DMT2
contribuem para a piora do AVCI. Tanto a hiperglicemia como a hipoglicemia estéo
envolvidas na lesdo cerebral ap6s o AVCI. Isso inclui disfuncdo endotelial vascular, aumento

da permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE), disfun¢do mitocondrial, estresse
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oxidativo e inflamacgdo sistémica (SHUKLA et al., 2018). Além disso, a glicose plasmatica
pode atravessar a BHE e promover o estresse oxidativo, devido ao comprometimento das
fungdes de eliminagdo de radicais livres e do ciclo da glutationa, induzindo osmolaridade
aberrante nas células cerebrais e promovendo a glicacdo de proteinas com a formacdo de
produtos finais de glicacdo avancada (TOMLINSON; GARDINER, 2008). Além disso, a area
de infarto é maior em pacientes com hiperglicemia do que nos pacientes com glicemia
normal, e o tamanho da penumbra aumenta linearmente com a hiperglicemia (ROSSO et al.,
2011). Outro estudo mostrou que o0 DMT2 ndo parece afetar a gravidade do AVCI, mas esta
independentemente associado a um pior resultado funcional na alta hospitalar (TZIOMALQOS
et al., 2014). Além disso, o tratamento prévio com agentes antidiabéticos em pacientes que
sofrem de AVCI pode resultar em um evento isquémico menos grave, melhor resultado
funcional e baixo risco de mortalidade (DARSALIA et al., 2013; L1 et al., 2010; MAGKOU;
TZIOMALOS, 2014; TZIOMALOS et al., 2015).

Estudos da American Heart Association indicam que negros apresentam risco de
AVCI duas vezes maior que outras etnias (AMERICAN HEART ASSOCIATION STROKE
COUNCIL, 2009). Observa-se nitida relacao entre o nivel socioeconémico e a prevaléncia de
AVCI. As regides periféricas e menos favorecidas das grandes cidades apresentam um
namero significativamente maior de casos de AVCI, sugerindo que o impacto dessa doenca
em areas desprovidas de recursos pode ser ainda maior (GARRITANO et al., 2012).

Em relacdo entre a pressao arterial apresentada na admissdo hospitalar, o desfecho é
controverso. Maior pressdo arterial diastolica (PAD) na admissdo prediz mortalidade intra-
hospitalar em pacientes com AVCI, enquanto a pressdo arterial sistélica (PAS) na fase aguda
ndo esta associada a resultados a curto prazo (TZIOMALOS et al., 2015).

As mulheres tém maior risco de AVCI ao longo da vida e apresentam eventos
recorrentes com mais frequéncia do que os homens. Com as mulheres vivendo mais que 0s
homens, elas apresentam ndo apenas uma maior incidéncia de AVCI, mas também piores
prognosticos (DEHLENDORFF et al., 2015). No entanto, é necessario ter cuidado na revisao
dos estudos de resultados devido a variedade de variaveis de confusdo que podem estar
presentes (MOZAFFARIAN et al., 2016), como a idade (REEVES; LISABETH, 2010).

Ao avaliarem o indice de massa corpérea (IMC) como marcador de progndstico do
AVCI, estudos de coorte mostraram resultados diferentes. Enquanto alguns estudos
mostraram que 0s riscos de morte e incapacidade funcional em pacientes com sobrepeso e
obesos ndo diferiram significativamente dos pacientes com peso normal, outros mostraram

que pacientes com baixo peso tiveram maus resultados apds o AVCI (SUN et al., 2017). Cada
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diminuicdo em uma unidade de IMC foi associada a um aumento de 3% no mau prognostico e
um aumento de 6% na mortalidade (SAINI et al., 2014). Uma razdo para esse efeito no
progndstico ruim pode ser que o baixo IMC possa resultar em riscos para a satde, como baixa
massa muscular, associada a piora do estado nutricional, falta de condicionamento fisico,
inflamacéo e alteragdo do ambiente hormonal (CASAS-VARA et al., 2012).

Transtornos respiratorios do sono tém sido cada vez mais reconhecidos como fatores
de risco para AVC. Pacientes com AVC tém maior prevaléncia de apneia do sono que podem
ter precedida ou desenvolvida como resultado de um AVC (CULEBRAS, 2015). Apneia do
sono também tem sido associada com multiplos fatores maiores de risco para AVC, como a
hipertensdo arterial sistémica e fibrilagdo atrial (FA) que respondem favoravelmente ao
tratamento da apneia do sono (CULEBRAS, 2015). A apneia do sono ndo tratada esta
associada a pior prognéstico funcional apdés o AVC e o seu tratamento adequado melhora a
recuperacdo do paciente e reduz o risco de recorréncia (DAVIS et al., 2013). Outro estudo
verificou que a apneia obstrutiva do sono esta associada com menor estado funcional e
cognitivo em pacientes admitidos para reabilitacdo apds AVC e a sugere como um provavel
fator progndstico nestes pacientes (AARONSON et al., 2014). Pacientes da populacdo
brasileira com AVCI agudo apresentaram alta frequéncia de transtornos respiratorios do sono
e a apneia grave do sono foi associada a um mau resultado funcional a longo prazo. O NIHSS
e a apneia do sono grave foram independentemente associados a maior incapacidade (mRS>2)
aos seis meses, apds o ajuste para fatores de confusédo (CAMILO et al., 2016).

Por outro lado, Festic e colaboradores em 2018, relataram que, apesar de apresentarem
mais doencas cardiovasculares e fatores de risco, os pacientes com AVCI agudo e apneia do
sono apresentaram lesdo neurolégica menos grave e menor mortalidade hospitalar do que os
pacientes sem histérico de apneia do sono, sugerindo um efeito potencial do pré-
condicionamento isquémico em pacientes idosos com hipdxia intermitente devido a apneia do
sono e doengas cardiovasculares, e um possivel "efeito duplo™ da apneia obstrutiva do sono
que precisa ser mais explorado. Como os disttrbios do sono estéo associados a resultados de
curto e/ou longo prazo de AVC, a triagem e a intervencdo nos problemas de sono de pacientes
com AVC podem melhorar seu resultado (KIM et al., 2017).

O controle dos fatores de risco, a prevencdo priméaria e secundaria das doencas
circulatorias e a melhoria das condigdes socioecondmicas da populagdo podem levar a uma
queda da mortalidade. Além disso, procedimentos de alta tecnologia (como angioplastia),
maior nimero de equipamentos nos hospitais para o diagndstico mais preciso, como

tomografia computadorizada (TC) do cranio e ressonancia nuclear magnética (RNM) e
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atendimentos mais rapidos também contribuem para a redugdo da mortalidade. No entanto,
pelas suas dimensdes, no Brasil hd uma grande desigualdade regional, além de os recursos
destinados a saude publica serem escassos, ndo sendo possivel que a populagdo de algumas
localidades seja contemplada com esses procedimentos (GARRITANO et al., 2012).

Os principais fatores que explicam o pior progndéstico apdés o AVCI em termos de
incapacidade e mortalidade, como idade ou gravidade inicial do AVCI, ndo sdo modificaveis.
No entanto, vérias circunstancias podem ocorrer ap6s o AVCI e contribuir para esse pior
desfecho clinico, representando uma oportunidade Unica para pesquisadores e clinicos
intervir, visando melhorar o resultado do AVCI. Exemplos incluem complicacdes
neuroldgicas, como edema ou convulsdes cerebrais, e complicacbes sistémicas, como
infeccdes ou eventos cardiacos. De fato, a modificacdo dessas circunstancias, por deteccao e
tratamento precoces ou profilaxia em pacientes de alto risco, pode resultar em um melhor
resultado do AVCI (BUSTAMANTE et al., 2016).

1.3 SUBTIPOSDE AVC

A classificacdo do AVCI em subtipos é fundamental para o diagndstico, tratamento e
prevencdo da doenca. Do ponto de vista etioldgico, a mais utilizada é definida pelo TOAST,
publicada em 1993 (ADAMS et al., 1993), que inclui cinco categorias baseadas dos dados
clinicos, dos exames laboratoriais e de imagem. Esta classificacdo merece destaque por sua
praticidade e utilidade nos estudos que buscam os fatores de riscos genéticos para a doenca e

suas influéncias na evolucéo clinica.

1) Large artery atherosclerosis (LAAS) é caracterizada por estenose (>50%) ou oclusdo de
uma artéria cerebral maior ou de um ramo cortical, presumivelmente, causada pela
aterosclerose;

2) Cardioembolic infarct (CEI): caracterizado por oclusGes causadas por émbolos
provenientes do coracao;

3) Lacunar infarct (LAC): oclusdo de pequeno vaso, identificado em pacientes diabéticos e
hipertensos clinicamente, sindromes lacunares, apresentando exames de imagem (TC ou
RNM) normais ou com lesdes relevantes subcorticais hemisféricas ou no tronco cerebral com
diametro menor que 1,5 cm;

4) Stroke of other determined etiology (ODE): engloba pacientes com causas raras de AVC,

como as vasculopatias ndo aterosclerdticas, estados de hipercoagulacdo ou desordens
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hematoldgicas. Os pacientes devem ter achados clinicos e TC ou RMN de AVCI agudo
independentemente do tamanho ou localizagéo;

5) Stroke of undetermined etiology (UDE): em vérias situagdes, a causa do AVC isquémico
ndo pode ser determinada com algum grau de confiabilidade, a despeito de extensiva
investigacéo.

Diferentemente do TOAST, o Causative Classification System (CCS) atribui o
subtipo mais provavel com base em estimativas atualizadas associados a doencas cardiacas
especificas ou parametros clinicos ou de imagem conhecidos por serem mais comumente
associados a ismos especificos de AVC. A classificacdo fenotipica ASCO (A: atherosclerosis;
S: small-vessel disease; C: cardiac pathology; O: other causes) atribui um nivel graduado de
certeza (intervalo de 1 a 3) para a presenca de cada uma das quatro categorias de mecanismos
de AVC: aterotrombose (A), doenca de pequenos vasos (S), cardioembolia (C) e outras causas
(O) (MARNANE et al., 2010).

O AVCI pode também ser classificado ainda em quatro subtipos, dependendo dos
sinais neuroldgicos iniciais 1: sindromes lacunares; 2: sindromes da circulacdo anterior total;
3: sindromes da circulacdo anterior parcial; e 4: sindromes da circulagdo posterior
(ALMEIDA; DAL PIZZOL; VALLER, 2012).

A associacdo entre os subtipos de AVCI e o resultado do evento foi investigada, mas
resultados conflitantes foram relatados. Estudo anterior mostrou que o subtipo de AVCI de
acordo com os critérios do TOAST, era um preditor significativo de sobrevida a longo prazo e
0s pacientes com o subtipo LAC tinham trés vezes mais chances de estar vivos do que aqueles
com CEI; no entanto, o subtipo ndo foi um preditor significativo de recorréncia a longo prazo
até dois anos, antes e depois do ajuste por idade e sexo (KOLOMINSKY-RABAS et al.,
2001).

Um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa (LEHMANN et al, 2015)
demonstrou que pacientes com os subtipos LAAS, CEl e LAC, quando comparados a
controles saudaveis, mostraram maior contagem de leucOcitos periféricos e niveis mais
elevados de proteina C reativa (PCR), interleucina 6 (IL-6), matriz de metaloproteinases
(MMP)-9, glicose e ferro e niveis menores de (High Density Lipoprotein) HDL-colesterol;
plaquetas, insulina, e resisténcia a insulina e homocisteina foram maiores nos pacientes com
LAC; ferritina foi maior nos pacientes com LAAS, e colesterol total foi menor nos pacientes
com LAAS e CEI. Quando os subtipos de AVCI foram comparados entre si, insulina foi mais
elevada entre os pacientes com LAAS versus CEI e nos pacientes com LAC versus CEI; além

disto, colesterol total foi menor nos pacientes com LAAS versus LAC. Os autores
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demonstraram, também, que progndstico e a taxa de mortalidade apds trés meses do AVCI
foram maiores nos pacientes com LAAS quando comparados com LAC.

Por outro lado, uma analise retrospectiva mostrou que os pacientes com a classificacéo
UDE apresentaram uma taxa de mortalidade significativamente maior do que aqueles com
LAC e LAAS (WEI et al., 2018). Além disso, esses autores também identificaram que certos
fatores de risco e mortalidade em trés meses diferem significativamente entre os diferentes
subtipos de TOAST de AVCI. Enquanto idade, historia de hipertensdo arterial sistémica,
glicemia alta, colesterol alto, acido Urico alto gravidade do AVCI foram associados a
mortalidade em trés meses em pacientes com LAAS, idade e colesterol alto foram associados

a esse resultado em pacientes com o subtipo LAC (WEI et al., 2018).

1.4  AVALIACAO DA GRAVIDADE DO AVCI E INCAPACIDADE FUNCIONAL DO PACIENTE

A avaliacdo da gravidade do evento isquémico pode ser realizada por meio de escalas
padronizadas. Uma das mais utilizadas para avaliacdo da gravidade e para acompanhamento
da evolucdo clinica do paciente com AVCI é National Institute of Health Stroke Scale
(NIHSS) que quantifica o déficit neurologico logo apos a ocorréncia do AVCI (BROTT et al.,
1989). O NIHSS foi a primeira escala validada usando dados de um ensaio clinico visando
efeito terapéutico positivo, em pacientes tratados com ativador de plasminogénio tecidual
(tPA) (LYDEN P et al,.1999). Esta escala enfatiza os mais importantes topicos do exame
neurolégico com o objetivo de uniformizar a linguagem dos profissionais de saude e tem sido
relacionada com gravidade, definicdo de tratamento e progndstico. Deve ser aplicada na
admissdo do paciente e a cada hora nas primeiras seis horas; depois a cada seis horas nas
primeiras 18 horas (BROTT et al., 1989).

O NIHSS é uma escala para exame neuroldgico de 15 itens que avalia: consciéncia,
movimentos oculares, campos visuais, deficiéncias motoras e sensoriais, ataxia, fala, cognicao
e desatencdo. Cada item pontua uma habilidade especifica entre 0 e 4. Para cada item, uma
pontuacdo 0 indica funcdo normal nessa capacidade especifica, enquanto uma pontuacdo mais
alta indica um certo nivel de comprometimento (Anexo 1). Ao final, os pacientes sdo
pontuados de zero (sem déficit) a 42 (maior déficit) (BROTT et al., 1989). A gravidade do
AVCI tem sido definida com diferentes pontos de corte na literatura. Yaghi e colaboradores
2015, consideram que uma pontuagdo no NIHSS menor ou igual a 7 € indicativo de déficit

neuroldgico leve, entre 8 e 14 déficit neuroldégico moderado e igual ou acima de 15 pontos
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déficit neuroldgico grave Pacientes com pontuacdo NIHSS >21 foram definidos como tendo
um resultado ruim, caso contrario, um bom resultado (HARRISON et al., 2013).

A avaliacdo do estado de incapacidade funcional é realizada pela escala de Rankin
modificada (mRS) que fornece informacdes sobre o padrdo de recuperagédo da fungdo motora
ap6s o AVCI auxiliando na previsao do resultado individual dos pacientes sobreviventes um
més e seis meses apds o quadro isquémico (BONITA; BEAGLEHOLE, 1988). A mRS avalia
o comprometimento funcional do paciente de 0 (assintomatico) a 6 (morte) (Anexo 2).
Também ha diferentes pontos de corte na literatura para categorizar os pacientes de acordo
com o mRS. Pacientes com uma pontuacdo na mRS < 3 foram considerados com bom
resultado e pacientes com uma pontuacdo na mRS > 3 foram definidos como tendo um
resultado ruim (HARRISON et al., 2013). O tempo para aplicacdo desta escala para avaliacéo
dos resultados funcionais a longo prazo também é um fator que diverge entre os estudos
publicados, tendo variado de trés a 15 meses (BUSTAMANTE et al., 2016).

15 EXAMES DE IMAGEM NO AVCI

1.5.1 Ultrassonografia com Doppler colorido

A ultrassonografia com Doppler colorido (USGD) é um método seguro, ndo invasivo,
preciso e que consome pouco tempo e recurso no diagndstico da estenose carotidea (Figura 1).
A importancia da USGD em pacientes com AVCI tem sido destacada, especialmente na
triagem e vigilancia dos varios fatores de risco que predispdem a isquemia cerebral. Indica
uma tendéncia a triagem de rotina cada vez mais rigorosa para os pacientes de alto risco,
diminuindo a possibilidade da ocorréncia de AVCI (HAQ et al., 2017).

O exame de USGD das carotidas € uma ferramenta de diagndstico confiavel, com um
papel importante no diagndstico e classificacdo da estenose carotidea, correlacionando-se bem
com a arteriografia (PETISCO et al., 2015). A triagem de rotina de pacientes assintomaticos
ndo parece necessaria, mas nos pacientes com suspeita de estenose carotidea ou aterosclerose
conhecida em outro leito vascular, a identificacdo da estenose carotidea permite o tratamento
oportuno adequado e a prevencdo do AVCI. Em pacientes apdés AIT ou AVCI, a
ultrassonografia carotidea ajuda a estabelecer sua etiologia, a escolha do melhor tratamento e
a evitar recorréncia (LORENZOVA, 2016). Nos pacientes com alto risco de doenca
aterosclerética a triagem com USGD parece adequada. Também existem evidéncias

crescentes de que a triagem carotidea possa ser usada em conjunto com 0s escores de risco
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tradicionais para prever com mais precisao o risco de doencgas cardiovascular (MORTIMER et
al., 2017)

Fernandes e colaboradores (2016) relataram maior incidéncia de AVC na populagéo
masculina dentro da faixa entre os 60 e 0s 69 anos. Os fatores de risco mais relevantes foram
hipertensdo, diabetes mellitus, tabagismo e histérico familiar de AVC. Dos 50 pacientes
selecionados, 12 apresentavam estenose significativa (> 60%). Placas ateroscleroticas foram
observadas em 39 pacientes (78%). Os autores concluiram que a USGD é um método
econdmico, seguro, reprodutivel e adequado para estudo da insuficiéncia cerebrovascular
decorrente de lesdes das porcdes extracranianas da artéria carotida, auxiliando a indicacdo

correta das modalidades de tratamento.

Figura 1 Bifurcacdo carotidea vista no exame de ultrassonografia com Doppler (USGD)

colorido.

A velocidade (em m/s) é visualizada pelo exame de USGD colorido pelo gradiente de coloracéo.
Quanto mais alta a velocidade, mais clara a imagem é visualizada. CED: carétida externa direita; CID:
carotida interna direita; CCD: carétida comum direita.

Fonte: proprio autor (2018)
1.5.2 Espessura da camada médio-intimal (cIMT) da carétida
A cIMT da artéria car6tida comum, conforme determinado pela USGD modo B de

alta resolucéo, é reconhecida como uma ferramenta util para a identificagdo precoce da
aterosclerose sistémica (LORENZ et al., 2007, 2012; POLAK; O’LEARY, 2016; SANTOS;
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DOS SANTOS NETO; SANTOS, 2018). Sua espessura € um fendtipo intermediario de
aterosclerose precoce, cujas medidas ultrassdnicas correlacionam-se bem com as histolégicas
(PIGNOLI et al., 1986). A medida da cIMT é segura, por ser método ndo invasivo, facilmente
reproduzivel, confiavel e econdmico, ndo submetendo o paciente a radiacdo, sendo adequado
para a pratica de rotina para a avaliacdo da presenca de aterosclerose subclinica (NEZU et al.,
2016). Casella e colaboradores, 2015, concluiram que avaliar a cIMT melhora a qualidade do
exame com pequeno aumento do tempo total do procedimento. A mensuracdo da cIMT tem
sido empregada para avaliar a aterosclerose sistémica e o risco cardiovascular em adultos
(BALDASSARRE et al., 2000).

O USGD exibe a parede vascular como um padréo regular que se correlaciona com as
camadas anatdmicas. A porcdo médiointimal desse padréo é representada pela area de tecido
que comeca na borda luminal da artéria e termina na fronteira entre a média e a adventicia.

A cIMT é medida entre as interfaces limen-intima e médio-adventicia da parede da
artéria carotida, representadas como uma densidade de linha dupla na imagem do ultrassom.
A precisdo da medicdo da cIMT da parede posterior da artéria carotida comum (ACC) foi
validada confrontando amostras histoldgicas como representacdo verdadeira da espessura
biologica do vaso (PIGNOLLI et al., 1986). Pelo menos trés medicdes sdo realizadas na parede
posterior de cada segmento da ACC, 1 cm antes da bifurcacdo, sendo calculada a media de
ambos os lados para obter o cIMT médio. Quando a placa estava presente no segmento
utilizado para medir a média de IMT, a espessura da placa pode ser adicinada para a media na
menduracdo da cIMT (IKEDA et al., 2001)

Com o aumento da idade, a cIMT mostrou espessamento uniforme em segmentos
arteriais, mais acentuado na presenca de fatores de risco de aterosclerose. Fases posteriores da
aterosclerose (placa, estenose, oclusdo) também podem ser identificadas por exames de
USGD, na auséncia ou coincidentes do aumento da cIMT.

A medida da cIMT ¢ realizada dentro de uma regido livre de placa, em linha dupla
claramente identificada. 1) A cIMT deve ser medida preferencialmente na parede oposta da
ACC a pelo menos 5 mm abaixo de sua extremidade. 2) A cIMT pode ser medida na
bifurcacdo carotidea ou no bulbo da carétida interna (CI) em uma regido livre de placa. 3) Ao
longo de 10 mm de comprimento de um segmento arterial reto, é necessaria uma aquisicéo de
imagem de alta qualidade para medicGes seriadas reproduziveis. Em caso de tortuosidade do
vaso, as medidas de cIMT sO sdo possiveis em um segmento de vaso mais curto,
especialmente na bifurcacdo carotidea ou no bulbo da CI. 4) Para placa: espessura méxima

requer demonstracdo de dois angulos diferentes, em vistas longitudinais e transversais.
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Na caracteriza¢do pela USGD nota-se: 1) cIMT é um padrdo de dupla linha paralela,
que consiste nas bordas principais de dois limites anatémicos: as interfaces limen-intima e
media-adventicia (caracterizado na Figura 2); 2) a placa é uma estrutura focal que invade o
ldmen arterial de pelo menos 0,5 mm ou 50% do valor de cIMT circundante, ou demonstra
uma espessura de 1,5 mm como medido da interface média-adventicia para a interface intimo
luminal (TOUBOUL et al., 2012).

Figura 2 Espessura da camada médiointimal da artéria carétida comum (ACC).
A) B)

Corte transversal (A) e corte longitudinal (B). Leitura do padréo de dupla linha paralela, que consiste
nas bordas principais de dois limites anatdmicos: as interfaces limen-intima e media-adventicia. Nesta
figura, a espessura médio-intimal foi 1,0 mm.

Fonte: préprio autor (2018)

A cIMT esté associada a outras doencas cronicas como artrite reumatdide, arterite de
Takayasu e infec¢cOes cronicas, e a varios fatores como envelhecimento, alteracdes vasculares
e doenca cardiovascular (KUMEDA et al., 2002; LEINONEN; SAIKKU, 2002; NUMANO
et al., 2000).

A mensuracdo da cIMT pode identificar individuos com risco de eventos
cardiovasculares futuros (POLAK; O’LEARY, 2016). Medidas aumentadas sdo associadas a
fatores de risco vasculares (CHAMBLESS et al., 1997) e a presenca de aterosclerose mais
avancada, incluindo doenca arterial coronariana (LORENZ et al., 2007; ROSVALL et al.,
2005).

O espessamento da intima-média € acelerado e aumentado na presenca de fatores de

risco de aterosclerose. Fases posteriores da aterosclerose (placa, estenose, oclusdo) também
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podem ser identificadas por exames de USGD, na auséncia ou coincidentes do aumento da
CIMT.

A cIMT é considerada um marcador para doenca cardiovascular aterosclerdtica e seu
aumento proporcional é associado a um niimero de eventos cardiovasculares na populacdo em
geral (EBRAHIM et al, 1999; O’LEARY et al., 1999), bem como risco de eventos
cardiovasculares, incluindo AVCI (KAWAI et al., 2003; YOON et al., 2017; ZHANG et al.,
2018).

1.5.3 Padronizagdo da cIMT

A controvérsia em torno da utilidade da medicdo da cIMT na estratificacdo de risco
parece resultar da falta de metodologia uniforme usada nos estudos da cIMT. As medidas de
cIMT no bulbo carotideo e na ACI sdo mais Uteis que a ACC, tanto para classificacdo e
previsdo de risco, provavelmente, porque espessamento intimo e placas se formam no bulbo e
na ACI. A avaliacdo da espessura da placa € uma medida melhor da aterosclerose e do risco
cardiovascular do que uma simples avaliacdo da presenca ou auséncia de placas. A avaliacdo
combinada de cIMT e placa parecem melhor do que qualquer uma das medidas isoladamente.
A progressédo e regressdo da placa avaliada pelo exame de USG 3D podem servir como uma
ferramenta poderosa para avaliar o efeito da terapia em doencas cardiovasculares (NAQVI;
LEE, 2014).

A relacdo entre cIMT e eventos cardiovasculares € conhecida e determinar um
limiar para alto risco cardiovascular é bastante estudado. Embora um cIMT >0,9 mm tenha
sido considerado alterado e correlacionado com anormalidades existentes (MANCIA et al.,
2013; WIILIAMS et al., 2018), seu limite superior varia com a idade. Pode-se classificar
como normal a cIMT <0,9mm e patologico a cIMT >0,9mm (WILLIAMS et al., 2018).
Outros autores consideram medicGes do IMT iguais ou superiores a 1,00 mm como anormais
(SALONEN, 1993).

Um protocolo para uma avaliagdo mais sensivel da espessura das cIMT das
carotidas comuns foi realizado em 206 pacientes e 66,3% das artérias carotidas apresentavam
cIMT superior a 1 mm (CASELLA et al, 2008)

A definicdo de um cIMT anormal também difere entre os estudos. Alguns usam uma
definicdo de cIMT maior que o percentil 75 (STEIN et al., 2008; ALI et al., 2006). Outras
defini¢cbes incluem um cIMT que é > 1 desvio padrdo (DP) da média ou cIMT no quartil

superior ou no tercil superior, ou um valor absoluto de cIMT igual ou superior a 0,9 mm ou
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> mm (PRICE et al., 2007; CHAMBLESS et al., 1997.) O consenso da Sociedade
Americana de Ecocardiografia recomenda o uso de cIMT maior que o percentil 75 para idade,
etnia e sexo como anormais (STEIN et al., 2008).

A classificagdo dos achados do cIMT em valores saudaveis e patologicos varia
consideravelmente dependendo do protocolo de medicdo cIMT. Portanto, € necessario tirar
conclusdes da cIMT medida, considerando o protocolo subjacente. Todo leitor deve prestar
atencdo que o mesmo valor de medicdo em dois estudos diferentes pode ser considerado
normal por um e patolégico por outro. Atualmente, existem duas possibilidades principais
para a avaliacdo dos valores cIMT: a) utilizacdo de valores de corte fixos ou b) distribuicdo de
percentis. Para valores de corte fixos foi estabelecido um valor progndstico para previséo de
eventos cardiovasculares futuros.

Em uma coorte de 9.792 individuos com dados completos e medigdes da cIMT no
Estudo Longitudinal de Saude do Adulto (ELSA-Brasil); constatou-se que aumento de 60%
da cIMT da ACC nao foram explicadas por fatores de risco cardiovasculares demograficos e
tradicionais, o que destaca a necessidade de estudar novos fatores de risco (SANTOS et al.,
2015)

Originalmente, as medicdes de cIMT eram realizadas através de um método manual
que podia ser integrado em sistemas de ultrassom ou por software adicional adquirido.
Entretanto, nos altimos anos, foi possivel demonstrar que 0 método manual esta associado a
uma maior subjetividade do leitor em comparacdo com o software de medicdo automatica ou
semiautomatica (correcdo automatica + manual), conforme ilustra a Figura 3 (KANTERS et
al., 1997).

Figura 3 Espessura médiointimal da caroétida (cIMT) medida de forma manual (A) e

automatica (B) no corte longitudinal
A) B)

Fonte: proprio autor (2018)
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Segundo alguns autores, a relacdo da cIMT com o risco cardiovascular é continua e
dicotomizar esse parametro (isto €, determinar um valor limiar da cIMT) estaria incorreto. No
entanto, deve-se notar que nas Ultimas diretrizes da European Society of Hypertension (ESH) /
European Society of Cardiology (ESC) para hipertenséo arterial, em 2013 (MANCIA et al,,
2013) , a cIMT > 0,9 mm foi confirmada como um marcador de lesdo de 6rgéo assintomatica,
embora tenha sido comprovado que em pacientes de meia idade e idosos, o limiar dos valores
que indicam alto risco cardiovascular é maior (O'LEARY et al, 1999; ZANCHETTI et al.,
2009).

Para alguns autores, medi¢bes de cIMT >1,00 mm sdo aceitas como anormais
(SALONEN, SALONEN, 1993) e niveis de cut-off, cIMT >1,0 mm foram considerados
patologicos (BONGIOVANNI et al., 2008), sendo fatores associados como idade, sexo
masculino, hipertrigliceridemia e aumento dos niveis de glicose. Pirs e colaboradores (2014)
consideraram como alterada cIMT >0,8 mm, com base em estudos prévios (O’LEARY et al.,
1999). Ja para outros, valores de cIMT <0,9 mm sdo considerados valores normais e cIMT
>0,9 mm sdo considerados patologicos (WILLIAMS et al.,, 2018). Segundo as diretrizes
brasileiras, 0 aumento da cIMT acima de 1,0 mm é considerado um dos fatores agravantes que
reclassificam os individuos em grupo de risco intermediéario para alto risco (SIMAO et al.,
2013).

Estudo argentino realizado com 1012 individuos de uma populagéo saudavel de 11 a
81 anos mediu as cIMT e definiu ndo valores absolutos, mas sim percentis de normalidade por
idade e sexo, para carétida comum direita e carotida comum esquerda (DIAZ et al., 2018).

A definicdo da placa utilizada em alguns estudos pode representar aumento da cIMT.
Alguns autores definem placas como cIMT >1,2 mm (HANDA et al., 1990). Outros,
subjetivamente, definem as placas como presentes ou ausentes (POLAK et al., 1993). Outros
autores definem a placa como um espessamento focal da média intima > 1 mm, projetando-se
para 0 lumen que &, pelo menos duas vezes mais espesso que a cIMT de ambos os lados
(BARNETT et al., 1997). Ja o Consenso Europeu de Mannheim definiu a placa como um
espessamento focal que invade o lGmen em 0,5 mm ou 50% da cIMT circundante ou onde a
cIMT € > 1,5 mm (TOUBOUL et al., 2006).

A placa aterosclerdtica é definida como qualquer medida de cIMT superior a 1,5 mm,
ou uma estrutura focal da parede interna do vaso mais espessa que 0,5 mm em comparacao
coma cIMT circundante (PERK et al., 2012).

Yue e colaboradores (2016) estudaram a correlagdo da espessura intimo-média da

carétida e a funcdo cognitiva em uma populacdo de AVC. Foi observada uma associacéo
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positiva forte entre cIMT e comprometimento cognitivo em pacientes com AVC isquémico
agudo. Neste estudo o aumento da cIMT foi correlacionado com comprometimento cognitivo
em pacientes com AVC acima de 18 anos, que foi independente de fatores de confusdo
conhecidos, como idade, sexo, parametros sanguineos, escolaridade, estado civil, uso de
alcool, uso de tabaco, atividade fisica, historico de hipertensdo arterial sistémica, DMT2,
hipercolesterolemia, FA, doenga arterial coronariana, subtipos de AVC e pontuagdo no
NIHSS. Seus dados foram consistentes com resultados publicados anteriormente em estudo
realizado em Rotterdam, onde também se observou uma forte associacao entre cIMT e risco
de comprometimento cognitivo (HOFMAN et al., 2007)

1.5.4 Grau de Estenose

O bulbo carotideo foi o local mais comum de formacdo de placas. LesGes
ateroscleroticas predominam em éareas de baixa tensdo de cisalhamento que geralmente
dependem do fluxo sanguineo como a bifurcacdo das cardtidas. Esse processo promove
aterosclerose por varios mecanismos como o comprometimento da funcao endotelial, aumento
da absorcdo endotelial de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e aumento da
trombogenecidade da placa (BAKER et al., 2011). A Figura 4 ilustra a mensuracdo do grau de

estenose pelo exame de USGD.

Figura 4 Medida da porcentagem do grau de estenose no exame de ultrassonografia com
Doppler (USGD) no modo B

A) B)

A): corte transversal; B): placa longitudinal. Esta figura demonstra duas medidas da &rea da carétida
comum direita (CCD): leitura A2: 0,60 cm?; leitura A3: 0,28 cm?; porcentagem de estenose: 54%.

Fonte: proprio autor (2018)
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E de fundamental importancia identificacio das estenoses >50% em pacientes
sintomaticos e, em especial >70% nos assintomaticos, uma vez que esses pacientes podem ser
candidatos a intervencdo cirurgica ou endovascular. Em estudo conduzido por Campos e
colaboradores (2004), pacientes sintomaticos com estenose >70% tiveram clara indicacao
para endarterectomia, enquanto pacientes sintomaticos com estenoses <50% ndo se
beneficiariam da cirurgia e receberam somente tratamento clinico. Para pacientes
assintomaticos, estenoses <60% mantiveram melhores resultados com tratamento clinico e
pacientes com estenoses >60% tiveram beneficios significativos com endarterectomia.

Segundo outros autores, o critério para realizacdo da angioplastia em pacientes
assintomaticos é a identificagdo de estenose >80% na artéria carétida interna ipsilateral; e no
grupo de pacientes sintomaticos, lesio >50% (SANCHEZ et al, 2008).

Costa e colaboradores (2019) encontraram em uma amostra que a presenca de estenose
>50% foi o unico fator de risco associado ao AVC; 27,3% dos pacientes com estenose >50%
desenvolveram AVCI em algum momento do periodo perioperatorio, demonstrando forte
associacdo entre estenose e dano neuroldgico. No resultado deste estudo, a incidéncia de
AVCI foi de 4,56%, enquanto a incidéncia de estenose carotidea >50% foi de 7,46%. O fator
de risco significativo para AVC perioperatorio em cirurgia cardiaca foi estenose carotidea
>50%, enquanto os fatores associados a estenose >50% foram arteriopatia extracardiaca,
infarto do miocardio recente, DMT2, doenca pulmonar obstrutiva crénica e maior
EuroSCORE II.

Em resumo, a USGD tem sido o exame diagndstico de escolha na triagem da avaliacéo
da estenose da artéria carotida interna. Estudos randomizados demonstraram beneficio da
endarterectomia de carétida em pacientes sintomaticos com estenose entre 70% e 99% e em
alguns com estenose entre 50% e 69%, assim como em pacientes assintomaticos com estenose
> 60% (NASCET, 1991; ECST COLLABORATIVE GROUP, 1991). Como as indicacdes
para endarterectomia em pacientes assintomaticos ndo sdo tdo robustas, alguns autores

reservam intervencdo para pacientes selecionados com estenose >80% (FARIES et al., 2006).

1.5.5 Espessura da cIMT, grau de estenose da carotida e o prognostico de AVC

Tanto a cIMT quanto a estenose carotidea tém sido usadas para prever 0 risco
cardiovascular, com um valor preditivo significativo para AVCI e infarto do miocardio,
independente dos fatores de risco cardiovascular tradicionais (SEHESTEDT et al., 2010;

NAMBI et al., 2010). No entanto, seu papel potencial na previsdo do resultado de pacientes
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com AVCI ndo foi extensivamente avaliado. Estenose de alto grau da artéria cardtida foi
encontrada em um quarto dos pacientes com AVCI e FA ndo valvar e estava relacionada a
mais infarto cortical e pior resultado clinico (CHANG et al., 2002). Ambos os biomarcadores
de imagem, placa carotidea e cIMT, mostraram apenas tendéncias ndo significativas de maior
risco de mortalidade apds o ajuste para fatores de risco tradicionais (KAWAI et al., 2003).
Outro estudo mostrou uma associacdo entre 0 nimero da placa carotidea e o progndstico a

longo prazo em pacientes com AVCI, mas com fibrilagéo atrial (PARK et al., 2019).
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1.6 FisiopATOLOGIA DO AVCI

O AVCI é orquestrado pela interacdo complexa entre muitos tipos celulares, incluindo
células endoteliais, a BHE, a matriz extracelular e o sistema imunolégico (FU et al., 2015). A
inflamacéo predispde ao AVCI e pode dirigir diretamente muitos aspectos patogénicos da
isquemia. Varias revisdes excelentes descreveram as associacdes entre inflamacdo e AVCI
(FU et al., 2015; HAGBERG et al., 2015; JIN et al., 2010).

O processo inflamatério apdés um AVCI ocorre em trés fases de duragdo cada vez
maior: iniciacdo (horas), propagacdo (dias) e resolucdo (semanas). Cada fase esta associada a
um padrdo distinto de resposta da célula imune e moléculas de sinalizacdo extracelular. Como
esperado, a imunidade adaptativa € ativada durante a fase de propagacdo ap0s uma resposta
imune inata inicial. Em teoria, qualquer uma das trés fases pode ser direcionada clinicamente;
no entanto, limitar a extensdo da inflamacéo ou a sua duracgao durante a fase de propagacéo €
mais pratico (PETROVIC-DJERGOVIC et al., 2016; RAYASAM et al., 2017). A Figura 5
demonstra os principais mecanismos da resposta inflamatoria envolvidos nas fases aguda e de
recuperacgéo apos o AVCI.

O AVCI desencadeia essa resposta inflamatoria, como resultado de varios fatores,
como células e detritos necroticos e espécies reativas de oxigénio (ERO). Esses fatores
desencadeantes levam a ativacdo microglial com a geracdo de citocinas e inducdo de
moléculas de adesdo na vasculatura cerebral, tudo dentro de 24 horas apés o insulto isquémico
(BECKER, 1998). A regulacdo positiva de quimiocinas estimula a quimiotaxia de células
inflamatdrias no cérebro isquémico, especialmente ao redor da penumbra ou na borda do
infarto. As moléculas de adesdo nos endotélios ativados, por sua vez, levam a adesdo de
leucdcitos circulantes, causando oclusdo microvascular e infiltracdo de células imunes no
parénquima cerebral (HALLENBECK, 1996). As células inflamatdrias ativadas elaboram
uma variedade de moléculas citotoxicas, como citocinas pro-inflamatorias, MMPs, 6xido
nitrico e mais ERO. Essas moléculas, por sua vez, potencializam danos as células cerebrais,
incluindo rompimento da BHE e matrix extracelular (DANTON; DIETRICH, 2003).
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1 Figura 5 Principais mecasnismos de resposta inflamatoria no acidente vascular cerebral
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10 Sob condic¢des inflamatdrias como AVCI, a BHE perde parte de suas propriedades de

11  barreira mediadas por leucocitos, induzindo a expressdo de selectinas e integrinas pelas

12 células endoteliais e secre¢do de mediadores pro-inflamatorios como fator de necrose tumoral
13 (TNF)-a, interleucina (IL)-1p, IL-6, proteina quimioatraente de monocito 1 (MCP-1),

14  quimioatraente de neutréfilo induzido por citocinas e prostaglandinas (JIN et al., 2010). A

15 maioria das citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1 e I1L-6 que foram detectadas no

16  cérebro, no liquido cefalorraquidiano (LCR) e em amostras de sangue periférico de pacientes

17  que sofrem de AVCI agudo sdo responsaveis pela extensdo da zona de infarto em modelos

18 animais (LAMBERTSEN et al., 2012).
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O TNF-a possui um papel duplo: pode exacerbar e reduzir a evolugdo do infarto. O
blogueio do TNF-a com anticorpos monoclonais especificos confere neuroprotecdo
(LAMBERTSEN et al., 2012). Por outro lado, 0 TNF-a produzido pelas células microgliais
pode exercer efeito protetor nos neurénios isquémicos (LAMBERTSEN et al., 2009).

A IL-1 é uma citocina pré-inflamatdria, que existe em duas formas, IL-1a e IL-1p.
Ambas as formas sinalizam através do receptor de IL-1 tipo I, que pode ser bloqueado
competitivamente pelo antagonista do receptor (IL-1Ra) (MURRAY et al., 2015). Os niveis
de IL-la e IL-1B s@o elevados nas primeiras horas apés um AVCI. IL-loa é secretada
principalmente pela micrdglia (LUHESHI et al., 2011). A IL-1 ndo é diretamente toxica, mas
é capaz de ativar astrdcitos e endotélio favorecendo a astrogliose, liberacdo de quimiocinas,
ativacdo da MMP-9 e liberacdo de molécula de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1) e
molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) (THORNTON et al., 2008; HERX; YONG,
2011; ALLEN et al., 2012).

Um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa (DE SOUZA PARREIRA et al.,
2015) demonstrou uma interacdo de fatores genéticos e resposta inflamatdria na ocorréncia de
AVCI, e, que pacientes com AVCI apresentaram maiores niveis de TNF-o desde que fossem
homozigotos para o alelo TNFB2 da variante genética TNFB Ncol G>A (rs909253). Em outro
estudo, demonstramos que a ativacdo da resposta imune-inflamatoria periférica, associado ao
estresse oxidativo e alteracBes bioquimicas foram associados com a mortalidade apds trés
meses em pacientes com AVCI. Neste estudo, niveis plasmaticos elevados de IL-6, glicose,
hidroperdxidos e niveis diminuidos de 25- hidroxivitamina D foram os melhores preditores de
mortalidade apds trés meses do AVCI (REICHE et al., 2019).

No entanto, a elevada heterogeneidade dos resultados nos niveis de citocinas
observada em estudos originais, de revisdo sistematica ou meta-analise indica que a
inflamacdo sistémica avaliada pelos niveis de citocinas tem um valor clinico pobre para
prever a evolucao clinica do AVCI.

As células endoteliais ativadas expressam moléculas de adesdo que fornecem uma
plataforma molecular para a entrada de leucécitos no tecido cerebral inflamado. Os
mecanismos moleculares subjacentes a quimiotaxia de leucécitos no cérebro comegam com a
rolagem de leucécitos atraves de um mecanismo de amarracdo dependente das selectinas
endoteliais e de suas glicoproteinas sialiladas na superficie dos leucécitos (YILMAZ;
GRANGER, 2010). Durante a rolagem de leucécitos, os leucdcitos sdo ativados, levando a
alterac6es morfoldgicas que resultam na transi¢do de um estado de avidez baixa para alta. As

integrinas de alta avidez ativadas interagem com seus ligantes endoteliais correspondentes,
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incluindo VCAM-1, ICAM-1 e molécula de adesdo celular de leucdcitos ativada (ALCAM).
A importancia dessas vias é destacada por estudos que mostram que camundongos deficientes
em P-selectina, E-selectina e ICAM-1 sdo relativamente resistentes a danos cerebrais apos
isquemia e reperfusdo, confirmando o papel do trafico de leucdcitos e ativacdo endotelial na
fisiopatologia do AVCI (HUANG et al.,, 2000). Estudos mostraram que a deplecdo de
neutrofilos em camundongos deficientes em ICAM-1 é resistente a lesdes de isquemia-
reperfusdo cerebral (CONNOLLY et al., 1996).

A importancia dos efeitos inflamatérios mediados por plaquetas no AVCI ¢é
confirmada por evidéncias de que muitas terapéuticas antiplaquetarias clinicamente
comprovadas tém efeitos anti-inflamatdrios. As plaquetas sdo um dos primeiros tipos de
células a chegar a vasculatura lesada (MASSBERG et al., 2002). O acimulo de plaquetas na
vasculatura do cérebro isquémico de camundongos tem sido associado a ativacao endotelial e
de células imunes através da liberacdo de mediadores inflamatérios como a IL-1a; A IL-1a
plaquetaria pode desencadear a regulacdo positiva endotelial de ICAM-1 e VCAM-1 e a
liberacdo de quimiocinas que amplificam o recrutamento de células imunes durante lesdo
cerebral isquémica (THORNTON et al., 2010).

A Figura 6 sumariza os principais mecanismos fisiopatologicos, células e moléculas
envolvidos na formacéo e ruptura da placa de aterosclerose. A Figura 7 apresenta as principais
alteracdes da resposta inflamatoria e estresse oxidativo e nitrosativo observadas apés o AVCI
agudo. A Figura 8 sumariza os mecanismos neuroinflamatérios envolvidos no agravamento
da lesdo cerebral apés o AVCI em condicdes de hiperglicemia ou hipoglicemia que séo

observados em pacientes com DMT2, segundo Shukla e colaboradores (2018).
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1  Figura 6 Revisdo esquematica dos mecanismos fisiopatoldgicos, células e moléculas envolvidos na aterosclerose
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A exposicdo continua aos fatores de risco causa inflamacdo com formacgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e disfuncdo endotelial, levando a retencdo de lipidios na camada intima do vaso
sanguineo, indugdo da expressdo de moléculas de adesdo intracelular 1 (ICAM-1), moléculas de
adesdo intercelular vascular 1 (VCAM-1) e selectinas e a liberacdo de fatores quimiotaticos que
promovem o recrutamento e adesdo e transmigracdo de leucécitos pela parede do vaso sanguineo.
Mondcitos se diferenciam em macrdéfagos e internalizam moléculas de lipoproteinas oxidadas
(LDLox), resultando na formacdo de células espumosas. Posteriormente, estas células espumosas
sofrem apoptose e liberam corpos apoptéticos. A interacdo dos macréfagos, células T helper 1 (Thl),
T regulatérias (Treg) e outros leucécitos contribuem para o processo de aterogénese pela liberacdo de
EROs. Linfécitos Thl liberam citocinas inflamatérias como o interferon (IFN)-y, fator de necrose
tumoral (TNF)-a e interleucina (IL)-2 que perpetuam a inflamagdo. Linfdcitos Treg liberam citocinas
anti-inflamatérias como a IL-4, IL-10 e fator de transformacdo do crescimento (TGF)-B. Células
musculares lisas vasculares (VSMC) se diferenciam de um fenétipo contratil para um fendétipo
proliferativo, migram da camada média para a intima e secretam proteinas da matriz extracelular,
formando uma capsula fibrosa, Apoptose de células residentes da placa leva a formacdo de centros
necroticos. A neovascularizacdo induzida pela hipdxia e estimulada pelo fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e a secrecdo de metaloproteinases de matriz (MMPs) pelos macréfagos
desestabilizam a placa fibrose e causam ruptura da mesma. A exposi¢do do contetdo da placa na

circulacdo resulta na ativacdo e agregacao de plaquetas com a formacao de trombos.

Fonte: adaptado de Wilck; Ludwig (2014)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilck%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24506455
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1 Figura 7 Principais alteracfes da resposta inflamatoria e estresse oxidativo e nitrosativo
2  observadas apds o acidente vascular cerebral isquémico agudo
3
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Figura 8 Mecanismos neuroinflamatorios envolvidos no agravamento da lesdo cerebral apos
0 acidente vascular cerebral isquémico em condicdes de diabetes mellitus tipo 2
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Fonte: adaptado de Shukla e colaboradores (2018)
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1.7 BIOMARCADORES NO AVCI

Enquanto a resposta imune comeca localmente no parénquima cerebral com vasos
ocluidos ou hipoperfundidos, mediadores inflamatorios sdo gerados in situ e propagados pelo
organismo como um todo. Embora a inflamagdo contribua potencialmente para a destruicéo
do tecido cerebral durante o estadgio do AVCI agudo, ela também implicou mesmo na fase de
isquemia-reperfusdo, que pode resultar em lesdo neuronal adicional. Consequentemente, a
inflamacdo existe em todos os estagios do AVCI agudo, desde o seu inicio até a progressao e
a reparacdo final dos tecidos cerebrais recuperaveis. O entendimento da inflamagdo no AVCI
agudo torna util a aplicacdo de biomarcadores inflamatérios para expandir a investigacdo
sobre patogénese e prognostico do AVCI, além de melhorar a terapéutica clinica. Niveis
elevados de marcadores durante a resposta inflamatoria aguda apés o AVCI estdo associados
a piores resultados (HAKKENNES et al., 2011).

O Grupo de Trabalho de Definicbes de Biomarcadores descreve um biomarcador
como uma caracteristica que pode ser objetivamente medida e avaliada como um indicador de
processos bioldgicos normais ou patoldgicos ou respostas farmacologicas a intervencoes
terapéuticas. Os biomarcadores moleculares, detectaveis no sangue, na urina ou em outros
fluidos biologicos, podem representar indicadores mensuraveis para prever os estados
fisiologicos de uma doenca. No entanto, apesar de muitos anos de pesquisa no campo,
nenhum biomarcador de sangue é atualmente usado na pratica clinica de AVCI, embora 0 uso
de biomarcadores detectados em amostras de sangue periférico para prever o resultado do
AVCI pareca atraente para clinicos e pesquisadores, com varias revisdes publicadas nos
altimos anos (WHITELEY et al., 2009; KATAN; ELKIND, 2011; BUSTAMANTE et al,
2014). No entanto, faltam ferramentas progndsticas na pratica clinica para monitorar a
condicdo neuroldgica e prever o resultado final.

Como mostrado anteriormente, a neuroinflamacdo esta relacionada a alguns dos
principais fatores relacionados ao desfecho do AVC, como a extensdo da lesdo cerebral
isquémica (relacionada a gravidade do AVC) e complicacBes pds-AVC. Nesse sentido, seriam
esperadas associa¢fes entre os marcadores inflamatorios alterados na cascata isquémica e o
desfecho do AVC. A questdo permanece sobre como essas associacdes podem ser usadas
pelos médicos para melhorar os resultados do AVC (BUSTAMANTE et al., 2016).

De acordo com os processos fisiopatoldgicos envolvidos no AVCI, potenciais

biomarcadores inflamatérios podem ser classificados como liberado por: (i) ativagdo
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astroglial e lesdo neuronal; (ii) resposta inflamatdria sistémica; (iii) disfuncdo endotelial
(revisados por BONAVENTURA et al., 2016).

Os biomarcadores do AVCI podem ser especificos do cérebro, liberados a partir de
tecidos danificados ou outros indicadores mais sistémicos, como 0s resultantes da resposta
inflamatéria no nivel local ou periférico. Em qualquer caso, os niveis de marcadores
inflamatorios no sangue periférico geralmente refletem a resposta neuronal contra 0 AVCI. A
avaliacdo dos niveis plasmaticos de citocinas no AVCI agudo tem sido associada ao resultado
do AVCI, bem como a ocorréncia de algumas complicacbes p6s-AVCI. Além disso, o tempo
em que a medicdo é realizada também pode resultar em diferentes associa¢Ges, pois alguns
biomarcadores mostraram estar associados a diferentes caracteristicas em diferentes
momentos (BUSTAMANTE et al., 2016b).

1.7.1 Biomarcadores da inflamac¢ao no AVCI

Citocinas e proteinas de fase aguda positivas, como a PCR e ferritina, e negativas
como a albumina, tém sido amplamente investigas em pacientes com AVCI, para avaliar suas
associagdes com a ocorréncia e prognostico do AVCI.

Um dos biomarcadores associados ao prognostico do AVCI tem sido a albumina
(BABU et al. 2013; BALTANAS et al. 2009; BELAYEV et al. 2002). Alguns estudos
experimentais de AVCI sugeriram um efeito neuroprotetor da albumina, quer por reducdo do
edema cerebral (CHEN et al., 2013) ou por suas propriedades antioxidantes ou antiapoptéticas
(CIUFFETTI et al., 1988). Niveis adequados de albumina sérica levam a uma melhora no
fluxo micro circulatério, viscosidade do plasma e capacidade de transporte de oxigénio
(DEFAZIO et al., 2012). Lesbes pequenas foram correlacionadas com niveis mais elevados de
albumina (BOSELLI et al., 2012). Por outro lado, niveis séricos diminuidos de albumina
durante a fase aguda do AVCI corresponderia a um pior estado neuroldgico como resultado
de uma area grande de isquemia com intenso processo catabdlico (BIELEWICZ et al., 2016).
A liberacdo de hormdnios, como glucagon, catecolaminas e corticosteroides, resulta em
intensificacdo de inimeras vias catabdlicas, incluindo protedlise. Esses processos estdo
conectados a degradacdo da albumina sérica, o que leva a hipoalbuminemia (BIELEWICZ et
al., 2016).

Estudos extensos demonstraram que 0s niveis periféricos de leucécitos (KOTON et
al., 2010; SAPOSNIK et al., 2008; ANDERSEN et al., 2011), homocisteina (LIU et al., 2011;
JOHNSTON et al., 2009; SENE et al., 2006; GONZALES et al., 2008) e PCR (SENE et al.,
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2006; DEN HERTOG et al., 2009; SHANTIKUMAR et al., 2009; DI NAPOLI et al., 2001)
correlacionam-se fortemente com a gravidade do AVCI e predizem independentemente a
mortalidade e a recorréncia do AVCI em pacientes com AVCI agudo.

Citocinas e PCR foram os marcadores mais explorados na literatura, portanto, as
informacdes sobre sua associagdo com o resultado do AVC deveriam ser mais robustas
(BUSTAMANTE et al., 2016b). Em uma reviséo sistematica, verificou-se que a PCR foi um
preditor independente de resultados funcionais a longo prazo em 20 estudos, enquanto sete
deles encontraram associacdes que ndo eram mais independentes ao ajustar as covariaveis
clinicas e outros biomarcadores sanguineos, havendo enorme variabilidade nos resultados,
com alguns estudos mostrando nenhuma associacao adicional quando o ajuste por covariaveis
é realizado, ou mesmo nenhuma associagdo no nivel univariado. (BUSTAMANTE et al,,
2016). Apesar da enorme quantidade de literatura sobre a associacdo de PCR e desfecho do
AVCI, resultados inconsistentes tem sido a regra para muitas das moléculas exploradas, como
é 0 caso da PCR e TNF-a. Estes autores concluiram que ha incerteza sobre se os niveis de
PCR podem ser um preditor independente de pior progndstico no AVCI e sugerem que a PCR
ndo € uma ferramenta Gtil na pratica clinica para prever o resultado do AVCI, pelo menos
como um unico biomarcador.

Um estudo (OZKAN et al., 2013) revelou que nem os niveis de PCR mensurada por
método ultrassensivel (usPCR) nem ferritina podiam prever incapacidade funcional trés meses
apos o inicio do AVCI. Ja os escores do NIHSS foram mais Uteis na previsao do resultado
funcional trés meses apos o inicio do AVCI do que os marcadores laboratoriais avaliados
neste estudo; além disto, nenhuma correlagéo significativa foi encontrada entre os marcadores
laboratoriais e 0s escores do NIHSS na admissdo e no seguimento de trés meses. No entanto,
esses autores obtiveram as amostras dentro de 48 horas apos o inicio do AVCI, o que dificulta
a comparacao com outros estudos de prognostico (OZKAN et al., 2013).

Nosso grupo de estudo verificou associacdes entre deficiéncia de vitamina D e niveis
elevados de usPCR e entre os niveis de 25, hidroxivitamina D e pior progndstico a curto prazo
em pacientes com AVCI agudo e sugere o importante papel da vitamina D na modulacéo da
resposta inflamatdria e na fisiopatologia desse evento isquémico (ALFIERI et al., 2017).

A IL-6 é outro biomarcador muito explorado. Apesar da associacdo independente da
IL-6 com o pior desfecho, sua discriminacdo adicional sobre varidveis clinicas foi muito
modesta, fato que limita seu uso na pratica clinica (BUSTAMANTE et al., 2014).

Li et al., 2019, demonstraram que 0s niveis das citocinas IL-1Ra, IL-1p, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-13, IL-15, fator de crescimento epidérmico (EGF), fator
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estimulador de colbnias de granuldcitos (G-CSF), ligante 3 da tirosina quinase Fms-
relacionada (FIt-3L), fator estimulador de colénias de granuldcitos e mondécitos (GM-CSF) e
fractalkina (ligante 1 de quimiocina) diminuiram significativamente em pacientes com AVCI
grave. Em particular, I1L-1p, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-10, IL-15, G-CSF e GM-CSF foram
significativamente reduzidas em pacientes com AVCI com pior progndstico, em comparacao
com aqueles com bom prognéstico. A IL-6 foi notavelmente maior no grupo de pior
progndstico. Apenas o nivel de IL-9 diminuiu no grupo de grande volume de infarto. Ap6s o
ajuste para fatores confundidores, os autores verificaram que a IL-5 era um fator protetor
independente para prognostico em pacientes com AVCI, enquanto IL-6 era um preditor de
risco independente para pacientes com AVCI. Os autores sugerem que 0s niveis de citocinas
séricas estdo relacionados a gravidade do AVCI, progndstico a curto prazo e volume de
infarto cerebral em pacientes com AVCI (LI et al., 2019).

1.7.2 Biomarcadores da disfuncéo endotelial

Os biomarcadores de disfuncdo endotelial avaliados em pacientes com AVCI incluem
Fator de von Willebrand (FvW), homocisteina, E-selectina, P-selectina, ICAM-1 e VCAM-1.,
Estudos com estas moléculas mostram que estdo elevadas, mas sdo poucos ou com dados
conflitantes (WISEMAN et al., 2014).

O FvW tem um papel importante na adesdo e agregacdo de plaquetas, bem como na
formacdo de trombos. E predominantemente liberado pelas células endoteliais e um nivel
aumentado de FvW aponta para a disfuncdo endotelial (RUGGERI ZM, 2007). O dano ao
endotélio na aterosclerose aumenta a liberacdo de FVW, o que pode levar a uma formacéo
subita de trombo nas artérias (CONLAN et al., 1993).

A justificativa para o FYW como um alvo potencial no AVCI vem de quatro
evidéncias: 1) modelos animais, que nos ajudam a entender a patogénese do AVCI e apontam
o papel do FYW no evento isquémico; 2) dados epidemiolégicos demonstrando que 0s niveis
plasmaticos de FVW predizem a ocorréncia e recorréncia de AVCI; 3) estudos genéticos que
estabelecem uma associacdo entre os niveis de FVW e o risco de AVCI nos niveis gendmicos;
e 4) licdes aprendidas de pacientes com disturbios do FvW que mostraram o papel crucial do
FVW na aterotrombose e no AVCI. No entanto, ensaios clinicos randomizados com inibidores
de FVW sdo necessarios para demonstrar a relevancia do bloqueio do FYW na prevencao ou
tratamento de AVCI (BUCHTELE et al., 2018).
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O FvW é um fator de risco potente e independente para AIT, AVCI menor e, por
extrapolacdo, AVCI em geral e doenca cardiaca isquémica (QIZILBASH, et al., 1997). Em
um estudo com 108 pacientes com AVCI, altos niveis de FvW foram associados a maior
gravidade do AVCI, bem como a um desfecho clinico ruim (MENIH et al., 2017).

Quanto as moléculas de adesdo, estas podem ser classificadas com base em sua
estrutura ou de acordo com as células nas quais sdo expressas. De acordo com as
caracteristicas e fungdes estruturais comuns, a maioria das moléculas de adesdo pode ser
subdividida em cinco familias principais: integrinas, superfamilia do gene da imunoglobulina,
caderinas, selectinas e mucinas (revisadas por SCHMIDT et al., 2016).

A regulacdo positiva das moléculas de adesdo inflamatéria foi demonstrada em
pacientes com AVCI; no entanto, as evidéncias sao contraditdrias e as condigdes de anélise
sdo muito heterogéneas, o que dificulta a comparacdo dos dados. Em nove estudos, as
moléculas de adesdo circulantes foram medidas no sangue periférico em amostras colhidas 12
a 72 horas apos o inicio do AVCI (SHYU et al., 1997; FASSBENDER et al., 1995; BITSCH
et al., 1998; BLANN et al., 1990; FRIJNS et al., 1997; CLARK et al., 1993; WU et al., 1993;
KIM et al., 1995; FISZER et al., 1998). Foram encontradas concentraces elevadas de
SICAM-1 em trés estudos (SHYU et al., 1997; FASSBENDER et al., 1995; BITSCH et al.,
1998) de seis estudos analisados (SHYU et al., 1997; FASSBENDER et al., 1995; BITSCH et
al., 1998; BLANN et al., 1990; FRIJNS et al., 1997; CLARK et al., 1993), aumento de
SVCAM-1 em trés estudos (FASSBENDER et al., 1995; BITSCH et al., 1998; BLANN et al.,
1990) de quatro estudos analisados (FASSBENDER et al., 1995; BITSCH et al., 1998;
BLANN et al.,, 1990; FRIINS et al., 1997) e aumento de SE-selectina em trés estudos
(FASSBENDER et al., 1995; BITSCH et al., 1998; FRIINS et al., 1997) de cinco estudos
analisados (SHYU et al., 1997; FASSBENDER et al., 1995; BITSCH et al., 1998; BLANN et
al., 1990; FRIJNS et al., 1997).

As concentracdes de sP-selectina (FRIJNS et al., 1997; WU et al., 1993) e expressao
de CD18 em leucdtcitos (KIM et al., 1995; FISZER et al., 1998) foram elevadas nos dois
estudos que avaliaram a presenca dessas moléculas de adesdo. As possiveis explicacdes para
esses resultados contraditorios sdo diferencas nos grupos de controle, em diferentes métodos
laboratoriais de mensura¢do ou no momento da coleta de sangue. Diferencas no uso de
medicamentos que influenciam a expressdo de moléculas de adesdo, por exemplo, aspirina,
corticosteroides ou anti-inflamatorios ndo esteroides, podem ser outra explicacdo. Além disso,
a presenca de outras doencas, como: infeccbes, DMT2 ou doencas sistémicas, pode ter

influenciado os resultados. Niveis elevados de sSICAM-1 e sVCAM-1, mas niveis normais de
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sE-selectina, foram relatados em pacientes com DMT2, especialmente naqueles com infarto
cerebral silencioso na RMN (KAWAMURA et al., 1998).

Pacientes com AVCI apresentaram niveis séricos de sICAM-1, obtidos na admissao
hospitalar, associados a deterioracdo neurolégica (WANG et al., 2006). Outro estudo
demonstrou que niveis elevados de sSICAM-1, na admissdo hospitalar, foram associados a
morte precoce em pacientes com AVCI de meia-idade, sugerindo um papel patogenético da
inflamacédo na evolucdo do AVCI (RALLIDIS et al., 2009).

Como a adesdo celular endotelial de leucécitos é uma etapa determinante da taxa no
recrutamento de leucécitos para o tecido cerebral pds-isquémico, muita atencdo tem sido
dedicada a definicdo da contribuicdo de diferentes moléculas de adesdo, expressas em
leucocitos ou células endoteliais, para o recrutamento de leucdcitos processo (YALMAZ;
GRANGER, 2008). Estudos revelaram uma importante contribuigdo de p2-integrinas (CD11 /
CD18), ICAM-1 e P-selectina no recrutamento de leucdcitos e plaquetas na microvasculatura
cerebral pos-isquémica. A ICAM-1 (CD54) ¢ uma molécula de adesdo necessaria para a
migracao transendotelial de neutrofilos (YANG et al., 2005). Tanto a E-selectina quanto a P-
selectina estdo envolvidas na rolagem e recrutamento de leucdcitos e estdo associadas a leséo
cerebral secundaria, enquanto a L-selectina parece ndo estar relacionada ao AVCI (HUANG
et al., 2000). As moléculas de adesdo facilitam a diapedese dos leucdcitos através da parede
do vaso e, embora haja fortes evidéncias de que a ICAM-1 contribua para lesdo cerebral
secundaria, relatos sobre o papel da VCAM-1 na fisiopatologia do AVCI sdo controversos
(WANG et al., 1994; JUSTICIA et al., 2006).

Tsai et al (2009) examinaram prospectivamente alteracdes seriadas na expressao da P-
selectina glicoproteina ligante-1 (PSGL-1), macréfago antigeno-1 (Mac-1) e expressdo do
antigeno-1 associado a funcdo linfocitaria (LFA-1) por subconjuntos de leucdcitos usando
citometria de fluxo em varios momentos em 65 pacientes com AVCI agudo e 60 controles. A
expressdo de PSGL-1 em neutrofilos e mondcitos foi significativamente maior do dia 1 ao 90
apos o AVCI em comparacdo com os individuos controles. A expressdo do Mac-1 e LFA-1
também aumentou significativamente nos dias 1 e 7 ap6s o AVCI do que nos controles. A
expressdo de PSGL-1 pelos neutréfilos no dia 1 foi significativamente maior em pacientes
com deterioracdo neuroldgica precoce e a expressao de Mac-1 por mondcitos correlacionou-se
positivamente com os escores de NIHSS na admissdo. A presenga de DMT2 e 0s escores
NIHSS na admissdo foram associados de forma independente ao prognéstico de trés meses.
Os autores concluem que as expressdes das moléculas de adesdo de leucocitos na admissao

aumentam significativamente em pacientes com AVCI agudo e que a expressdo mais alta de
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PSGL-1 por neutréfilos na admissdo pode implicar um risco maior de deterioracéo
neuroldgica precoce que a expressdao de Mac-1 pelos mondcitos na admissdo reflete a
gravidade do AVCI na admisséo.

Em um estudo observacional prospectivo (RICHARD et al., 2015), os niveis de E-
selectina avaliados logo ap6s o AVCI mostraram-se preditores independentes do pior
progndstico, assim como os niveis de VCAM-1 quando avaliados na terceira semana apds o
inicio do evento isquémico.

O valor progndstico da sICAM-1 e da sVCAM-1 foi avaliado na mortalidade
hospitalar em pacientes com AVCI. Altos niveis de SICAM-1 na admissdo foram associados a
morte precoce em pacientes com AVCI de meia idade, sugerindo um papel patogenético da
inflamacédo na evolugdo do AVCI. Pacientes com AVCI agudo apresentaram niveis mais altos
de SICAM em comparacdo aos controles e os niveis de SICAM-1 e sVCAM-1 foram
significativamente maiores nos pacientes que morreram em comparacdo aos que
sobreviveram; no entanto, apenas os niveis de SICAM-1 foram independentemente associados
a morte precoce, apos 0 ajuste para varios fatores confundidores. Para um aumento de 10
ng/ml nos niveis de sSICAM-1, houve um risco 9% maior de morrer. A analise do ponto de
corte revelou que os niveis de sICAM-1> 322 ng/ml foram os pontos Otimos que
discriminaram aqueles que morreram no restante dos pacientes (RADILLIS et al., 2009). No
entanto, ao se avaliar a ICAM-1 como alvo terapéutico, os resultados ndo foram promissores.
O Enlimomab Acute Stroke Trial, um estudo prospectivo, randomizado, cego, fase Ill, testou
os efeitos do anticorpo murino anti-ICAM-1 enlimomabe em pacientes AVCI agudo.
Inesperadamente, a administracdo durante cinco dias consecutivos aumentou a mortalidade, o
tamanho do infarto e os efeitos colaterais inespecificos (Enlimomab Acute Stroke Trial
Investigators, 2001). A explicacdo mais provavel para este resultado adverso € uma resposta
imunoldgica ao anticorpo murino (YILMAZ; GRANGER, 2008).

1.7.3 Biomarcadores da coagulacao/fibrinélise no AVCI

Como doenca aterotrombotica, tanto a cascata de coagulacdo / fibrindlise quanto a
disfuncao endotelial podem contribuir para a fisiopatologia do AVCI. Entre as moléculas que
participam das vias da coagulacdo/fibrindlise, o dimero D, FvW, tPA, inibidor do ativador do
plasminogénio (PAI), FVIII e fibrinogénio tém sido investigados em pacientes com AVCI
(WISEMAN et al., 2014).
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Wiseman e colaboradores (2014) realizaram uma revisao sistematica e estudo de meta-
analise e verificaram que o0s marcadores de coagulacdo/fibrindlise, como tPA, PAl,
fibrinogénio e dimero D foram mais elevados nos pacientes com AVC subtipo LAC do que
nos controles, embora o fibrinogénio n&o tenha sido diferente dos controles quando avaliado
no AVC na fase aguda. tPA e PAI ndo foram diferentes entre LAC e ndo-LAC. O
fibrinogénio e o dimero D foram significativamente menores no LAC. Os niveis de
homocisteina, FVvW, E-selectina, P-selectina, ICAM-1, VCAM-1 foram mais elevados ou
apresentaram dados insuficientes ou conflitantes (P-selectina, VCAM-1) no LAC versus
controles. Comparado com outros subtipos de AVCI, a homocisteina ndo diferiu no LAC
enquanto o FYW foi significativamente menor no LAC de forma aguda. Segundo esta meta-
analise em comparacdo com outros subtipos de AVCI, o subtipo LAC foi caracterizado por
niveis mais elevados dos biomarcadores da coagulacao/fibrinolise (t-PA, PAI-1 e D-dimero) e
menores niveis dos biomarcadores de disfuncdo endotelial (FvW, E- e P-selectinas, ICAM-1 e
VCAM-1).

Dois estudos demonstraram que o0s niveis de dimero D foram diferentes em cada
subtipo de AVCI com os niveis mais altos no subtipo CEI (LIU et al., 2015; YUAN; SHI,
2014). O dimero D, tambem, previu o subtipo CEI de forma independente (LIU et al., 2015) e
mostrou boa acurécia prognéstica como preditor de piora a curto e longo prazo (YUAN; SHI,
2014). Um estudo prospectivo demonstrou que os niveis de dimero D, no momento de
admissdo, foram mais elevados em pacientes com pior progndstico com alta precisdo
prognostica e foi preditor de mortalidade (YANG et al., 2014). JA4 em um estudo caso-
controle, o biomarcador dimero D foi efetivo na predicdo de um pior escore neuroldgico
(WANG et al., 2016).

O FVIII é uma proteina de fase aguda positiva, mais fortemente envolvida na
formacdo de codgulos. O FVW estabiliza e transporta o FVIII e o complexo FVII-FvW
suporta a ligacdo com outros componentes da cascata de coagulacdo e medeia a ligacao
plaquetaria ao subendotélio danificado (SAKARIASSEN et al., 1979). Vérios estudos apoiam
a associacdo entre elevacdo no FVIII ou no FYW e aumento do risco de trombose venosa e
eventos tromboembdlicos recorrentes (CHANG et al, 2014: KOSTER et al, 1995;
SHAHSAVARZADEH et al, 2011; KYRLE et al., 2001). O FVIII elevado foi descrito como
um fator de risco para AVCI agudo e doenca arterial coronariana (CHANG et al., 2014,
FOLSOM et al., 1997, 1999). Ja outros autores ndo mostraram evidéncias para implicar o
FVIII e tPA como fatores de risco para AVCI (QIZILBASH, et al., 1997).
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Samai et al. (2014) investigaram diferengcas na gravidade do AVCI, complicacOes
hospitalares e resultados entre pacientes com valores séricos normais de FVIII e FVYW e
aqueles com elevacao singular em FVIII ou elevagcdo combinada em FVIII e FVYW. Além
disso, eles exploraram a relacdo de elevacdo singular no FVYW com essas variaveis. E
concluiram que a elevacdo concomitante do FVIII e FvW prediz maiores chances de
complicagBes hospitalares, agravamento neurolégico e piores resultados funcionais em
comparagdo com pacientes com niveis normais. Suas descobertas sugerem que os niveis de
FVIII e FvW podem servir como biomarcadores de AVCI clinicamente Gteis, fornecendo
perfis de risco para estes pacientes.

Aumento dos niveis de fibrinogénio, IL-6 e usPCR sdo associados com mortalidade
entre individuos idosos (DANESH et al., 2005; HARRIS et al.,, 1999; STRANDBERG;
TILVIS et al., 2000). Niveis elevados de fibrinogénio apés o AVCI durante um ano foram
associados com aumento da mortalidade (BEAMER et al., 1998).

Ja Froyshov e colaboradores (2017) avaliaram o0s niveis de biomarcadores
inflamatdrios, entre eles, a contagem de a leucdcitos periféricos, niveis de fibrinogénio,
usPCR, IL-6 em pacientes com AVCI que sobreviveram e em controles livres de AVCI,
durante 16 anos de seguimento. Os autores verificaram que nos pacientes que sobreviveram
apos o AVCI, os niveis de fibrinogénio e IL-6 predisseram mortalidade por todas as causas
apos ajuste pela idade, sexo, IMC, tabagismo, atividade fisica, comorbidades e uso de
estatinas. J& nos individuos sem AVCI, os niveis de usPCR predisseram mortalidade por todas
as causas apos se considerar os niveis de colesterol, pressdo sanguinea e uso de medicamentos
anti-hipertensivos.

As proteinas anticoagulantes naturais, incluindo antitrombina, inibidor da via do fator
tecidual e proteina C, suprimem os mediadores pré-inflamatérios. Por outro lado, a
inflamacdo diminui a atividade anticoagulante e, quando ndo controlada, promove a
coagulacdo sistémica como as que ocorrem na coagulacdo intravascular disseminada e na
sepse grave. A deficiéncia adquirida de antitrombina, sendo mais comum e mais complexa,
geralmente resulta em estados tromboticos associados a um componente inflamatério.
Evidéncias crescentes de que a antitrombina possui notaveis propriedades anti-inflamatdrias,
aléem de sua atividade anticoagulante, sugerem que o concentrado de antitrombina pode ter
potenciais aplicagdes terapéuticas em certos contextos clinicos associados a inflamacéao
(LEVY et al., 2016). O desequilibrio da ativagdo da trombina em individuos com deficiéncia
de antitrombina pode contribuir para a formacgdo e progressdo de aterosclerose por meio de

varios mecanismos, incluindo ativacdo plaquetéria, desregulacdo de células musculares lisas
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endoteliais e vasculares e recrutamento de mondcitos e macréfagos (MARTORELL et al.,
2008; BORISSOFF et al., 2009).

As trombofilias hereditarias, como o Fator V de Leiden, mutacdo G20210A da
protrombina, deficiéncia da Proteina C, deficiéncia da proteina S e deficiéncia da
antitrombina sdo fatores bem estabelecidos que predispdem a ocorréncia tromboembolismo
venoso, mas seu papel nas tromboses arteriais como o AVCI ainda esta incerto (MORRIS et
al., 2010). De fato, as diretrizes de prética clinica da American Heart Association de 2018 é
contra a recomendacdo do teste de trombofilia em pacientes com AVCI (POWERS et al.,
2018), embora esse teste continue sendo comum pratica clinica (COX et al., 2017).

Haapaniemi et al. (2002) também ndo encontraram correlacdo entre os niveis dos
anticoagulantes naturais antitrombina, proteina S e proteina C com a etiologia do AVCI,
qualquer fator de risco de AVCI ou escores neurologicos, exceto que o nivel de antitrombina
na admissdo mostrou significante correlacdo com a gravidade do AVCI e incapacidade apés
trés meses. Além disso, segundo estes autores, 0s niveis naturais de anticoagulante nao
puderam prever a recorréncia de AVCI. Outro estudo demonstrou auséncia de correlagdes
significativas entre antitrombina, proteina S, proteina C, agregacao plaguetaria ou viscosidade
sanguinea e progndstico do AVCI (HASHEM et al., 2018). No entanto, os pacientes incluidos
neste estudo estavam acima de 46 anos de idade enquanto a deficiéncia natural de
anticoagulantes pode desempenhar papel no AVCI em adultos jovens. Mais recentemente, 0s
resultados de uma revisdo sistematica e meta-analise sugerem que estas trombofilias
hereditarias estdo associadas a um aumento significativo, porém pequeno, do risco de AVCI

arterial em adultos, particularmente em jovens pacientes (CHIASAKUL et al., 2019).
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2 JUSTIFICATIVA

Embora o AVCI continue sendo a principal causa de morbidade, mortalidade e
incapacidade em todo o mundo, faltam ferramentas progndsticas na préatica clinica para
monitorar a condigdo neuroldgica e prever o resultado final. Diferentes biomarcadores de
imagem, clinicos e mensurados no sangue periférico tém sido propostos e estudados nesta
indicacdo; no entanto, nenhum biomarcador é atualmente utilizado na pratica clinica.

Embora os exames de imagem continuem sendo os pilares da deteccdo da placa de
aterosclerose vulneréavel e de ser um procedimento de custo acessivel, 0s mesmos podem néo
estar disponivel em todos os servigos de salde que atendem pacientes com AVCI.

Nosso grupo de pesquisa tem investigado diferentes biomarcadores genéticos,
inflamatdrios e metabdlicos associados ao AVCI agudo, com importante associagdo com 0s
subtipos de AVCI e seu desfecho a curto prazo que podem ser utilizados na avaliagéo inicial
do paciente com AVCI para a identificagdo dos pacientes que podem se beneficiar com
estratégias terapéuticas individualizadas que levem em consideracdo diferentes perfis
inflamatdrios e metabdlicos (DE SOUSA PARREIRA et al., 2015; LEHMANN et al., 2015;
ALFIERI et al., 2017; REICHE et al., 2019).

No entanto, poucos estudos examinam a relacdo entre biomarcadores sistémicos que
participam de diferentes mecanismos envolvidos na fisiopatologia do AVCI como a resposta
inflamatdria, coagulacédo e disfuncdo endotelial com os biomarcadores de imagem obtidos no
USGD, como a cIMT e o grau de estenose da carétida e, ainda assim, apresentam resultados
conflitantes (KABLAK-ZIEMBICKA et al., 2011).

As informac6es disponiveis sobre o resultado funcional ou sobrevida apds o0 AVCI em
pacientes atendidos na populacdo brasileira sdo insuficientes (CARVALHO et al., 2011). Um
estudo avaliou o desempenho de quatro escalas prognésticas do AVCI em uma populacéo
brasileira, incluindo o NIHSS. Embora as quatro escalas tenham sido um resultado funcional
significativamente e independentemente associado, nenhuma delas demonstrou boa ou
excelente capacidade de prever mortalidade hospitalar e resultado funcional (KUSTER et al.,
2016).

A identificacdo de um conjunto de biomarcadores que possam predizer precocemente
o resultado funcional e a mortalidade dos pacientes que sofreram AVCI pode ser clinicamente
atil na pratica clinica ao serem propostos como uma ferramenta de analise complementar de

indicativo de gravidade e progndstico para auxilio em decisdes terapéuticas de urgéncia.



© 00 N O o B~ W N P

N RN NN NN PR B R R R R R R R
O B W N P O © 0 N O ol M W N B O

55

N&o encontramos em nenhum dos artigos revisados neste estudo, realizados tanto na
populacdo mundial como na populagéo brasileira, a avaliagdo do papel potencial de diferentes
variaveis demograficas, clinicas e de imagem em conjunto com biomarcadores laboratoriais
da resposta inflamatoria, coagulacdo e disfuncdo endotelial no progndstico a curto e longo
prazo em pacientes que sofreram AVCI agudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar um painel de variaveis demogréficas, clinicas, de imagem e laboratoriais como
potenciais biomarcadores preditores de incapacidade funcional e mortalidade a curto prazo,
bem como de mortalidade a longo prazo em pacientes com AVCI agudo atendidos em um

hospital universitario.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as caracteristicas clinicas e fatores de risco associados ao AVCI em pacientes
com AVCI agudo;

e Determinar os subtipos e gravidade do AVCI agudo na admissdo do paciente e o desfecho
clinico apds trés e 12 meses do evento isquémico;

e Determinar a cIMT da carétida e grau de estenose da placa de aterosclerose em pacientes
com AVCI agudo;

e Determinar os niveis plasmaticos de biomarcadores inflamatorios, da coagulacdo e de
disfuncao endotelial em pacientes com AVCI agudo;

e Determinar quais variaveis e biomarcadores podem ser preditores da incapacidade

funcional e mortalidade apds trés e da mortalidade apds 12 meses do AVCI.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO

Foi realizado um estudo longitudinal prospectivo para avaliacdo do papel das variaveis
demograficas, clinicas, de imagem e laboratoriais na predicdo da incapacidade funcional e
mortalidade dos pacientes com AVCI ap6s trés e mortalidade ap6s 12 meses do evento
isquémico. O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Institucional da
Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil (CAAE: 61361416.9.0000.5231, n°
1.816.305) (Anexo 1).

4.2  SUJEITOS

Trata-se de uma amostra consecutiva, de conveniéncia de tempo e local, com a
inclusdo, prospectiva de 153 pacientes atendidos no Pronto Socorro do HU/UEL, com
suspeita de AVCI agudo no periodo de marco de 2017 a margo de 2018. Foram incluidos
pacientes adultos, de ambos 0s sexos e que consentiram previamente sua participacéo
voluntéria no estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndice 1). Na impossibilidade de o paciente manifestar seu consentimento, sua
participacdo foi autorizada pelos seus responsaveis por meio da assinatura do TCLE. O AVCI
agudo foi diagnosticado como déficit focal ao exame neurolégico, com ou sem distdrbio de
consciéncia; inicio subito agudo ou rapidamente progressivo que persistiu por > 24 horas,
confirmado por TC de cranio e/ou RNM. Os subtipos de AVCI foram classificados segundo
os critérios definidos pelo TOAST (ADAMS et al., 1993). A gravidade inicial do AVCI foi
avaliada com o escore da NIHSS (Anexo 2) (BROTT et al., 1989) obtido dentro de 24 horas
apos a internacdo do paciente por dois neurologistas.

Dois desfechos do AVCI foram avaliados: incapacidade e mortalidade apos trés meses
e mortalidade apds 12 meses da admissdo hospitalar do paciente. A avaliacdo do estado de
incapacidade funcional foi realizada pela escala mRS (Anexo 3) (BONITA, BEAGLEHOLE,
1988). Todos os pacientes foram acompanhados por até 12 meses apds o evento isquémico,
com uma avaliacdo clinica agendada no Ambulatério de Neurologia do Ambulatério de
Especialidades do HU da UEL ou por meio de uma entrevista por telefone com o paciente ou
0 mais proximo dele ou responsavel, quando apropriado (WANG et al., 2014). Neste
momento, foram coletados dados sobre o estado funcional e mortalidade apds trés meses e

mortalidade apds 12 meses do AVCI.
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Dois desfechos funcionais foram avaliados: incapacidade e mortalidade apds trés
meses e mortalidade ap6s 12 meses. Para o primeiro desfecho, os pacientes foram
categorizados como incapacidade leve (MRS <3), incapacidade moderada/grave (mRS >3) e
6bito (MRS=6) (PARK et al., 2015). Os casos de morte também foram incluidos no grupo de
pacientes com mRS >3 para garantir que usamos uma amostra de estudo ndo restrita que
reflete o resultado geral do prognédstico. Para o segundo desfecho, os pacientes foram
categorizados como sobreviventes e ndo sobreviventes no seguimento de 12 meses (KIM et
al., 2012; HUYBRECHTS et al., 2007; PARK et al., 2015). No caso de ébito, o avaliador
solicitou a data do mesmo. Esses desfechos de mortalidade foram definidos como qualquer

causa de morte, com excecéo da morte acidental (WEI et al., 2018).

4.3  CRITERIOS DE EXCLUSAO

Dos 153 pacientes inseridos inicialmente, 47 (30,7%) foram excluidos de acordo com
0s seguintes critérios de exclusdo: AVCH, AIT, doengas infecciosas e inflamatorias cronicas
como virus da imunodeficiéncia humana tipo 1, infeccdes por virus da hepatite B e virus da
hepatite C, artrite reumatoide, lUpus eritematoso sistémico, doenca inflamatoria intestinal,
insuficiéncia renal ou hepatica, doencas inflamatdrias agudas, como pneumonia e infecgdo do
trato urinario, historia recente de febre nos ultimos sete dias antes do inicio dos sintomas do
AVCI, historia de infarto agudo do miocéardio, cirurgia nos ultimos 30 dias, angiografia nos
altimos sete dias, trauma nos altimos 30 dias, doencas malignas, terapias anti-inflamatorias

esterdides ou ndo esteroides e uso de drogas imunossupressoras, além de dados incompletos.

44  DADOS DEMOGRAFICOS, ANTROPOMETRICOS, CLINICOS, DE IMAGEM E
LABORATORIAIS

Em até 24 horas da admissdo, foram coletados dados demograficos (idade, sexo e
etnia), antropométricos (peso, altura e IMC), clinicos como fatores de risco associados ao
AVCI (hipertensdo arterial sistémica, tabagismo, dislipidemia e DMT2), uso de
medicamentos  pré-morbidade, entre eles, hipolipemiantes,  anti-hipertensivos,
hipoglicemiantes e anticoagulantes dos individuos inseridos no estudo. Os dados foram
coletados pela aplicacdo de um questionario padrdo (Apéndice 2) respondido pelo paciente ou
por seus responsaveis. Os dados foram, também, obtidos por meio de consulta aos prontuarios
médicos e a base de dados LABHOS do Laboratério de Analises Clinicas (LAC) do HU/UEL

As medidas antropométricas avaliadas foram peso corporal (kg) e altura (m), obtidas,

por interrogatério, durante a aplicacdo do questionario. O IMC foi calculado como peso (kg)
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dividido pela altura (m) ao quadrado e expresso em kg/m® A etnia foi autorreferida como
caucasiana e ndo caucasiana. A pressdo arterial sistélica basal (PAS) e a pressdo arterial
diastdlica (PAD) foram medidas duas vezes e a media foi usada na andlise; consideramos
hipertensdo arterial sistémica quando a PAS era >140 mmHg ou a PAD era >90 mmHg ap6s a
fase aguda do AVCI ou, ainda, pelo uso de medicagao anti-hipertensiva (JAMES et al., 2014).
O DMT?2 foi definido como glicemia sérica em jejum >126 mg/dL, glicemia sérica sem jejum
>200 mg/dL e/ou uso de medicamento antidiabético (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2014); dislipidemia foi definida pela presenca de um ou mais valores
anormais de lipidios séricos: colesterol total >200 mg/dL, LDL-colesterol >130 mg/dL;
HDL-colesterol <40 mg/dL e triglicerideos >150 mg/dL (NECP, 2002).

45 EXAMEDE USGD

O exame de USGD dos pacientes foi realizado com o equipamento Doppler em cores
Siemens Acuson X300 (Siemens, Alemanha). Todos os pacientes foram avaliados pelo
mesmo examinador, o autor deste estudo. A cIMT, expressa em mm, foi calculada como a
média de trés medidas das artérias cardtida esquerda e direita. Os pacientes foram
categorizados de acordo com cIMT <1,0 mm e >1,0 mm (VLACHOPQULOS et al., 2015),
grau de estenose (<50% e >50% e presencga de placa (> 1,5 mm ou > 50%) (TOUBOUL et al.,
2004; PRICE et al., 2007).

46  COLETADE AMOSTRA BIOLOGICA E EXAMES LABORATORIAIS

A coleta de amostra de sangue periférico foi realizada em até 24 horas apos a
admissdo do paciente em tubo de coleta a vacuo sem anticoagulante e com anticoagulantes
EDTA, citrato de sddio e fluoreto. O soro e plasma foram obtidos apds centrifugacdo 10 min
2500 R.P.M. e armazenados a -80°C até o momento do uso.

Os biomarcadores inflamatérios foram leucdécitos periféricos determinados por auto-
analisador hematologico (Auto Hematology Analyzer Mindray BC6800, Shenzhen Mindray
Bio-Medical Electronics, Shenzhen, China), PCR determinada por imunoturbidimetria de alta
sensibilidade (usPCR) (Architect C8000, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, EUA) e niveis
plasméticos de IL-1p, IL- 2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70 e TNF-a determinados pelo método
imunofluorimétrico com imunoensaio multiplex de microesferas (Novex Life Technologies,
Frederick, EUA) para a plataforma Luminex no instrumento MAGPIX® (Luminex Corp., TX,
EUA).
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Os biomarcadores de coagulagdo foram plaquetas, também determinadas pelo auto-
analisador hematoldgico (Auto Hematology Analyzer Mindray BC6800, Shenzhen Mindray
Bio-Medical Electronics, Shenzhen, China). O fibrinogénio foi determinado pelo método
Clauss, a proteina C e antitrombina pelo ensaio cromogénico, a proteina S pelo imunoensaio
ao latex e o FVIII pelo método coagulométrico o FYW pelo imunoensaio ao latex. Todos
esses biomarcadores foram determinados usando o coagulometro automatizado (ACL TOP
300; Instrumentation Laboratory, Lexington, Massachusetts, EUA), de acordo com as
recomendagdes do fabricante.

Os biomarcadores de disfungdo endotelial foram os niveis plasmaticos de sICAM-1,
sVCAM-1, molécula de adeséo de células endoteliais plaquetérias 1 soltvel (SPECAM-1), E-
selectina soluvel (sE-selectina) e P-selectina soluvel (sP-selectina) determinadas pelo método
imunofluorimétrico com imunoensaio multiplo de microesferas (Novex Life Technologies,
Frederick, EUA) para a plataforma Luminex no instrumento MAGPIX® (Luminex Corp., TX,
EUA).

4.7  ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das variaveis categoricas foram expressos como nimero absoluto (n) e
porcentagem (%) e das variaveis continuas como média + erro padrdo da média (EPM). Os
dados continuos que ndo apresentaram distribuicdo normal também foram apresentados em
mediana e intervalo interquartil (IQR) de 25% e 75%.

Para 0 artigo 1, analises de tabelas de contingéncia (teste do y2) foram empregadas
para verificar as associacdes entre variaveis categoricas e 0s resultados foram expressos em
namero absoluto (n) e porcentagem (%). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para
avaliar a normalidade da distribuicdo e a heterogeneidade da variancia, conforme avaliado
pelo teste de Levene. As diferencas nas variaveis continuas entre os grupos foram avaliadas
pelo teste de Mann Whitney. Analises do modelo linear geral univariado foram usadas para
avaliar os efeitos multivariados de variaveis explicativas na linha de base do NIHSS e no
seguimento de trés meses da mRS, analisados separadamente. Além disso; a associacdo entre
o grau de estenose (>50%) e o resultado (mRS) seguimento de trés meses e Obito em trés
meses; foi avaliada por meio de analise de regressdo logistica binaria stepwise automatica
controlada por covariaveis que possam confundir a associacao de interesse. Os modelos foram
delineados com as variaveis clinicas mais significativas associadas ao resultado. Além disso, a
regressdao de Cox foi usada para avaliar o resultado da sobrevida apés trés e 12 meses de

acompanhamento. Foram calculadas Odds Ratio (OR) e intervalo de confianga (IC). Todas as
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analises estatisticas foram realizadas usando o IBM SPSS Windows versdo 24. Os testes
foram bicaudais e um nivel alfa de 0,05 indicou resultados estatisticamente significativos.

Para o artigo 2, analises de tabelas de contingéncia (teste do ¥2 ou teste exato de
Fisher) foram empregadas para verificar as associagdes entre variaveis categoricas e 0s grupos
de estudo. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade da
distribuicdo. A transformacdo logaritmica (Ln) de dados continuos foi utilizada na analise
quando as variaveis ndo estavam normalmente distribuidas ou quando havia heterogeneidade
de variancia avaliada pelo teste de Levene. Avaliamos as diferengas nas variaveis continuas
entre 0s grupos usando andlises de variancia (ANOVA). Além da analise univariada, a
associacdo com variaveis significativas (p<0,1) no teste ANOVA entre 0S grupos
sobreviventes e ndo sobreviventes foi avaliada usando cinco modelos diferentes de analise de
regressdo logistica binaria stepwise automatica controlada por covaridaveis que podem
confundir a associacao de interesse.

Para avaliarmos as variaveis que foram independentemente associadas a mortalidade
apos 12 meses de seguimento, a analise por regressao logistica foi realizada em duas etapas.
Na primeira etapa, analisamos separadamente quatro modelos com o clinico (modelo n° 1),
coagulacdo (modelo n° 2), inflamagdo (modelo n° 3) e disfungdo endotelial (modelo n° 4),
como varidveis explicativas e acompanhamento de 12 meses com a mortalidade como
variavel dependente. Na segunda etapa, um modelo n® 5 foi testado com as variaveis
significativas obtidas na primeira etapa. Os resultados foram expressos como OR ajustado
com o correspondente IC de 95%.

Os melhores preditores para mortalidade em 12 meses foram avaliados usando a area
sob a curva operacional caracteristica do receptor (AUC/ROC) como nossa medida de
discriminacdo. A curva AUC/ROC reflete a capacidade dos modelos de discriminar aqueles
com sobreviventes do que aqueles ndo sobreviventes. O valor preditivo positivo (VPP), o
valor preditivo negativo (VPN), a sensibilidade e a especificidade usando modelos
combinados também foram determinados. A discriminacdo foi avaliada pela AUC,
comparando as duas AUCs pelo teste de DeLong. A partir dos dados obtidos no presente
estudo, geramos aleatoriamente 1000 amostras de bootstrap do mesmo tamanho, obtidas por
reamostragem e substituicdo de cada amostra, para teste de validacdo. As analises estatisticas
foram realizadas usando (IBM SPSS, Windows versao 24 e ambiente R (R Development Core
Team 2019) com dois pacotes: pROC e Optimal cut points. Os testes foram bicaudais e um

nivel alfa de 0,05 indicou resultados estatisticamente significativos
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5 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados e discutidos em dois artigos originais que seréo
submetidos para publicagdo em revista internacional nas éareas de neurologia/

neuroinflamag&o/ neuroimunologia

5.1 ARTIGO 1 - Stroke severity, type 2 diabetes mellitus and carotid stenosis as potential
predictors of short-term outcome in patients with acute ischemic stroke

5.2 ARTIGO 2 - Elevated National Health Institute Stroke Scale combined with elevated
serum levels of C-reactive protein predict long-term mortality in Brazilian patients with acute

ischemic stroke
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Abstract

Background: Acute ischemic stroke (IS) is one of the leading causes of morbidity and
mortality worldwide and it is associated with an important functional disability.

Objective: to evaluate a set of demographics, clinical and imaging variables as potential
predictors of short-term disability and mortality in patients with IS.

Methods: 106 consecutive patients with 1S were enrolled. We analyzed demographic,
anthropometric, risk factors for IS, clinical information, the severity of IS using the National
Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) and peripheral blood samples obtained within 24 h
of admission. The severity was categorized as mild (NIHSS 0-4), moderate (NIHSS 5-14) and
severe (NIHSS >15). Carotid intima-media thickness (cIMT) and carotid stenosis were
visualized using ultrasonography with Doppler performed during the patient hospitalization.
The cIMT was categorized as <1.0 mm and >1.0 mm and the degree of stenosis as <50% and
>50%. Short-term outcome was measured using modified Rankin scale (mRS) three-months
after hospital admission. The short-term outcome was categorized as mild disability (mRS<3),
moderate/severe disability (mRS>3) or death (mRS=6).

Results: Female IS patients were predominant (51.9%); the median age was 66.0 years and
the most frequent modifiable risk factors for IS were hypertension (71.2%), dyslipidemia
(48.1%) and type 2 diabetes mellitus (T2DM) (30.8%) and presence of carotid stenosis >50%
(27.3%). The presence of carotid stenosis >50% (p=0.032), T2DM (p=0.016) and NIHSS
(p<0.001) were predictors of poor prognosis; together, these variables classified correctly
85.2% of all cases (sensitivity: 90.2%; specificity: 81.8%). NIHSS predicted short-term
mortality and correctly classified 85.7% of all cases (sensitivity: 95.8%). In Cox regression
analysis, adjusted for possible confounder variables, IS patients with higher NIHSS showed
lower survival after three-month follow-up then those with lower NIHSS [odds ratio: 41.35,
95% confidence interval: 1.46-116.0, p=0.029].

Conclusion: Carotid stenosis >50%, T2DM and high NIHSS were predictors of poor
disability and NIHSS was predictor of short-term mortality. Therefore, high NIHSS at
admission may early predict short-term functional impairment as well as mortality in IS
patients, underscoring the importance of this measurement to early management of IS

patients.

Keywords: ischemic stroke, disability, mortality NIHSS, carotid stenosis, type 2 diabetes

mellitus
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Introduction

Acute ischemic stroke (IS) is one of the leading causes of morbidity and mortality
worldwide and is associated with an important functional disability. One third of IS patients
will die within some months from the ischemic event or its complications (Feigin et al.,
2017). Among surviving IS patients, 20% require institutional care during the first three
months after the injury and 15% to 30% suffer from permanent disability (Saenger;
Christenson, 2010). Moreover, approximately one third of patients did not survive three years
after the first-ever IS. While age and markers of severe IS were the major predictors of death
at one-month follow-up, comorbidities and variables associated with atherosclerotic vascular
disease predicted long-term mortality (Koton et al., 2010).

There are substantial worldwide variations of IS mortality (Sarti et al., 2000) that
differed within study populations from several countries (Truelsen et al., 2003; Bronnum-
Hansen et al., 2001; Eriksson et al., 2001; Collins et al., 2003; Petty et al., 2000; Vernino et
al., 2003; Hankey et al., 2000). Risk factors for death within three years of an IS include
advanced age, IS subtypes, initial stroke severity, previous stroke/transient ischemic attack
(TIA), type 2 diabetes mellitus (T2DM) and cardiac disease (Eriksson et al., 2001; Collins et
al., 2003; Petty et al., 2000; Vernino et al., 2003; Hankey et al, 2000; Appelros et al., 2003;
Shukla et al., 2018). The association between IS subtypes and outcome has been investigated
but conflicting results have been reported (Kolominsky-Rabas et al, 2001; Wei et al., 2018).
Current classification models, based on IS etiology, are insufficient to predict functional
prognosis (Saenger; Christenson, 2010) and there is great interest in the stroke clinical
research community in developing a valid surrogate outcome measure (Thijs et al., 2000;
Makris et al., 2018).

Clinical information, including measures of neurological function and IS severity in
combination with computed tomography (CT) infarct volume has been evaluated as a
potential early outcome measure. However, its value as an early measure has been questioned
as a result of the weaker association between infarct volume and standard clinical outcome
measures (Saver et al., 1999). Age and initial IS severity measured using the National Institute
of Health Stroke Scale (NIHSS) were the main prognostic factors on long-term survival for
patients with IS (Adams et al., 1999; Petty et al., 2000; Hankey et al., 2000; Eriksson et al.,
2001; Appelros et al., 2003; Johnston et al., 2003; Vernino et al., 2003; Chang et al., 2010).
One of the biomarkers of inflammation is based on imaging of atherosclerosis (Bustamante et
al., 2016). The degree of stenosis > 50% has been associated with high risk of IS (Costa et al.,

2019), with the benefit for endarterectomy (Campos et al., 2004) and percutaneous carotid


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kolominsky-Rabas%20PL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11739965
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29642209
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intervention (Esteva et al., 2008); however, little is known about its role as predictor of
severity and mortality after an IS.

Carotid ultrasonography with doppler (USGD) is a single and noninvasive method that
is extensively used for evaluating atherosclerosis (Ebrahim et al., 1999) and carotid intima-
media thickness (cIMT) is traditionally associated with atherosclerotic lesions in the general
population and has been used as a marker for early cardiovascular events. The mean cIMT has
been shown strongly associated with cardiovascular diseases (O’Leary et al., 1999; Lorenz et
al., 2007). However, the mean cIMT and carotid plaque score showed a nonsignificant trend
of higher risk of mortality after adjustment for traditional risk factors for IS (Kawai et al.,
2013).

Age and sex, as well as body mass index (BMI), smoking, and hypertension are well-
recognized non-modifiable and modifiable, respectively, risk factors for IS (Benjamin et al.
2018). However, the potential role of these aforementioned risk factors in predicting the IS
outcome is conflicting (Tziomalos et al., 2015). On the other hand, T2DM is a major
modifiable risk factor for IS (Benjamin et al., 2018) and also a prognostic factor for IS (Jia et
al., 2014). IS in patients with T2DM appears to be more severe and to result in higher rates of
dependency and mortality than those without T2DM (Hatzitolios et al., 2009).

Currently, insufficient information is available regarding functional outcome or
survival after IS in patients attended from the Brazilian population (Carvalho et al., 2011). A
study assessed the performance of four IS prognostic scales in a Brazilian population,
including the NIHSS and, although the four scales were significantly and independently
associated functional outcome, none of them demonstrated good or excellent ability to predict
in-hospital mortality and functional outcome (Kuster et al, 2016).

At our knowledge, none of these aforementioned studies carried out worldwide and in
Brazilian population have evaluated the potential role of different demographic, clinical and
imaging variables as IS prognostic biomarkers. Thus, the purpose of this study was to
evaluate a panel of demographic, clinical and imaging variables as potential predictor

biomarkers of short-term functional disability and mortality in patients with IS.

Methods
The protocol was approved by the Institutional Research Ethic Committee of the State
University of Londrina, Parana State, Brazil (CAAE: 61361416.9.0000.5231, n. 1.816.305)

and a written consent form was obtained from all of the individuals.
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Subjects

A total of 153 patients with simptoms of IS, adults and both sexes, who were
consecutively admitted during March 2017 to March 2018 from the Emergency Room of the
University Hospital of State University of Londrina were invited to participate in the study.
Of them, 106 patients met the inclusion criteria of IS diagnosis with focal neurological signs
or symptoms thought to be of vascular origin that persisted for > 24 hours, confirmed by brain
CT and clinic examination in baseline conditions. The IS subtype was defined using the Trial
of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) classification, such as large artery
atherosclerosis (LAAS), lacunar infarct (LAC), cardioembolic infarct (CEI), stroke of other
determined etiology (ODE), and stroke of undetermined etiology (UDE) (Adams et al., 1993).
All the IS patients were treated and managed using a standardized protocol adapted from
international guidelines for managing IS (Brazil, 2013).

The exclusion of 47 patients was made according to these criteria: hemorrhagic stroke,
TIA, chronic infectious and inflammatory conditions, such as human immunodeficiency virus
type 1 (HIV-1), hepatitis B and C infections, rheumatoid arthritis, systemic lupus
erythematosus, and inflammatory bowel disease; renal or liver failure; acute inflammatory
diseases; recent history of fever within last seven days prior to onset of stroke symptoms;
history of myocardial infarction, surgery within last 30 days, angiography within last seven
days, trauma within last 30 days, malignancies, steroid or non-steroidal anti-inflammatory
therapies and immunosuppressive drugs use, as well as incomplete data.

Demographic data, lifestyle factors and medical history were obtained at the time of
admission for subjects using clinical evaluation and a standard questionnaire. The
anthropometric measures were verified by body weight and height reported by the individuals,
when it was possible, or by the patient’s family. BMI was calculated as weight (kg) divided
by height (m) squared. The ethnicity was self-reported as Caucasian and non-Caucasian.
Baseline systolic blood pressure (SBP) and diastolic blood pressure (DBP) were measured
twice and the mean of these two measurements was used in the analysis; we considered
systemic arterial hypertension when SBP was >140 mmHg or DBP was >90 mmHg after the
acute phase of IS. Moreover, use of antihypertensive medication was an indication of
systemic arterial hypertension (James et al., 2014). T2DM was defined as a fasting serum
glucose >126 mg/dL, a non-fasting serum glucose >200 mg/dL and/or use of antidiabetic
medication (American Diabetes Association, 2014); dyslipidemia was defined by the presence

of one or more than one of the abnormal serum lipid concentration: total cholesterol >200
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mg/dL, low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol >130 mg/dL; high-density lipoprotein
(HDL)-cholesterol <40 mg/dL and triglycerides >150 mg/dL (NECP, 2002).

Stroke severity and outcome measures

A baseline stroke severity was assessed with NIHSS score obtained after the hospital
admission of the patient and was categorized into three groups: mild (NIHSS 0-4), moderate
(NIHSS 5-14) and severe (NIHSS >15) (Brott et al., 1989). Two functional outcomes were
evaluated: disability and mortality after three-month follow-up using the modified Rankin
Scale (mRS) (Bonita and Beaglehole, 1998) applied through clinical examination or using
telephone interviews with the patients or their relatives (Wang et al., 2014). For the first
outcome, the patients were categorized with mild disability (MRS <3), moderate/severe
(mRS>3), and death (mRS=6) (Park et al., 2015). The death cases were included in the group
of patients with mRS> 3 to ensure that we use a non-restricted study sample reflecting overall
outcome. The mortality endpoint was defined as any cause of death, with the exception of
accidental death (Wei et al., 2018).

Carotid intima-media thickness measurement

The USGD examination was performed using the Siemens Acuson X300 Color
Doppler Machine (Siemens, Germany). All IS patients were evaluated by the same trained
examiner, the author of the present study. The cIMT (expressed in mm) was calculated as the
average of three measurements of the left and right carotid artery. The patients were
categorized according to cIMT <1.0 mm and >1.0 mm (Vlachopoulos et al., 2015), degree of

stenosis (<50% and >50%) (Touboul et al., 2004; Price et al., 2007).

Statistical Analysis

Analyzes of contingency tables (y° test) were employed to check the associations
between categorical variables and the results were expressed as absolute number (n) and
percentage (%). The Kolmogorov-Smirnov test was used to assess normality of distribution
and heterogeneity of variance as assessed with the Levene test. The continuous data that did
not present normal distribution were presented in median and interquartile range (IQR) of
25% and 75% values. We assessed the differences in continuous variables between groups
using Mann Whitney test. Univariate general linear model (GLM) analysis was used to assess
the associations between explanatory variables (age, sex, ethnicity, BMI, smoking, stenosis,
LAAS, T2DM) on the baseline NIHSS and endpoint mRS values. We used two automatic
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stepwise logistic regression analyses in order to delineate the best clinical predictors for the
outcome, and to verify the association between carotid stenosis >50% and the different
outcome variables. In the Cox regression analysis, we added possible confounder variables
including age, sex, ethnicity, BMI, comorbidities and degree of stenosis. All statistical
analyses were performed using IBM SPSS windows version 24. Tests were 2-tailed and an

alpha level of 0.05 indicated statistically significant results.

RESULTS

The study included 106 patients with IS and females were predominant (n=55, 51.9%).
Median (IQR) age of patients was 66.0 (56.0-75.0) years. Systemic arterial hypertension was
noted in 74 patients (71.2%). The NIHSS at admission ranged from 0 to 32, with median of
8.0 (IQR: 3.0-16.0). The severity of IS was mild in 38/103 (36.9%) patients, moderate in
37/103 (35.9%) patients and severe in 28/103 (21.2%) patients. The degree of stenosis of
<50% was observed in 78/106 (72.6%) patients, 50-70% was observed in 18/106 (17.9%),
and >70% was observed in 10/106 (9.4%). The cIMT ranged from 0.60 mm to >1.6mm, with
median (IQR) of 1.00 mm (0.9-1.2). The prevalence of cIMT > 1.0 mm was 42.5% (45/106
patients). The LAAS subtype was more frequent, observed among 33/106 (31.1%) patients.
TOAST subtypes were dichotomized as LAAS versus non LAAS for further analyses. Other
baseline characteristics of the IS patients are shown in Table 1.

In order to delineate which clinical explanatory variables contributed to the severity of
neurological damage at hospital admission using NIHSS, as well as at short-term disability
using mRS three-month follow-up, we performed a univariate linear model analysis with
these dependent variables separately, and demographic, anthropometric, and clinical data,
including IS subtype and degree of stenosis, as explanatory variable (Table 2).

We found that age (positively) (p=0.043) and BMI (negatively) (p=0.012) showed
significant effects explaining the variance in the NIHSS, although with a small effect size.
However, sex (p=0.893), ethnicity (p=0.072), current smoking (p=0.269), carotid stenosis >
50% (p=0.523) and LAAS subtype (p=0.216) had no significant effects on the NIHSS. The
presence of systemic arterial hypertension, T2DM and dyslipidemia were not significant (data
not shown). When we evaluated the mRS three-month follow-up, the NIHSS at baseline
showed a strong effect (partial eta square=0.504 p<0.001) on this short-term outcome,
whereas the presence of carotid stenosis >50% showed a significant albeit weak effect (partial
eta square=0.056, p=0.043). Age (p=0.983), sex (p=0.309), ethnicity (p=0.793), BMI
(p=0.800), current smoking (p=0.973), LAAS subtype (p=0.593), and T2DM (p=0.079) had
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no significant effects on mRS after three-month follow-up. The presence of systemic arterial
hypertension and dyslipidemia were also not significant. There were no significant two-way
interactions between stenosis and any of the categorical data included in the analysis as well
as use of hypoglycemic, hypolipemiant and antihypertensive drugs (data not shown).

In order to delineate the best clinical predictors for the outcome, and to verify the
association between carotid stenosis >50% and the different outcome variables, we have
carried out two automatic stepwise logistic regression analyses as follows: #1 model: mRS >3
as dependent variable (and mRS <3 as reference group); #2 model: death as dependent
variable (no death as reference group). All clinical variables describe above were entered in
this analysis (Table 3).

In #1 model regression, the results showed that carotid stenosis >50%, T2DM and
NIHSS at baseline were significant predictors of endpoint mRS (x2=64.95, df=3, p<0.001,
pseudo-R? Nagelkerke=0.713); together, these three variables could classified correctly 85.2%
of all cases, with sensitivity of 90.2% and specificity of 81.8%. It is important to emphasize
that when we entered only carotid stenosis >50% in the analysis, it showed a modest
prediction of endpoint mRS (x2=9.27, df=1, p=0.002, pseudo-R? Nagelkerke=0.127) with an
accuracy of 62.4%, sensitivity of 86.0% and specificity of 40.0%. In #2 model regression,
only baseline NIHSS predicted death at three-month follow-up (OR: 1.209, p<0.001)
(x?=24.67, df=1, p<0.001, Rz Nagelkerke=0.370) whereby 85.7% of all cases were correctly
classified with a sensitivity of 95.8% and specificity of 47.4%. Forced entry of carotid
stenosis (=50%) in the analysis showed that this variable was not significant.

In the Cox regression analysis, we added possible confounder variables (age, sex,
ethnicity, BMI, comorbidities, degree of stenosis) and the results revealed that IS patients
with higher NIHSS scores (<5, 5-14 and >15) showed lower survival after three-month
follow-up then those with lower NIHSS scores. When the NIHSS categories were compared
with each other, IS patients with severe NIHSS scores showed low survival than those with
mild NIHSS scores (Hazard ratio: 41.35, 95% CI: 1.46-116.0, p=0.029) (Figure 1). Although
IS patients with stenosis > 50% showed lower survival compared with those with stenosis <

50%, the difference was not significant (p=0.893) (data not shown).
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Table 1 Baseline characteristics of patients with acute ischemic stroke attended at University Hospital
during March 2017 to March 2018

Characteristic Sample (n) IS patient
Age (year) range/ Median (IQR) 106 34.0-89.0/66.0 (56.0-75.0)
Sex Female/Male n (%) 106 55 (51.9) / 51 (48.1)
Ethnicity Caucasian/non-Caucasian n (%) 105 68 (64.7) / 37 (35.2)
Body mass index (kg/m?) 97 27.0 (24.2-30.1)
Current smoking (Yes/No) 102 22 (21.5) /80 (78.4)
Systemic arterial hypertension (Yes/No) 104 74 (71.1) /30 (28.8)
Type 2 diabetes mellitus (Yes/No) 104 32 (30.7) /72 (69.2)
Dyslipidemia (Yes/No) 104 50 (48.1) /54 (51.9)
Antihypertensive (Yes/No) 104 74 (71.2) /30 (28.8)
Hypoglycemiant (Yes/No) 103 20 (19.4) /83 (80.6)
Hypolipemiant (Yes/No) 104 37 (35.6) /67 (64.4)
Degree of stenosis n (%)

<50 % 78 (72.6)

50-69 % 100 18 (17.9)

>70 % 10 (9.4)
cIMT range/ Median (IQR) 0.6-1.6/1.0 (0.9-1.2)

<1.0/>1.0 106 45 (42.5) 1 61 (57.5)

NIHSS range/ Median (IQR) 103 0-32.0/8.0 (3.0-16.0)

0-5/ >5-14/> 15 38 (36.9)/37 (35.9)/28 (21.2)
MRS three-month follow-up

range/ Median (IQR) 93 0.0-6.0 /3 (1.0-5.0)

<3/>3 43 (46.2) / 50 (53.8)
Death three-month follow-up 104 19 (18.3)
IS subtypes TOAST n (%)

Large artery atherosclerosis stroke 33 (31.1)

Cardioembolic 27 (25.5)

Lacunar 100 26 (24.5)

Other determined etiology 5(4.7)

Undetermined etiology 15 (14.1)

The continuous variables were expressed as marginal median (25-75% IQR: interquartile range)/ minimum-
maximum; the categorical variables were expressed as number (n) and percentage (%). IS: acute ischemic stroke;
cIMT: carotid intima-media thickness; NIHSS: National Institute of Health Stroke Scale; mRS: modified Rankin
Scale; mRS <3: mild functional impairment; mRS >3: moderate/severe functional impairment
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Table 2 Results of univariate linear model analysis with baseline National Institute of Health

Stroke Scale (NIHSS) and modified Rankin Scale (mRS) three-month follow-up as dependent

variables and demographic, anthropometric, and clinical characteristics as explanatory

variables
Dependent Explanatory Eta partial
variable variables at i P value square
Baseline NIHSS Age (+) 10/81 4.22 0.043 0.050
Sex 10/81 1.42 0.310 -
Ethnicity 10/81 3.330 0.072 -
BMI (-) 10/81 6.67 0.012 0.079
Current smoking 10/81 1.24 0.269 -
Stenosis >50% 10/81 0.412 0.523 -
LAAS X ndo LAAS 10/81 1.55 0.216 -
mRS three- Age (+) 11/71 0.018 0.893 -
month follow-up Sex 11/71 1.048 0.309 -
Ethnicity 11/71 0.70 0.793 -
BMI (-) 11/71 0.065 0.800 -
Current smoking 11/71 0.001 0.973 -
Stenosis >50% (+) 11/71 4.24 0.043 0.056
LAAS 11/71 0.288 0.593 -
NIHSS (+) 11/71 72.20  <0.001 0.504
T2DM 11/71 3.168 0.079 -

NIHSS: National Institute of Health Stroke Scale; mRS: modified Rankin Scale; BMI: body mass index; LAAS:
large artery atherosclerosis stroke; T2DM: type 2 diabetes mellitus. Presence of hypertension, dyslipidemia,
T2DM and current therapy did not alter the NIHSS and mRS three-month follow-up (data not shown). NIHSS

and mRS three-month follow-up presented equality of variances (p=0.633 and p=0.831. respectively) (Levene

test).
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Table 3 Results of binary logistic regression analyses (forward stepwise) with outcome (mRS) and death after three-month follow-up as

dependent variable

Model ) Explanatory Odds ratio R? Nagelkerke
Dependent variable _ B (EP) Wald P value
variables (95% CI)
#1 Stenosis >50%  1.934 (0.90) 4.617 0.032 6.91 (1.18-40.34) 0.713
mRS three-month follow-up
(<3 vs. 33) T2DM 2.034(0.84) 5843  0.016  7.64 (1.46-39.77)
<3vs. >
NIHSS 0.377 (0.08) 20771 <0.001  1.45(1.24-1.71)
#2 NIHSS 0.190 (0.05) 1359  <0.001 1.209 (1.09-1.33) 0.370
Death 3-month follow-up
Stenosis >50%  0.839 (0.69) 1.472 0.225 2.313 (0.57-8.96)

Cl: confidence interval; T2DM: type 2 diabetes mellitus; NIHSS: National Institute of Health Stroke Scale; mRS: modified Rankin Scale; #1: x2=64.95, df=3, p<0.001;
together, these three variables classified correctly 85.2% of all cases, with sensitivity of 90.2% and specificity of 81.8%; #2: x2=24.67, df=1, p<0.001, when 85.7% of all

cases were correctly classified with sensitivity of 95.8% and specificity of 47.4% Only the carotid stenosis >50%, showed a modest predictor of poor prognosis (OR: 4.46,

x2=9.27, df=1, p=0.002, R2 Nagelkerke=0.127)
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Figure 1 Cox regression after three-month follow-up estimates by the baseline National
Institute of Health Stroke Score (NIHSS). The severity was categorized as mild (0-4)
moderate (5-14) and severe (>15). Patients with acute ischemic stroke (IS) with severe NIHSS
scores showed low survival than those with mild NIHSS scores [odds ratio (OR): 41.35, 95%
confidence interval (Cl): 1.46-116.0, p=0.029].
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Discussion

The main finding of this study is that NIHSS, degree of stenosis and the presence of
T2DM can early predict IS functional disability and mortality within three months post-stroke
While high baseline NIHSS, the presence of high degree of stenosis and T2DM were
predictors of functional impairment at three-month follow-up, only baseline NIHSS served as
independent predictor of unfavorable outcome, such as mortality after three-month in patients
with IS.

This result underscores previous studies that high NIHSS predicted poor prognosis and
mortality. The prognostic power of 24 to 48 hours NIHSS was higher than baseline NIHSS
for one-month poor outcome (AUC 0.92 versus 0.75) and mortality (AUC 0.85 versus 0.72)
(Rangaraju et al., 2016). Therefore, the assessment of IS severity by NIHSS has been
recommended to be incorporated into routine clinical practice to allow early risk stratification
and short-term prognosis for IS victims (Chang et al., 2006; Liu et al., 2007).

NIHSS is known to be useful for both clinical prognosis and investigative research of
IS (Sucharew et al., 2013). Adams et al. (1999) have shown that patients with a baseline
NIHSS score >16 are more likely to die, whereas those with a score < 6 are more likely to
recover from stroke. IS severity and presence of complications were also predictors of death
at one-month and at one-year in a multicenter prospective cohort of IS patients (Abdo et al.,
2019). The NIHSS score at three-months follow-up was also suggested to be an excellent
estimate of dependence in situations when a clinically meaningful dichotomization is required
(Johnston et al., 2003). These authors found that an baseline NIHSS score of > 15 resulted in
a 100% predictive positive value for identifying dependence and suggested that patients with
NIHSS scores of > 15 at three months after the ischemic event are highly likely to be
dependent. The AUC demonstrated remarkably little degradation in the validation data set and
ranged from 0.75 to 0.89.

An apparent conflicting result with regard to the NIHSS score was obtained in a
Brazilian population (Kuster et al., 2016). The latter authors assessed the performance of four
IS prognostic scales, including NIHSS, Stroke Prognostication Using Age and NIHSS
(SPAN-100), Acute Stroke Registry and Analysis of Lausanne (ASTRAL), and Totaled
Health Risks in Vascular Events (THRIVE); among them, THRIVE and NIHSS were the
scales with better performance for functional outcome and THRIVE had the best performance
for mortality. However, these authors did not follow the patients after discharge, so there are

not data concerning three-month outcomes.
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In our study, T2DM was present in 30.7% of the IS patients and was associated with
the three-month outcome. Our results are in agreement with previous studies (Tziomalos et
al., 2014; Tziomalos et al., 2015; Benjamin et al., 2018). T2DM is a risk factor for IS and
given its rising prevalence driven by ageing and increasing obesity rates, T2DM is expected to
contribute more to the global burden of stroke (Benjamin et al., 2018). Moreover, IS in
patients with T2DM appears to be more severe and to result in higher rates of dependency and
mortality (Hatzitolios et al., 2009). Hyperglycemia and hypoglycemia are involved in the
neuroinflammation after IS (Shukla et al., 2018) and, therefore, T2DM is also a prognostic
factor for IS (Jia et al., 2014). Moreover, blood glucose may cross the blood-brain barrier
(BBB) and may promote oxidative stress thought the impairment of radical scavenging and
glutathione cycle functions, inducing aberrant osmolarity in brain cells and promoting protein
glycation with formation of advanced glycation end-products (Tomlinson and Gardiner,
2008). Another study showed that T2DM does not appear to affect IS severity but is
independently associated with a worse functional outcome at discharge (Tziomalos et al.,
2014). Furthermore, prior treatment with antidiabetic agents in patients who suffer an IS
might result in less severe stroke, better functional outcome and low mortality risk (Darsalia
et al., 2013; Li et al., 2010; Magkou and Tziomalos, 2014; Tziomalos et al., 2015).

In the present study, the IS severity was positively associated with age and negatively
associated with BMI, although these variables had a weak effect on the NIHSS. Age and sex,
as well as BMI, smoking, and hypertension are well-recognized, non-modifiable and
modifiable, respectively, risk factors for IS (Benjamin et al., 2018). However, the potential
role of these aforementioned risk factors in predicting the IS outcome is conflicting.

Regarding BMI, cohort studies have shown different results. While some studies
showed that the risks of death and functional disability in overweight and obese patients did
not differ significantly from normal-weight patients, others showed that underweight patients
had poor outcomes after IS (Sun et al.,, 2017). Each decrease in one unit of BMI was
associated with 3% increase in the poor prognosis and 6% increase in the mortality (Saini et
al., 2014). Obese patients with a BMI above 30 kg/m? showed a better long-term prognosis
than those with a BMI from 25 to 30 kg/m?, 20 to 25 kg/m?, and lower than 20 kg/m?. The
obesity paradox was confirmed in this cohort of elderly patients with heart failure. Those with
higher BMI and improved survival had a better nutritional status than those with lower BMI,
which may explain the differences in survival. One reason for this effect in the poor prognosis

could be that low BMI can result in health risks, such as low muscle mass, which are
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associated with worsening nutritional status, poor physical fitness, inflammation and
alteration of the hormonal environment (Casas-Vara et al., 2012).

Both cIMT and carotid stenosis have been used to predict cardiovascular risk with a
significant predictive value for both stroke and myocardial infarction, independent of
traditional cardiovascular risk factors (Sehestedt et al., 2010; Nambi et al., 2010). However,
their potential role in predicting the outcome of patients with IS has not been extensively
evaluated.

The mean cIMT from carotid ultrasonography has been widely proposed as a potential
surrogate outcome in different clinical trials (Johnston et al., 2002). cIMT represents the
degree of atherosclerosis and is a predictor of cardiovascular morbidity and mortality (Uthoff
et al., 2008) and is recognized as a useful tool for early identification of systemic
atherosclerosis (Lorenz et al., 2007; Lorenz et al., 2012; Polak and O'Leary, 2016; Santos et
al., 2018) as well as risk of cardiovascular events, including IS (Kawai et al., 2013; Yoon et
al., 2017; Zhang et al., 2018). Regarding the carotid stenosis, studies have associated the
presence of plaque score of stenosis >50% with the occurrence of cardiovascular diseases
(Park et al., 2019; Costa et al., 2019; Kawai et al., 2013; Ebrahim et al., 1999) but the role of
this variable as potential prognosis of IS outcome is also limited. Both imaging markers
including carotid plaque and cIMT showed only nonsignificant trends toward higher risk of
mortality after adjustment for traditional risk factors and SBP (Kawai et al., 2013). High-
grade stenosis of the carotid artery was found in one fourth of IS patients with nonvalvular
atrial fibrillation and was related to more cortical infarction and worse clinical outcome
(Chang et al., 2002). An association between carotid plague number and long-term prognosis
was observed in IS patients with atrial fibrillation (Park et al., 2019).

Limitations should be considered in the interpretation of our results. First, this is a
single hospital-based study, which included a relatively small number of patients with IS. In
addition, because the present study was conducted at a university medical hospital that is a
tertiary reference center in IS diagnosis and treatment and serves many high-risk patients who
are referred to the hospital from different health services, our study cohort consisted of high-
risk patients. However, the strength of the current study is that we combined different
variables as potential prognosis biomarkers thereby achieving a better prediction of outcome
variables. Other strength is that we used multivariate statistical analyses thereby adjusting for
many confounding variables including age, sex, ethnicity, BMI, smoking, and therapies that
were used before the IS. In the present study, we found that the effects of the biomarkers

predicting the outcome were not affected by use of hypoglycemic, hypolipemiant and
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antihypertensive drugs. This result shows that in the clinical practice the predictive value of
the biomarkers is not substantially affected by these different confounding and extraneous
variables.

Functional prognosis in stroke patients is a subject of high interest to clinicians and
researchers. The ideal surrogate outcome measure would be determined early in recovery after
IS to be very useful for a personalized clinical management, and thus help to reduce mortality.
When functional assessment to stroke outcome, it is important to emphasize that no single
outcome measure can describe or predict all dimensions of recovery and disability after IS.

Conclusion

These data suggest that carotid stenosis >50%, T2DM and NIHSS were predictors of
poor functional disability at three-months and that NIHSS was predictor of mortality at three-
month. Therefore, high NIHSS at admission may early predict short-term functional
impairment as well as mortality in IS patients, underscoring the importance of this
measurement to early management of IS patients. Further large-scale prospective studies are

required to confirm the role of these biomarkers in the IS outcome.
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Abstract

Background: Demographic, clinical and imaging variables have been identified as potential
predictors for acute ischemic stroke (I1S) prognosis. However, most results examined a single
predictor and presented conflicting results.

Objective: To determine the predictive validity of clinical and imaging variables combined
with laboratory biomarkers in predicting long-term mortality in patients with IS.

Methods: The study evaluated 104 IS patients within 24 h of their hospital admission.
Demographic, anthropometric, clinical [carotid intima-media thickness (cIMT) and degree of
stenosis measured by ultrasonography with doppler] and laboratory (coagulation,
inflammation, and endothelial dysfunction biomarkers) were evaluated. The IS severity was
assessed using the National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) and categorized as mild
(NIHSS<5), moderate (NIHSS>5-14) and severe (NIHSS>15). The long-term mortality was
evaluated at 12-month follow-up after study admission and categorized as survivors and non-
survivors.

Results: Non-survivors showed higher NIHSS and cIMT, lower levels of antithrombin and
higher levels of Factor VIII, high sensitivity C-reactive protein (hsCRP), interleukin (IL)-10,
and soluble vascular cellular adhesion molecule 1 (sVCAM-1) than survivors. NIHSS and
hsCRP were independent predictors of non-survivors with odds ratio (OR) of 1.15, 95%
confidence interval (Cl): 1.04-1.28, p=0.007 and OR of 1.89, 95% CI: 1.09-3.78, p=0.041,
respectively. The combined model of NIHSS and hsCRP showed better result [area under
curve (AUC): 0.804, 95% CI: 0.679-0.927) than NIHSS and hsCRP in isolated models for
predicting long-term mortality (AUC: 0.766, 95% CI: 0.643-0.890 for NIHSS and AUC:
0.689, 95% CI: 0.546-0.832 for hsCRP). Together, NIHSS and hsCRP correctly classified
87.7% of cases, with sensitivity of 98.1%, positive predictive value of 81.2% and negative
predictive value of 89.2%.

Conclusion: The NIHSS and hsCRP obtained within 24 h after hospital admission of IS

patients are early predictive biomarkers of long-term mortality.

Keywords: NIHSS, severity, mortality, inflammatory biomarkers, C-reactive protein
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Introduction

Acute ischemic stroke (IS) currently persists as a major cause of morbidity and
mortality worldwide (Petrovic-Djergovic et al. 2016; Feigin et al. 2017). Around one third of
stroke victims will die within some months from IS or its complications and another one third
being permanently disabled and requiring permanent health care (Benjamin et al., 2018;
Feigin et al. 2017). Short-term (one week to three months) post-stroke death has been
predicted by fever, age, previous stroke, severity of neurological deficits, size of lesion, and
some laboratory biomarkers including high levels of glucose and interleukin (IL-6), ferritin,
C-reactive protein (CRP) and low levels of high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol
(Koton et al. 2010; Tu et al., 2014; Wei et al., 2018; Reiche et al., 2019).

The baseline 1S severity measured using the National Institutes of Health Stroke Scale
(NIHSS) (Brott et al., 1989) and disability measured using the modified Rankin score (mRS)
(Bonita; Beaglehole, 1988) have been used as clinical predictors of IS outcome (Bustamante
et al.,, 2016a). NIHSS scores were more useful in predicting functional short-term outcome
after 1S onset than laboratory biomarkers reflecting different pathophysiological mechanisms
involved in IS (Ozkan et al., 2013).

The mean carotid intima media thickness (cIMT) from carotid ultrasonography with
Doppler has been widely proposed as a potential surrogate outcome in different clinical trials
(Johnston et al., 2002). cIMT represents the degree of atherosclerosis and is a predictor of
cardiovascular morbidity and mortality (Uthoff et al., 2008). Increased cIMT is recognized as
a useful tool for early identification of systemic atherosclerosis (Lorenz et al., 2007; Lorenz et
al., 2012; Polak; O'Leary, 2016; Santos et al., 2018) as well as a risk factor of cardiovascular
events, including IS (Kawai et al., 2013; Yoon et al., 2017; Zhang et al., 2018). However,
only few studies evaluated cIMT in predicting long-term IS outcome.

Different pathophysiological mechanisms are involved in IS, such as oxidative stress
(Sanchez-Moreno et al., 2004; Allen; Bayrakutan, 2009; Sinning et al., 2017),
coagulation/fibrinolysis (Samai et al., 2014; Donkel et al., 2019), inflammation and
endothelial dysfunction (Shantikumar et al., 2009; Bustamante et al., 2016b; Chamorro et al.,
2016). Inflammation plays a pivotal role in IS exerting both beneficial and detrimental effects.
Activation of resident cells, such as microglia, astrocytes, and endothelial cells may be
neuroprotective and may promote brain regeneration and recovery, whereas the recruitment of
immune cells expressing inflammatory mediators and leading to blood-brain-barrier (BBB)
disruption is responsible for neuronal death, brain edema and hemorrhagic transformation (Jin

et al., 2010; Kim et al., 2014; Yan et al., 2015). The inflammatory process following an IS
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occurs in three phases of increasing lengths of time: initiation (hours), propagation (days), and
resolution (weeks). Each phase is associated with a distinct pattern of immune cell response
and extracellular signaling molecules (Petrovic-Djergovic et al., 2016; Rayasam et al., 2018).

Soon after the IS onset, microglia (including brain resident macrophages) is activated
and enhances circulating monocyte recruitment by releasing pro-inflammatory cytokines,
such as the tumor necrosis factor (TNF)-a, interleukin (IL)-1p and IL-6, which may be
detected within the brain, cerebrospinal fluid (CSF), and peripheral blood of IS patients and
are responsible for the extension of the infarct zone as observed in animal models
(Lambertsen et al., 2012). These three major proinflammatory cytokines aggravate the
inflammatory response after IS (Sotgiu et al., 2006; Shaafi et al., 2014).

Antigen-specific and antigen-independent mechanisms were shown to activate T
lymphocyte-mediated response after an IS. Among different T lymphocyte subsets, both
CD4" and CD8" T cells seem to play a harmful role in the infarcted parenchyma (Kleinschnitz
et al., 2010; Becker et al., 2003). T regulatory (Treg) cells may regulate the inflammatory
potential of effector T cells subsets through immune-regulatory mechanisms. Treg cells are
important regulators of immune homeostasis through direct interaction with other cells and
production of anti-inflammatory cytokines, such as IL-10 and transforming growth factor
(TGF)-B (Liesz et al., 2009). However, the high heterogeneity of results on cytokine levels
indicates that systemic inflammation has a poor clinical value to predict IS clinical evolution
(Bonaventura et al., 2016; Sobowale et al., 2016). Moreover, various known cytokines have
been studied in limited number thereby restricting the significance of predictive value of these
biomarkers in patient outcome after IS (Li et al., 2019).

Not only atherothrombotic disease, but also the coagulation cascade and endothelial
dysfunction may contribute to IS pathophysiology (Wiseman et al., 2014) whilst an imbalance
of coagulation factors may play an important role in progression and prognosis (Donkel et al.,
2019). Increased levels of specific biomarkers, including fibrinogen, and D-dimer, have
shown to be risk factors for IS (Tzoulaki et al., 2009). Deficiency of antithrombin, protein C
and protein S are some of the inherited thrombophilia associated with an increased risk of
venous thrombosis, but their relation to arterial ischemic stroke is less well established
(Alakbarzade et al., 2018).

Endothelial cell activation includes increased expression of selectins and adhesion
molecules, which is an essential step for recruitment of leukocytes from peripheral blood
(Kim, 1996). Both E-selectin and P-selectin are involved in leukocyte rolling and recruitment

and are associated with secondary brain injury, while the L-selectin seems not to be related to
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stroke (Huang et al., 2000; Goussev et al., 1998; Yenari et al., 2001). Adhesion molecules
facilitate diapedesis of leukocytes through the vessel wall and while there are strong
evidences that ICAM-1 contributes to secondary brain injury, reports about the role of
VCAM-1 in the pathophysiology of stroke are controversial (Wang et al., 1994; Bowes et al.,
1993; Chopp et al., 1996; Blann et al., 1999; Justicia et al., 2006; Liesz et al., 2011; Wu et al.,
2015). ICAM-1 is increased in ischemic brain within hours after stroke onset, and peaks at
about 12-48 h (Stanimirovic et al., 1997; Danton; Dietrich, 2003 Yoshimoto et al., 1997;
Zhang et al., 1995; Wang et al., 1994). High soluble ICAM-1 (sICAM-1) levels on admission
are associated with early death in ischemic middle-aged stroke patients suggesting a
pathogenetic role of adhesion molecules in the evolution of ischemic stroke (Rallidis et al.,
2009). VCAM-1 mRNA and protein both increase after cerebral ischemia (Blann et al., 1999;
Justicia et al., 2006), although not all studies reported such as changes in expression
(Vemuganti et al., 2004).

According to pathophysiological processes underlying 1S, potential inflammatory
biomarkers may be classified as released by: (i) astroglial activation and neuronal injury; (ii)
systemic inflammatory response; (iii) dysfunctional endothelium (revised by Bustamante et
al., 2016b). Because the diagnostic accuracy of early brain computed tomography (CT) scan
measurements is only about 85%, many recent studies examined the prognostic validity of
inflammatory biomarkers to predict IS diagnosis, response to treatment and prognosis.

The immune response starts locally in brain parenchyma when vessels are occluded or
hypo-perfused and inflammatory mediators are subsequently generated in situ and propagated
through the organism (Zhou et al., 2018). Raised levels of biomarkers during the acute
systemic inflammatory response following IS are associated with poor outcomes (Hakkennes
et al., 2011). The peripheral levels of white blood cells (WBC) (Koton et al., 2010; Saposnik
et al., 2008; Andersen et al., 2011), homocysteine (Liu et al., 2011; Johnston et al., 2009;
Sene et al., 2006; Gonzales et al., 2008), and CRP (Sene et al., 2006; den Hertog et al., 2009;
Shantikumar et al., 2009; Di Napoli et al., 2001) are strongly correlated with IS severity and
independently predict mortality and stroke recurrence in IS patients.

Various studies suggested a potential role of CRP as predictor of worse neurological
outcome, but this evidence remains controversial (Ozkan et al., 2013; Taheraghdam et al.,
2013; VanGilder et al., 2014; Karlinski et al., 2014; Pandey et al., 2014; Li et al., 2015; Rocco
et al., 2015; Matsuo et al., 2016; Geng et al., 2016; Di Napoli et al., 2005). Despite the huge
amount of literature on the association of CRP and outcome, the high variability in study

design and the lack of classification/discrimination over clinical variables, previous studies
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suggest that CRP is not a useful tool to predict stroke outcome in the clinical practice
(Bustamante et al., 2016a).

Despite many years of research in the field, no blood biomarker is currently used in
stroke clinical practice, although the use of blood biomarkers to predict stroke outcome seems
attractive for both clinicians and researchers (Katan and Elkind, 2011; Whiteley et al., 2009a;
Bustamante et al, 2014; Makris et al., 2018). However, the assay of single biomarker may not
reflect the heterogeneity and complexity of systemic immune response triggered by IS.
Rather, the development of diagnostic tools including different biomarkers might be more
useful in the clinical practice (Makris et al., 2018). To the best of our knowledge, the
evaluation of the classical clinical and image biomarkers, such as NIHSS and cIMT,
respectively, in combination with a panel of different laboratory biomarkers of coagulation,
inflammation, and endothelial dysfunction in predicting the long-term outcome of IS has not
been examined.

Thus, the aim of the current study is to examine the potential prognostic validity of a
combination of clinical (NIHSS), imaging (cIMT) and laboratory biomarkers (coagulation,
inflammation, and endothelial dysfunction) in predicting long-term mortality of IS patients.

The specific hypothesis is that

Methods
Subjects

The protocol was approved by the Institutional Research Ethic Committee of the State
University of Londrina, Parana State, Brazil (CAAE 61361416.9.0000.5231). All patients
provided informed consent. When the IS patients were unable to communicate, written
consent was obtained from their legal guardians.

The prospective longitudinal study enrolled 156 patients, adults, both sexes, diagnosed
with focal neurological signs or symptoms thought to be of vascular origin that persisted for
>24 h, confirmed by brain CT and clinic examination in baseline conditions. The IS patients
were consecutively recruited during March 2017 to March 2018 from the Emergency Room
of the University Hospital of State University of Londrina, Parand, Brazil, a reference center
for the diagnosis and treatment of IS. The IS subtypes were classified according to the criteria
of Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) (Adams et al.1993). The IS
severity was assessed using the NIHSS applied within the first 24 hours of admission and
categorized as mild (NIHSS<5), moderate (NIHSS>5-14) and severe (NIHSS>15) (Brott et

al., 1989). All patients were treated using a standardized protocol adapted from international
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guidelines for managing AIS (Brazil 2013). The long-term outcome was evaluated after 12-
month through telephone interviews with the IS patients or their relatives (Wang et al., 2014)
and they were categorized as survivors and non-survivors (Kim et al., 2012; Huybrechts et al.,
2007; Park et al. 2015). The data on the IS outcome (death) was also collected by using the
databases of the local registries.

Exclusion criteria for IS patients were: a) a recent history of fever within the last seven
days prior to the onset of stroke symptoms, acute inflammatory diseases, hemorrhagic stroke,
acute transient ischemic attack (TIA); b) chronic infections with human immunodeficiency
virus type 1 (HIV-1), hepatitis B virus and hepatitis C virus; c) autoimmune diseases, renal or
liver failure; d) history of myocardial infarction, surgery within last 30 days, angiography
within last seven days, trauma within last 30 days, malignancies, steroid or non-steroidal anti-

inflammatory (NSAIs) therapies and immunosuppressive drugs use.

Baseline characteristics of the subjects

Demographic and anthropometric data were obtained at the time of admission of the
participants using a semi-structured and standard interviews comprising clinical data,
information on conventional IS risk factors including hypertension, dyslipidemia, type 2
diabetes mellitus (T2DM), current smoking, and ethnicity, which was classified according to
individual’s self-perception of skin color as Caucasian and non-Caucasian. Body mass index
(BMI) and waist circumference were recorded; systolic blood pressure (SBP) and diastolic
blood pressure (DBP) were measured twice and the mean of these two measurements was
used in the analysis. Moreover, use of antihypertensive medication was an indication of
systemic arterial hypertension (James et al., 2014). T2DM was defined as a fasting serum
glucose >126 mg/dL and/or use of hypoglycemic medication (American Diabetes Association
2014; Johnson et al., 2019). Dyslipidemia was defined as: total cholesterol (TC) >200 mg/dL,
low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol >130 mg/dL; and high-density lipoprotein (HDL)-
cholesterol <40 mg/dL as reported (National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert

Panel on Detection, Evaluation 2002).

Imaging investigation

Carotid ultrasonography with doppler (USGD) was performed using the Siemens
Acuson X300 Color Doppler Machine (Siemens, Germany). All IS patients were evaluated by
the same researcher. The carotid intima-media thickness (cIMT), expressed in mm, was

calculated as the average of three measurements of the left and right carotid artery. The
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patients were categorized according to cIMT < 1.0 mm and > 1.0 mm (Vlachopoulos et al.,
2015), degree of stenosis (<50% and >50 and presence of plaque (cIMT > 1.5 mm or stenosis
> 50%) (Touboul et al., 2004; Price et al., 2007).

Laboratory biomarkers

Fasting peripheral blood samples were collected between 8.00-10.00 a.m. within 24
hours after admission, with and without anticoagulants. The samples were immediately
centrifuged at 3,000 rpm for 15 min, and the serum and plasma aliquots were stored at -80 °C
until thawed for assays. The laboratory personal were blinded to the clinical data

The coagulation biomarkers were: platelet counts quantified using an Automated
Hematology Analyzer (Mindray BC6800, Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics,
Shenzhen, China), fibrinogen determined using Clauss method, antithrombin I11 and C protein
using chromogenic assay, S protein and VWF using latex immunoassay and Factor VIl using
coagulometric method. All these molecules were determined using Automated coagulometer
(ACL TOP 300; Instrumentation Laboratory, Lexington, Massachusetts, USA) according to
the manufacturer’s recommendations.

The inflammatory biomarkers were leukocytes determined using an Automated
Hematology Analyzer (Mindray BC6800, Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics,
Shenzhen, China), C-reactive protein determined with high sensitivity assay (hsCRP) using
turbidimetry (Architect C8000, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA), and plasma levels
of IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70 and TNF-a determined using immunofluorimetric
method with microspheres multiplex immunoassay (Novex Life Technologies, Frederick,
USA) for Luminex platform in MAGPIX® instrument (Luminex Corp., TX, USA).

The endothelial dysfunction biomarkers were plasma levels of SICAM-1, sVCAM-1,
platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM)-1, E-selectin and P-selectin determined
using immunofluorimetric method with microspheres multiplex immunoassay (Novex Life
Technologies, Frederick, USA) for Luminex platform in MAGPIX® instrument (Luminex
Corp., TX, USA).

Statistical analysis

Analysis of contingency tables (y° test or Fisher’s exact test) was employed to check
the associations between categorical variables. The Kolmogorov-Smirnov test was used to
assess normality of distribution. Logarithmic (Ln) transformations of continuous data were

used to normalize the data distribution or to adjust for heterogeneity of variance between
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study groups (as assessed with the Levene test). We checked the differences in continuous
variables between groups using analysis of variance (ANOVA). Data that were not normally
distributed were presented as median and interquartile range (IQR). Differences in continuous
variables between groups were assessed using the Mann Whitney test. Automatic stepwise
binary logistic regression analysis with death at one year after IS as dependent variable (and
no death as reference group) was carried out with NIHSS and different biomarkers as
explanatory variables while allowing for the effects of relevant background variables.

In order to evaluate the variables that were independently associated with the 12-
month follow-up mortality, the logistic regression stepwise analysis was performed in two
steps. In the first step, we separately analyzed four models with the clinical (#1 model),
coagulation (#2 model), inflammation (#3 model) and endothelial dysfunction (#4 model)
biomarkers as explanatory variables and 12-month follow-up mortality outcome as dependent
variable. In the second step, a #5 model was tested with the significant variables obtained in
the first step. The results were expressed as adjusted odds ratio (OR) with the corresponding
95% confidence interval (CI).

The best predictors to 12-month follow-up mortality were assessed using the area
under the receiver operating characteristic (AUC/ROC) curve as measure of discrimination.
The AUC/ROC curve reflects the models’ ability to discriminate between survivors and non-
survivors. The positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV), sensitivity
and specificity using combined models were also determined. Discrimination was evaluated
by the AUC, by comparing two AUCs by DelLong's test. Non-parametric bootstraps (n=1000)
were carried out to simulate real-world situations as well as to cross-validate the tests. The p-
values obtained in ANOVAs performed on multiple data were corrected for False Discovery
Rate (FDR) (Benjamini and Hochberg, 1995). Statistical analyzes were performed using IBM
SPSS, Windows version 24 and environment R (R Development Core Team 2019) with
Optimal Cut points and pROC packages. Tests were 2-tailed and an alpha level of 0.05

indicated statistically significant results.

Results
Baseline characteristics of AIS patients

The data of 104 IS patients were analyzed in this study. The age ranged from 34 to 89
years, with median (xIQR) of 66.5 (55.5-75.0) years; 49 (47.1%) male and 55 (52.9%)
female. Among them, 72 (70.6%) patients presented systemic arterial hypertension, 31
(30.4%) T2DM, 49 (48.0%) dyslipidemia, and 21 (21.0%) were current smokers. From the



© 00 N o O B~ W DN P

W W W W W N DD DN DD DD DN DNDDNDDDN P PP PR PP RP PP
A WON P O © 0N OO Ol A WODN P O © 00N OO O b WOWDN P O

97

104 IS patients followed-up during 12-months after the study admission, 22 (21.2%) had died
1 year following the IS (non-survivors) and there were 82 (78.8%) survivors. The baseline
demographic and clinical characteristics of IS patients in survivors and non-survivors groups
are listed in Table 1. Univariate analysis showed that mortality was more frequent in IS
patients with higher age, BMI, NIHSS, cIMT and with stenosis > 50.0%. According to the
TOAST criteria, the 1S subtypes were: large-artery atherosclerosis (LAAS) in 32 (30.8%)
patients, cardioembolic (CEI) in 26 (25.0%), lacunar (LAC) in 26 (25.0%), other determined
etiology (ODE) in 2 (1.9%) and undetermined etiology (UDE) in 18 (17.3%).

Table 2 shows also the laboratory biomarkers in survivors and non-survivors.
Univariate analysis showed that all coagulation biomarkers, except fibrinogen, were
significantly associated with mortality after 12-month follow-up while platelets, antithrombin
and activated Protein C were lower among non-survivors and VWF and Factor VIII were
higher in non-survivors. Moreover, the levels of hsCRP, albumin, IL-6 and IL-10 were also
associated with mortality after 12-month follow-up. While hsCRP, IL-6 and IL-10 were
higher among the non-survivors, albumin was lower among the non-survivors. The plasma
levels of sSVCAM-1 were higher among those IS patients who non-survived than those who
survived during the follow-up period. Other adhesion molecules (sSICAM-1, PECAM-1, P-
selectin, E-selectin) were not association with the mortality of the IS patients in the present
cohort. All the differences in biomarkers shown in table 2 remained significant after p-
correction for FDR (at p=0.020).

Prediction of 12-month follow-up outcome

In order to evaluate the biomarkers that were independently associated with the 12-
month follow-up mortality, stepwise logistic regression analysis was performed in two steps
(Table 3). In the first step, four models were tested with the clinical (#1 model), coagulation
(#2 model), inflammation (#3 model) and endothelial dysfunction (#4 model) biomarkers as
explanatory variables and 12-month follow-up mortality outcome as dependent variable. In
the second step, a #5 model was tested the significant variables obtained in the first step.
Mortality was associated with NIHSS (#1 model), antithrombin and Factor VIII (# 2 model),
hsCRP and IL-10 (#3 model), and sVCAM-1 (#4 model). However, in the #5 model, only
NIHSS and hsCRP were independent predictors for this unfavorable outcome. High NIHSS
showed OR of 1.15 (95% CI: 1.04-1.28, p=0.007) and high hsCRP levels showed OR of 1.89
(95% CI: 1.09-3.78, p=0.041). NIHSS and hsCRP, together, correctly classified 87.7% of
cases, with sensitivity of 98.1% and R* Nagelkerke of 0.409.
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Receiver Operating Characteristic (ROC) curve

Based on ROC curves, the optimal cut-off values for predicting the 12-month
mortality for NIHSS and hsCRP were 11 and 21.1 mg/L, respectively. The combined models
(NIHSS + hsCRP) and single models using clinical information (NIHSS) or inflammatory
variable (hsCRP) showed significant differences in the AUC, as well as PPV and PNV for
mortality outcome (Table 4). NIHSS and hsCRP as single models performed less well [AUC
of 0.766 (95%CI 0.643-0.890) for NIHSS and AUC 0.689 (95% CI: 0.546-0.832) for hsCRP]
than the combined model with NIHSS and hsCRP (AUC 0.804, 95% CI: 0.679-0.927).
NIHSS was considered as an indicator to predict long-term mortality in IS patients, with the
PPV of 42.1% and NPV of 90.6%. In addition, hsCRP predicted long-term mortality in these
patients with the PPV and NPV of 43.3% and 87.5%m respectively. However, when both
biomarkers were analyzed in a combined model, the PPV and NPV were 81.2% and 89.2%,

respectively.
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Table 1 Characteristics of patients with acute ischemic stroke according to the 12-

month follow-up outcome (survivors and non survivors)

o IS patients Survivors Non-survivors
Characteristics P value
(n=104) (n=82) (n=22)
Age (year) 66.5 (55.5-75.0) 63.5 (55.0-73.0) 70.00 (64.0-79.0) 0.007
Range 34 -89 34 -89 37-84

Sex Female/Male 55 (52.9) /49 (47.1) 43 (52.4) /39 (47.6) 12 (54.5) /10 (45.5)  0.860

Ethnicity C/NC 67 (65.0) /36 (35.0) 52 (63.4) /30 (36.6) 15 (71.4) /6 (28.6)*  0.492

BMI (kg/m?) 27.8 (24.2-30.2) 27.8 (24.8-30.1) 24.2 (22.5-30.4) 0.052
Range 18.1-44.3 18.1-44.3 18.0-33.2
Current smoking 21 (21.0) 17 (21.5) 4 (19.0) 0.805
SAH 72 (70.6) 59 (72.8) 13 (61.1) 0.327
T2DM 31 (30.4) 25 (30.9) 6 (28.6) 0.839
Dyslipidemia 49 (48.0) 39 (48.1) 10 (47.6) 0.996
Antihypertensive 73 (71.6) 58 (71.6) 15 (71.4) 0.987
Hypoglycemiant 19 (18.8) 15 (18.8) 4 (19.0) 0.975
Hypolipemiant 36 (35.3) 30 (37.0) 6 (28.6) 0.469
Degree of stenosis
<50 %/ >50% 76 (73.1) /128 (26.9) 64 (78.0) /18 (22.0) 12 (54.5) /10 (45.5) 0.001
cIMT (mm) 1.00 (0.90- 1.20) 1.00 (0.80-1.20) 1.10 (0.90-1.30) 0.027
Range 0.6-1.6 0.6-1.6 0.7-1.6
<1.0/>1.0 58 (55.8) /46 (44.2) 51 (62.2)/31(37.8) 7(31.8)/15(62.8) 0.011
NIHSS 7.50 (3.0-16.0) 5.50 (3.0-12.0) 16.5 (9.0-22.0) <0.001
Range 0-32 0-23 0-32
<5 38 (37.3) 34 (42.5) 4 (18.2) 0.001
5-14 36 (35.3) 31 (38.8) 5(22.7)
>15 28 (27.5) 15 (18.8) 13 (59.1)

LAAS/ Non-LAAS 31 (31.1) /71 (68.9) 25 (30.9)/56 (69.1) 7 (31.8)/15(68.2)  0.932

0o N o O AW

The continuous variables were expressed as median and interquartile range (IQR) of 25% - 75%; the categorical
variables were expressed as number (n) and percentage (%); the x* and Exact Fisher test were used when
appropriate; IS: ischemic stroke; C: Caucasian; NC: non-Caucasian; SAH: systemic arterial hypertension;
DMT2: diabetes mellitus type 2; cIMT: carotid intima-media thickness; NIHSS: National Institute of Health
Stroke Scale; mRS: modified Rankin Scale; mRS<3: mild functional impairment; mRS>3: moderate/severe

functional impairment; LAAS: Large artery atherosclerosis stroke. *: One patient did not have ethnicity recorded
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1 Table 2 Baseline values of coagulation, inflammation, and endothelial dysfunction as
2  explanatory variables and the 12-month follow up outcome (survivors and non-survivors) as
3 dependent variable in patients with acute ischemic stroke
All patients Survivors Non-Survivors P value
(n=104) n= 82 n= 22
Coagulation
Platelets (x103/mm3) 240.5 (188.5-278.0)  250.5 (205.5-281.0)  194.5 (142.0-253.0) 0.010
Fibrinogen (mg/dL) 314.0 (261.0-385.0)  304.0 (256.0-383.0)  364.0 (307.0-409.0) 0.093
Antithrombin (%) 103.0 (87.0-112.0)  104.5 (90.5-113.5) 89.0 (80.0-105.0) 0.006
C protein (%) 111.5(95.0-127.0)  113.5(98.5-128.0) 95.0 (83.0-112.0) 0.010
S protein (%) 93.5 (85.0-106.0) 94.0 (86.0-107.0) 90.0 (75.0-100.0) 0.088
VWF (%) 211.0 (177.0-244.0)  209.0 (149.0-242.0)  233.0 (208.0-380.0) 0.023
Factor VIII (%) 177.5(129.0-228.0)  164.0 (125.0-212.0) 223.0 (150.0-284.0) 0.020
Inflammation
WBC (CeIIs/mmS) 8950 (7110-10.780) 8645 (7220-10.340) 9520 (7100-12.420) 0.347
hsCRP (mg/L) 6.1(2.7-14.9) 5.7 (2.4-12.2) 14.9 (4.2-36.4) 0.010
Albumin (g/dL) 3.5(3.3-3.8) 3.5 (3.4-3.8) 3.4 (3.0-3.5) 0.008
IL-1B (pg/mL) 0.04 (0.01-0.27) 0.01 (0.01-0.24) 0.18 (0.01-0.33) 0.291
IL-2 (pg/mL) 0.901 (0.29-3.38) 0.90 (0.10-3.05) 1.92 (0.70-3.49) 0.247
IL-4 (pg/mL) 0.54 (0.04-1.90) 0.54 (0.04-1.91) 0.39 (0.04-1.90) 0.855
IL-6 (pg/mL) 6.65 (2.84-22.56) 6.31 (2.66-13.67)  40.29 (5.86-102.24)  0.008
IL-10 (pg/mL) 0.12 (0.01-0.37) 0.10 (0.01-0.24) 0.46 (0.11-1.17) 0.005
IL-12p70 (pg/mL) 0.85 (0.34-1.34) 0.77 (0.34-1.34) 1.08 (0.51-1.34) 0.382
TNF-a (pg/mL) 0.65 (0.11-1.52) 0.61 (0.11-1.41) 1.08 (0.51-2.66) 0.059
Endothelial dysfunction
sICAM-1 (pg/mL) 43.215 45.998 35.233 0.583
(25.621-157.477) (26.274-157.477) (24.519-197941)
sVCAM-1 (pg/mL) 343.667 332.623 412.257 0.010
(282.262-402.818)  (282.262-386.230)  (312.229-487.022)
SPECAM-1 (pg/mL) 343.667 14.251 14.802 0.946
(282.262-402.818) (11.543-17.024) (12.170-17.281)
sE-selectin (pg/mL) 53.245 50.677 62.689 0.583
(39.200- 72.446) (39.962-65.929) (34.644-74.226)
sP-selectin (pg/mL) 46.774 48.331 46.722 0.946

(36.888-65.149)

(36,813-6.929)

(39.228-55.950)

O©o00~NO O

The continuous variables were expressed as median and interquartile range (IQR) of 25% and 75% values; the
categorical variables were expressed as number (n) and percentage (%).*Processed in logarithm natural

transformation;

VWF: von Willebrand Factor; WBC: white blood cells; hsCRP: high sensitivity C-reactive

protein; IL: interleukin; TNF: tumor necrosis factor; sSICAM-1: soluble intercellular adhesion molecule-1;
SVCAM-1: soluble vascular cell adhesion molecule-1; SPECAM-1: soluble platelet endothelial cell adhesion
molecule-1; sE-selectin: soluble E-selectin; sP-selectin: soluble P-selectin
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Table 3 Results of stepwise logistic regression with clinical, coagulation, inflammation, and

endothelial dysfunction as explanatory variables and 12-month mortality outcome as

dependent variable

Model Explanatory variable B Wald Pvalue OR 95% CI
Step 1
Clinical variables
#1 cIMT 1.13 3.16 0.075 3.11 0.89-10.91
NIHSS 0.14 11.76  0.001 1.115 1.06-1.24
Coagulation
#2 Antithrombin -0.06 730 0.007 093 0.89-0.98
Factor VIII 0.013 6.79 0.009 1.01 1.00-1.02
Inflammation
#3 hsCRP* 0.69 566  0.017 198 1.12-3.49
IL-10* 0.34 3.89  0.049 1.41  1.00-1.98
44 Endothelial dysfunction
sVCAM-1* 2.73 8.24  0.004 15.36  2.38-99.16
Step 2
NIHSS 0.143 7.32  0.007 115 1.04-1.28
# hsCRP 0.638  3.668 0.041 1.89  1.09-3.78

*: natural logarithm transformation; cIMT: carotid intima-media thickness; NIHSS: National Institute
of Health Stroke Scale; hsCRP: high sensitivity C - reactive protein; IL-10: interleukin 10; sVCAM-1:

soluble vascular cell adhesion molecule-1; OR: odds ratio; Cl: confidence interval.

#5 model: NIHH and hsCRP together classified correctly 87.7% of cases, with sensitivity of 98.1%
and specificity of 46.2%, R® Nagelkerke 0.409.
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Table 4 Clinical and inflammatory biomarkers evaluated in univariate and multivariable models to predict the long-term mortality in
patients with acute ischemic stroke

AUC Cut-off Sensitivity Specificity PPV NPV FP FN
(95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI)
NIHSS 0.766 110 0.727 0.725 0.421 0.906 99 5
(0.643-0.890) (0.497-0.892) (0.613-0.818)  (0.304-0.694)  (0.782-0.943)
hsCRP 0.689 0.473 0.875 0.473 0.875
21.1 mg/L 10 10
(0.546-0.832) (0.244-0.711) (0.782-0.938)  (0.315-0.711)  (0.715-0.938)
ZNIHSS + 0.804 0.998 0.590 0.961 0.812 0.892 i 9
zhsCRP (0.679-0.927) (0.431-0.683) (0.891-0.991)  (0.587-0.919)  (0.767-0.976)

NIHSS: National Institute of Health Scale Score; hsCRP: high sensitivity method of C-reactive protein; zNIHSS + zhsCRP: NIHSS and hsCRP values were
transformed in z score AUC: area under receiver operating characteristic curve; Cl: confidence interval; PPV: positive predictive value; NPV: negative

predictive value; FP: false positive; FN: false negative.
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Figure 1 Receiver operating characteristic (ROC) curve of clinical (NIHSS) and
inflammatory (hsCRP) biomarkers evaluated in isolated and combined models to predict the
long-term mortality in patients with acute ischemic stroke (IS).

With the isolated models, the NIHSS cu-off is 11 and area under ROC (AUC) is 0.766 and the
hsCRP cut-off is 21.1 mg/L and area under ROC (AUC) is 0.689 in predicting 12-month
mortality among patients with IS. With the combined model and the values of NIHSS and
hsCRP transformed in z score, the area under ROC (AUC) is 0.804 in predicting 12-month

mortality among patients with IS.

NIHSS: National Institute of Health Stroke Scale; hsCRP: C-reactive protein with high sensitivity method;
ZNIHSS: NIHSS transformed in z score; zhsCRP: hsCRP transformed in z score.
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Discussion

The main finding of this study is that a combination of clinical data (NIHSS) and one
biomarker (hsCRP) obtained within 24 hours after hospital admission of IS patients yielded a
good diagnostic performance in predicting the long-term mortality. Together, these two
biomarkers correctly classified 87.7% of cases, with high positive and negative predictive
values. Using a panel of demographic and clinical data, and circulating levels of biomarkers
of coagulation, inflammation, and endothelial dysfunction variables, this study underscores
the importance of NIHSS and hsCRP in the prediction of mortality in victims of IS.

Raised levels of biomarkers during the acute inflammatory response after IS have been
associated with poor outcome (Hakkennes et al., 2011). Given the close pathophysiological
relationship between neuroinflammatory mediators and processes related to poor outcome in
IS, the role of molecules that were part of different inflammatory pathways, such as acute
phase proteins, pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines, coagulation, and
endothelial dysfunction as prognostic biomarkers of IS could be expected. However, to date,
little is known regarding these biomarkers as predictors of long-term IS outcome with
mortality as endpoint. Interestingly, in the present study, we found that hsCRP improved the
diagnostic performance of the NIHSS score predicting long-term mortality in IS.

To the best of our knowledge, this is the first study that evaluates a panel of
biomarkers of the key pathways underpinning the pathophysiology of IS as predictors of
mortality. Extensive studies have associated different clinical variables (NIHSS, cIMT, IS
subtypes) as well as baseline laboratory variables with poor outcome in IS patients
(Chakraborty et al., 2013; Tu et al., 2014; Tu et al., 2017; Ye et al., 2017; Li et al., 2018; Wei
et al., 2018). High levels of lipoprotein (a) and low levels of albumin were associated with
increased mortality at six-month follow-up (Chakraborty et al., 2013). Insulin resistance (Li et
al., 2018), vitamin D and 25-hydroxyvitamin D deficiency (Tu et al., 2014; Wei et al., 2018),
and CRP and homocysteine (Ye et al., 2017) are other predictors of short-term outcome
following IS. Decreased serum levels of albumin during the acute phase of IS were associated
with a worse neurological state as a result of a large ischemic focus and intense catabolic
processes (Bielewicz et al., 2016).

The role of NIHSS, cIMT, and hsCRP has been studied in clinical trials as biomarkers
in predicting cardiovascular diseases (CVD) as well as short-term mortality. The NIHSS has
been evaluated as single model or combined with different biomarkers (He et al., 2018).
Previous studies revealed that NIHSS scores were more useful in predicting

functional outcome three-months after IS onset than the hsCRP or ferritin levels (Ozkan et al,
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2013). Moreover, no significant correlation was found between laboratory markers
and NIHSS scores on admission and at three-month follow-up. However, these authors
obtained samples within 48 hours after IS onset, which may explain the apparently divergent
results. Some studies also evaluated combined models with NIHSS including different
biomarkers, such as triiodothyronine, age (Wang et al., 2014), cortisol (Zi; Shuail, 2013),
albumin/globulin ratio >1.56, free triiodothyronine >4.09 pg/dL and WBC >7.100/mm® as
independent predictors of short-term outcome and NIHSS was not significantly associated
with this endpoint (Zhou et al., 2018). However, only few studies evaluated the combination
of different biomarkers in predicting long-term mortality.

In the present study, no significant association was observed between cIMT and long-
term outcome of 1S, a result that is in line with previous findings. One study showed that
hypertensive subjects with a higher mean cIMT and subjects with high plaque scores showed
high frequencies of IS and total mortality. However, after adjustment for traditional risk
factors, plaque score was significantly and independently predictive of IS; however, cIMT
and plaque score showed a nonsignificant trend of higher risk of mortality (Kawai et al.,
2013).

Various studies suggested that CRP may be an important predictor of poor
neurological outcome, although there were some contradictory results (Di Napoli et al., 2005;
Rabadi et al., 2008; Ozkan et al., 2013; Taheraghdam et al., 2013; VanGilder et al., 2014;
Karlinski et al., 2014; Pandey et al., 2014; Li et al., 2015; Rocco et al., 2015; Matsuo et al.,
2016; Geng et al., 2016). For example, a systematic review from 46 studies found that hsCRP
is as independent predictor of long-term functional outcome in 13 studies only. The high
variability in study designs and the lack of classification/discrimination over clinical variables
further challenges the clinical use of hsCRP as single biomarker (Bustamante et al., 2016b).
Moreover, previous data have shown that NIHSS and hsCRP are related to IS outcome (Zhu
et al., 2018), which is consistent with our data. Elevated hsCRP concentrations may reflect the
degree of IS severity, indicate underlying atherosclerotic disease, or be a consequence of
secondary complications of IS at the time of sampling (Muir et al., 1999).

Another inflammatory biomarker associated with IS severity is lowered albumin
(Davis et al., 2004; Yoo et al., 2008; Chakraborty et al., 2013). Experimental studies showed
that this negative acute phase protein has neuroprotective effects through several mechanisms,
such as hemodilution; antioxidant effects (albumin is the main oxygen radical trapping,
exceeding that of vitamin E), maintenance of endothelial permeability and transport ability,

inhibition of endothelial cell apoptosis and reduction of edema in cerebral ischemic tissue
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(Alvarez-Perez et al., 2011). Since the half-life of aloumin is approximately 21 days (Alvarez-
Perez et al., 2011) and plasma albumin levels were measured during the first 24 h after IS,
baseline albumin levels reflect more nutritional and chronic inflammatory effects rather than
changes during the acute phase response following IS (Quinlan et al., 2005).

Among the cytokines evaluated in the present study, IL-6, TNF-o and IL-10 were
associated with mortality after 12-month follow up in the univariate analysis. The higher
levels of IL-10 among the non-survivors than survivors may reflect its immune-regulatory
role downregulating the pro-inflammatory response, which may attenuate the neuronal
toxicity and excitotoxicity induced by ischemia (Grilli et al., 2000; Frenkel et al., 2005).

In an experimental model of IS, selective depletion of Treg cells may be associated
with an increase in infarct size and behavioral deficits whilst the beneficial effects of Treg
cells were mediated by IL-10 attenuating interferon (IFN)-y-mediated pathways (Liesz et al.,
2009). Moreover, patients with low plasma levels of IL-10 (< 6 pg/mL) during the first hours
after the IS were three times more likely to suffer from worse neurological symptoms within
the first 48 hours following IS (Vila et al., 2000). Nevertheless, high levels of IL-10 are not
only associated with a good functional outcome (Rodriguez-Yanez et al., 2013) but also with
an increased risk of post-1S infections (Ashour et al., 2016).

IL-6 has been suggested as promising biomarker of short- and long-term poor
neurological outcome in different studies (Whiteley et al., 2009b; Park et al., 2013; Fahmi et
al., 2016; Ramiro et al., 2018; Yang et al., 2019). IL-6 correlated with infarct size at multiple
time points (Shaafi et al 2014), as well as at three-month outcome and 12-months clinical
outcome, suggesting that this cytokine may be a reliable plasma biomarker for IS outcome
(Smith et al., 2004). Contrastingly, one study indicated that levels of IL-6, three months post-
stroke had an inverse relationship with neurological impairment and infarct size (Sotgiu et al.,
2006) suggesting that IL-6 may be indicative of neuroprotection rather than damage. Despite
the independent association of IL-6 with poor outcome, its additional discrimination over
clinical variables was very modest, a fact that limits its use in clinical practice (Bustamante et
al., 2014).

On the other hand, Li et al (2019) found IL-1p, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-10 and IL-15
were significantly reduced in IS patients with poor outcome, compared to those with good
prognosis while IL-6 was very high in the poor outcome group. Only IL-9 level decreased in
the large infarct volume group. After adjusting for confounders, these authors found that IL-5
was an independent protective factor for prognosis in IS patients, whereas IL-6 was an

independent risk predictor for IS patients. In a previous study we demonstrated that
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circulating levels of hsCRP, IL-6, ferritin, and glucose were higher, and HDL-cholesterol and
25(OH)D were lower among the non-survivors IS patients compared with the survivors in a
three-month follow-up (Reiche et al., 2019). Data on peripheral cytokine release are
extremely variable, likely due to the difference in IS severity, location, age, comorbidities,
and systemic inflammatory status at admission.

Among the panel of adhesion molecules evaluated in the present study, sVCAM-1
was significantly associated with non-survival long-term outcome of IS patients. Upregulation
of inflammatory adhesion molecules was reported in patients with IS, although the evidence is
contradictory. sSICAM-1 and sVCAM-1 are increased in blood and CSF of patients with recent
IS, and these increases are associated with the severity of neurological deficits (Danton;
Dietrich, 2003; Blann et al., 1999). Other studies evaluated circulating adhesion molecules in
the peripheral blood in samples taken within 12 to 72 hours after IS onset and demonstrated
high levels of sSICAM-1 (Shyu et al., 1997; Fassbender et al., 1995; Bitsch et al., 1998),
SVCAM-1 (Fassbender et al., 1995; Bitsch et al., 1998; Blann et al., 1990), sE-selectin
(Fassbender et al., 1995; Bitsch et al., 1998; Frijns et al., 1997) and sP-selectin (Frijns et al.,
1997; Wu et al., 1993).

High sICAM-1 levels on admission are associated with early death in middle-aged IS
patients suggesting a pathogenetic role of inflammation in the evolution of 1S. sSICAM-1 and
SVCAM-1 levels were significantly higher in patients who died compared to those who
survived but only sICAM-1 levels were independently associated with early death, after
adjusting for various confounding factors (Rallidis et al., 2009). Possible explanations for
these contradictory results are differences in laboratory assays or in the timing of blood
sampling. Additionally, the presence of other diseases such as infections, T2DM, or systemic
ilinesses not diagnosed in the admission of the study may have influenced the results.
Increased levels of SICAM-1 and sVCAM-1, but normal sE-selectin levels, were reported in
patients with T2DM, especially in those with silent cerebral infarcts on magnetic resonance
imaging (MRI) (Kawamura et al., 1998).

The multivariate analysis showed that VWF was independently associated with this
endpoint which extends the findings of Samai et al. (2014) who reported that concurrent
FVII/VWE elevation predicts increased risk of complications and worse functional outcomes
in patients with 1S. Their findings suggest that increased FVIII and VWF levels confer risk
towards a more detrimental IS outcome.

Limitations should be considered in the interpretation of our results. First, our data

were obtained from a single hospital setting and included a relatively small number of patients
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with IS; therefore, may not be generalizable to other settings. Second, we only measured
laboratory biomarkers at a single time point (i.e., 24 hours of hospital admission); whereas a
multi-time-point evaluation is probably more appropriate to validate the predictive value of
biomarkers. Furthermore, monitoring the dynamic change of circulating levels of biomarker
will be essential in further studies. However, the major strength of the present study is the
longitudinal design with a 12-month follow-up, which suggests that different pathways,
namely inflammatory, coagulation and endothelial pathways, are causal factors leading to an
increased mortality rate and that also clinical data including the NIHSS score may prediction
mortality following IS.

The evaluation of set of different biomarkers involving the most important pathways
associated with the pathophysiology of IS, such as atherosclerosis, coagulation, systemic
inflammatory response, and vascular dysfunction may render their application to predicting
the IS outcome as well as to improving new clinical therapeutics approaches. Although IS
remains a major cause of morbidity, mortality and disability worldwide there is a lack of
prognostic tools in clinical practice to monitor the neurological condition and predict the
final outcome. In the present study, hsCRP can add predictive information to the clinical score
of the NIHSS and together they can serve as independent predictors of unfavorable IS
outcome. Both biomarkers are easily and reliably obtained, inexpensive, and showed to be
highly predictive of 12-month outcome of IS patients in the present cohort. Early evaluations
of severity and predictions of outcome are considered essential and critical in the treatment
and care of patients with IS. This information is important for allocation of personalized
therapeutic strategies for these patients. Further large-scale prospective studies are required to

confirm the role of these biomarkers in the 1S outcome.
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6 CONCLUSOES

Artigo 1

o Dos 106 pacientes com AVCI avaliados, o0 sexo feminino foi predominante, a idade
mediana foi de 66,0 anos e os fatores de risco modificaveis mais frequentes para AVCI foram
hipertenséo arterial sistémica, dislipidemia e DMT2; O NIHSS variou de 0 a 32, com mediana
de 8,0, a gravidade do AVCI foi leve em 36,9% dos casos, moderada em 35,9% e grave em
21,2%; cIMT variou de 0,6 mm a >1,6 mm, com mediana de 1,00 mm; a prevaléncia de cIMT
> 1,0 mm foi de 42,5%, 0 grau de estenose <50% foi observado na maioria dos pacientes; e 0
subtipo LAAS foi mais frequente;

o A estenose carotidea >50%, DMT2 e NIHSS foram preditores de pior progndstico a
curto prazo; juntas, essas variaveis classificaram corretamente 85,2% de todos os casos, com
sensibilidade de 90,2% e especificidade de 81,8%;

o Somente o NIHSS previu a mortalidade a curto prazo e classificou corretamente

85,7% de todos os casos, com sensibilidade de 95,8% e especificidade de 47,4%.

Artigo 2

o Um total de 104 pacientes com AVCI, o sexo feminino foi mais frequente, com idade
variando de 34 a 89 anos (mediana 66,5) e os fatores de risco para AVCI mais frequentes
foram hipertensao aterial sistémica, DMT2 e dislipidemia; e 21,2% ndo sobreviveram apds 12
meses de acompanhamento;

o Os pacientes que ndo sobreviveram apresentaram maior NIHSS e cIMT, menores
niveis de antitrombina e maiores niveis de FVIII, FvW, usPCR, IL-10 e sVCAM-1 do que 0s
gue sobreviveram; no entanto, apenas o NIHSS e a usPCR foram preditores independentes de
mortalidade a longo prazo;

o O modelo combinado de NIHSS e usPCR foi melhor do que os modelos NIHSS e
usPCR isoladamente para prever mortalidade a longo prazo. Juntos, o NIHSS e a usPCR
classificaram corretamente 87,7% dos casos, com valores preditivos positivo de de 81,2% e

negativo 89,2%
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Esses dados sugerem que a estenose carotidea >50%, DMT2 e NIHSS foram
preditores de maior incapacidade funcional a curto prazo e que somente o NIHSS foi preditor
de mortalidade a curto prazo. Quando associamos ao NIHSS os niveis séricos de usPCR, este
modelo combinado de biomarcadores pode prever, precocemente, a mortalidade a longo prazo
dos pacientes com AVCI, ressaltando a importancia dessas medidas para 0 manejo mais

precoce e individualizado dos pacientes com AVCI.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A avaliagdo de um conjunto de diferentes biomarcadores, envolvendo as vias mais
importantes associadas a fisiopatologia do AVCI, como aterosclerose, coagulacdo, resposta
inflamatoria sistémica e biomarcadores de disfuncdo vascular, pode ter aplicacdo clinica na
previsdo do progndstico dos pacientes com AVCI e na abordagem de novas estratégias
terapéuticas. Embora o AVCI continue sendo uma das principais causas de morbidade,
mortalidade e incapacidade em todo o mundo, faltam ferramentas prognosticas na pratica
clinica para monitorar a condicdo neuroldgica e prever o defecho a curto e longo prazo nestes
pacientes.

No presente estudo, escores mais elevados de NIHSS e niveis séricos mais elevados de
usPCR avaliados na admissdo do paciente mostraram ser preditores independentes de
desfecho desfavoravel em pacientes com AVCI agudo. O modelo combinado (NIHSS e
usPCR) pode fornecer informacdes preditivas adicionais significativas ao escore clinico do
NIHSS avaliado isoladamente. Ambos os biomarcadores sdo obtidos precocemente, de
maneira facil e confiavel, de baixo custo e altamente preditivos do prognéstico dos pacientes
com AVCI. Avaliacbes precoces da gravidade e previsdes de resultados sdo consideradas
essenciais e criticas no tratamento e atendimento de pacientes com AVCI devido a alta
morbimortalidade associada ao evento isquémico. Esta informacdo € importante para a
alocacdo de estratégias terapéuticas personalizadas para os pacientes com AVCI.

Limitacdes devem ser consideradas na interpretacdo dos nossos resultados. Primeiro,
nossos dados foram obtidos em um Unico hospital e incluiram um namero relativamente
pequeno de pacientes com AVCI; portanto, ndo deve ser generalizado para outras populacées.
Segundo, avaliamos biomarcadores laboratoriais em um Gnico momento, ou seja, até 24 h
apos a admissdo hospitalar. Portanto, sugerimos novos estudos prospectivos em amostras
maiores e com avaliacdo seriada de diferentes variaveis clinicas e laboratoriais para a
confirmarcdo do papel desses biomarcadores na avaliagdo precoce do progndstico em curto e
a longo prazo dos pacientes com AVCI. O monitoramento da mudanca dindmica dos niveis
circulantes de biomarcador sera essencial em estudos futuros. No entanto, o presente estudo
apresenta algumas fortalezas como o delineamento longitudinal com acompanhamento de 12
meses apos o AVCI, o que sugeriu inferir a relacdo causa-efeito dos valores de NIHSS e

usPCR na predicdo da mortalidade a longo prazo dos pacientes avaliados.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associacéo entre marcadores inflamatorios, anti-inflamatorios e metabolicos com as
placas carotideas examinadas com doppler em pacientes com acidente vascular
encefalico isquémico agudo

Pesquisador: Edna Maria Vissoci Reiche

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 61361416.9.0000.5231

Instituigao Proponente: CCS - Departamento de Patologia, Analises Clinicas e Toxicologias
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.816.305

Apresentagédo do Projeto:

O estudo pretender investigar a associacdo entre marcadores inflamatorios, anti-inflamatorios e metabolicos
com as placas carotideas examinadas com doppler em pacientes com acidente vascular encefalico
isquémico agudo

Texto do autor:

Uma vez que o desequilibrio da resposta inflamatoria pela alteracdo na expresséo das citocinas
inflamatorias e do perfil metabdlico estdo intimamente associados com a fisiopatologia do AVCI agudo, e
que a formacéo de placas de aterosclerose em carotidas também esta envolvida no processo do AVCI
agudo, a hipotese deste estudo é que individuos com maior resposta inflamatéria demonstrada pela
elevacdo de marcadores inflamatérios e metabdlicos estaria associada com a presenca de placas de
aterosclerose de carétida e maior grau de estenose das mesmas. Esta associacéo indicaria que pacientes
que apresentarem alteracfes nestes marcadores apresentariam maior chance de ocorréncia de AVCI
agudo, em especial aos subtipos de grandes artérias e lacunar (LAAS e LAC, respectivamente), nos quais
0s mecanismos inflamatorios relacionados a aterosclerose de grandes arteiras e as alteracGes metabdlicas,
como diabetes mellitus tipo 2 e hipertenséo, relacionadas a oclusdo de pequenos vasos. Uma segunda
hipotese é
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gue a diminuicdo dos niveis de marcadores anti-inflamatérios pode ser um dos mecanismos moleculares
envolvidos no aumento da resposta inflamatoria e no aumento do déficit neurologico a curto prazo dos
pacientes com AVCI agudo. Sendo estas duas hipdteses aceitas, processo inflamatorio podera ser um
importante alvo terapéutico para o tratamento de pacientes com AVCI agudo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: (texto do pesquisador)

IAnalisar a associacdo entre alteractes na resposta inflamataria, anti-inflamatoria e metabdlica com a
doenca carotidea aterosclerdtica em um grupo de pacientes com AVCI agudo atendido no Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Londrina (HU/UEL).

Objetivo Secundario: (texto do pesquisador)

- Determinar os niveis séricos de marcadores inflamatorios, anti-inflamatérios e metabdélicos em um grupo de
pacientes com AVCI agudo e controles saudaveis; - Determinar a espessura da camada intima média da
carotfida, grau de estenose e ecogenicidade da placa de aterosclerose em um grupo de pacientes com AVCI
agudo;- Determinar a associacdo entre as alteracGes na resposta inflamatéria, anti-inflamatona e metabdlica
com a aterosclerose de carotidas internas avaliadas por USGD, segundo o grau de estenose e
ecogenicidade da placa de aterosclerose em pacientes com AVCI agudo;- Determinar a associacéo entre as
alteracdes na resposta inflamatoria, anti-inflamatoria e metabalica, o grau de estenose e ecogenicidade da
placa de aterosclerose com os subtipos de AVCI e incapacidade funcional na admisséo e apos 3 e 12
meses do evento isquémico.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: (texto do pesquisador)

Quanto aos riscos, o projeto ndo apresenta riscos aos individuos participantes. A participacédo ndo
acarretara em qualguer risco a sua salide nem alteracdo de gualguer um dos tratamentos estabelecidos
pelo hospital. A ultrassonografia com doppler de carotida € um exame indolor e néo invasivo que néo
apresenta risco ao paciente. O sangue que sera coletado para a pesquisa sera parte da mesma coleta de
exames de rotina que sera realizada independentemente da participacao ou ndo no estudo e desta forma,
néao acarretara em nenhum risco adicional. A coleta de sangue venoso sera realizada por profissionais
treinados do HU/UEL e pode ocasionar sinais decorrentes da puncéo venosa e consiste em dor no local da
puncéo venosa ou pequeno hematoma e, muito raramente, vermelhiddo ou infeccéo local. Mesmo sendo
minimos, caso ocorra algum tipo de desconforto, o participante sera prontamente atendido
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e amparado pelos farmacéuticos responsaveis pela coleta de sangue e um dos pesquisadores deste estudo.

Beneficios: (texto do pesquisador)

Os beneficios esperados sdo um melhor conhecimento das alteracées inflamatorias e do metabolismo
associadas com a placa de aterosclerose na carétida que podera ser uma alternativa precoce e simples de
antever a evolucdo nos casos de derrame cerebral a fim de auxiliar na deciséo terapéutica destes pacientes.
Uma importante contribuicdo deste projeto de pesquisa sera a utilizacdo da escala National Institute of
Health Stroke Scale (NIHSS) em até 24 horas apds admisséo do pacientes com diagnéstico de AVCI agudo
no Pronto Socorro do HU. A NIHSS é uma escala de avaliacdo da gravidade do AVCI agudo e tem sido
utilizada pela maioria dos servicos de Neurologia do mundo que atende pacientes com AVCI e recomendada
pelos revisores de artigos submetidos a publicacdo em periodicos internacionais. Com o desenvolvimento
deste projeto de pesquisa, esta escala podera ser implantada na rotina de atendimento aos pacientes com
AVCI agudo do HU/UEL, o que contribuira para uma melhor avaliacéo clinica da gravidade do AVCI agudo e
prognostico destes pacientes. Qutra importante contribuicdo sera a identificacdo de biomarcadores da
resposta inflamatérna e de vias do metabolismo que podem representar importantes fatores na formacéo e
gravidade da placa carotidea em pacientes com AVCI agudo. A deteccdo precoce destes biomarcadores
pode representar importante ferramenta na escolha de terapias mais adequadas e eficazes. A correlacéo da
alteracédo da resposta inflamatéria, anti-inflamatéria e metabolica com a evolucéo clinica dos pacientes a
curto e a longo prazos com os resultados obtidos com a avaliacdo das carétidas pela USGD podera
contribuir para a identificacdo de uma alternativa precoce e simples de antever a evolucéo nos casos de
AVCI agudo a fim de auxiliar na deciséo terapéutica destes pacientes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa atende as determinacdes da Resolucéo 466/2012 e sua complementares.
Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

TCLE - OK

Folha de Rosto - OK

autorizacéo da instituicdo co-participante - OK

Termo de Sigilo- OK

Declaracéo de respeito a Resolucédo 347/05 - OK
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Recomendagbes:
néo ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

o

Recomendo a aprovacéo do projeto por respeitar todos os critérios e normas estabelecidos pela resolucéo
466/2012 e suas complementares.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Justificativa de
Auséncia

Tipo Documento Argquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 19/10/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 800412 pdf 17:04:09
Projeto Detalhado / |Projeto_versao_final_CEP.doc 19/10/2016 |Edna Maria Vissoci Aceito
Brochura 17:03:49 |Reiche

|Investigador

Folha de Rosto FolhaderostoEMVR.pdf 19/10/2016 |Edna Maria Vissoci Aceito
16:43:43 | Reiche

Qutros ParecerHUEMVR. pdf 19/10/2016 |Edna Maria Vissoci Aceito
16:43:09 | Reiche

Declaracio de Termo_confidencialidade PDF 03/10/2016 |Edna Maria Vissoci Aceito

Manuseio Material 10:45:01 |Reiche

Biolégica /

Biorepositario /

Biobanco

Declaracéio de Declaracao_sigilio. PDF 03/10/2016 |Edna Maria Vissoci Aceito

Manuseio Material 10:44:33 |Reiche

Biologico /

Biorepositario /

Biobanco

Declaracio de Declaracao_normas PDF 03/10/2016 |Edna Maria Vissoci Aceito

Manuseio Material 10:43:17 |Reiche

Biolégica /

Biorepositario /

Biobanco

TCLE/ Termos de | Termo_de_consentimento_livre_e_escla|l 27/09/2016 |Edna Maria Vissoci Aceito

Assentimento / recido.doc 12:50:27 |Reiche

Situagao do Parecer:
Aprovado

MNecessita Apreciagdo da CONEP:
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Anexo 2 National Institute of Health Stroke Scale (NIHS)

N I H

Nome:

Identificacdo do Paciente

STROKE
SCALE

Registro:

Exame inicial: Data / /

Instrugao

Definicao da escala

Escore

Hora

1a. Nivel de Consciéncia

0 investigador deve escolher uma resposta mesmo se
uma avaliacdo completa € prejudicada por obstaculos
como um tubo orotraqueal, barreiras de linguagem,
trauma ou curativo orotraqueal. Um 3 e dado apenas
se 0 paciente nao faz nenhum movimento (outro além
de postura reflexa) em resposta a estimulacao
dolorosa.

0 = Alerta; reponde com entusiasmo.

1 = Nao alerta, mas ao ser acordado por minima
estimulacdo obedece, responde ou reage.

2 = Nao alerta, requer repetida estimulacao ou
estimulacao dolorosa para realizar
movimentos (nao estereotipados).

3 = Responde somente com reflexo motor ou
reacoes autonomicas, ou totalmente
irresponsivo, flacido e arreflexo.

1b. Perguntas de Nivel de Consciéncia

0 paciente € guestionado sobre o més e sua idade. A
resposta deve ser correta - nao ha nota parcial por
chegar perto. Pacientes com afasia ou esturpor que
nao compreendem as perguntas irao receber 2.
Pacientes incapacitados de falar devido a intubacao
orotraqueal, trauma orotraqueal, disartria grave de
qualquer causa, barreiras de linguagem ou qualquer
outro problema nao secundario a afasia receberao um
1. E importante que somente a resposta inicial seja
considerada e que o examinador nao “ajude” o
paciente com dicas verbais ou ndo verbais.

0 = Responde ambas as questdes corretamente.

1 = Responde uma questao corretamente.

2 = Nao responde nenhuma questao
corretamente.

1c. Comandos de Nivel de Consciéncia

0 paciente & solicitado a abrir e fechar os olhos e
entao abrir e fechar a mao nao parética. Substitua
por outro comando de um Unico passo se as maos nao
podem ser utilizadas. E dado credito se uma tentativa
inequivoca e feita, mas nao completada devido a
fraqueza. Se o paciente nao responde ao comando, a
tarefa deve ser demonstrada a ele (pantomima) e o
resultado registrado (i.e., segue um, nenhum ou
ambos o0s comandos). Aos pacientes com trauma,
amputacdo ou outro impedimento fisico devem ser
dados comandos Unicos compativeis. Somente a
primeira tentativa e registrada.

0 = Realiza ambas as tarefas corretamente.
1 = Realiza uma tarefa corretamente.
2 = Nao realiza nenhuma tarefa corretamente.

2. Melhor olhar conjugado

Somente os movimentos oculares horizontais sao
testados. Movimentos oculares voluntarios ou reflexos
(oculo-cefalico) recebem nota, mas a prova caldrica
nao € usada.

Se o paciente tem um desvio conjugado do olhar, que
pode ser sobreposto por atividade voluntaria ou
reflexa, o escore sera 1. Se o paciente tem uma
paresia de nervo periferica isolada (MC I, IV ou VI),
marque 1. O olhar & testado em todos os pacientes
afasicos. Os pacientes com trauma ocular, curativos,
cegueira preexistente ou outro distirbio de acuidade
ou campo visual devem ser testados com movimentos
reflexos e a escolha feita pelo investigador.
Estabelecer contato visual e, entao, mover-se perto
do paciente de um lado para outro, pode esclarecer a
presenca de paralisia do olhar.

0 = Mormal.

1 = Paralisia parcial do olhar. Este escore €
dado quando o olhar & anormal em um ou
ambos os olhos, mas ndo ha desvio forcado
ou paresia total do olhar.

2 = Desvio forcado ou paralisia total do olhar
que nao podem ser vencidos pela manobra
oculo-cefalica.
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Instrucao

Definicao da escala

Escore

Hora

3. Visual

05 campos visuais (quadrantes superiores e inferiores)
sao testados por confrontacédo, utilizando contagem
de dedos ou ameaca visual, conforme apropriado. O
paciente deve ser encorajado, mas se olha para o
lado do movimento dos dedos, deve ser considerado
como normal. Se houver cegueira unilateral ou
enucleacao, os campos visuais no olho restante sao
avaliados. Marque 1 somente se uma clara assimetria,
incluindo quadrantanopsia, for encontrada. Se o
paciente & cego por qualquer causa, marque 3.
Estimulacao dupla simultdnea € realizada neste
momento. Se houver uma extingio, o paciente recebe
1 e os resultados sdo usados para responder a questao
11.

0 = Sem perda visual.

1 = Hemianopsia parcial.

2 = Hemianopsia completa.

3 = Hemianopsia bilateral (cego, incluindo
cegueira cortical ).

4. Paralisia Facial

Pergunte ou use pantomima para encorajar o paciente
a mostrar os dentes ou sorrir e fechar os olhos.
Considere a simetria de contracido facial em resposta
a estimulo doloroso em paciente pouco responsive ou
incapaz de compreender. Ma presenca de trauma
fcurativo facial, tubo orotraqueal, esparadrapo ou
outra barreira fisica que obscureca a face, estes
devem ser removidos, tanto quanto possivel.

0 = Movimentos normais simétricos.

1 = Paralisia facial leve (apagamento de prega
nasolabial, assimetria no sorriso).

2 = Paralisia facial central evidente (paralisia
facial total ou quase total da regiao
inferior da face).

3 = Paralisia facial completa (auséncia de
movimentos faciais das regides superior e
inferior da face).

5. Motor para bragos

0 braco & colocado na posicao apropriada: extensao
dos bracos (palmas para baixo) a 90° (se sentado) ou a
45° (se deitado). F valorizada queda do braco se esta
ocorre antes de 10 segundos. O paciente afasico &
encorajado atraves de firmeza na voz e de
pantomima, mas ndo com estimulacao dolorosa. Cada
membro & testado isoladamente, iniciando pelo braco
nao-paretico. Somente em caso de amputacao ou de
fusdo de articulacdo no ombro, o item deve ser
considerado nao-testavel (NT), e uma explicacao deve
ser escrita para esta escolha.

0 = Sem queda; mantém o braco 90° (ou 45°)

por 10 segundos completos.

1 = Queda; mantem o braco a 90° (ou 45°),
porém este apresenta queda antes dos 10
segundos completos; nao toca a cama ou
outro suporte.

Algum esforco contra a gravidade; o braco
nao atinge ou nao mantém 90° (ou 45°), cai
na cama, mas tem alguma forca contra a
gravidade.

3 = Nenhum esforco contra a gravidade; braco

despenca.

4 = Nenhum movimento.

NT = Amputacao ou fusao articular,

explique:

[ 8]
n

5a. Brago esquerdo 5b. Brago direito

6. Motor para pernas

A perna € colocada na posicao apropriada: extensao a
30° (sempre na posicao supina). E valorizada queda do
braco se esta ocorre antes de 5 segundos. O paciente
afasico € encorajado através de firmeza na voz e de
pantomima, mas ndo com estimulacao dolorosa. Cada
membro & testado isoladamente, iniciando pela perna
nao-paretica. Somente em caso de amputacao ou de
fusao de articulacao no quadril, o item deve ser
considerado nao-testavel (NT), e uma explicacao
deve ser escrita para esta escolha.

0 = Sem queda; mantém a perna a 30° por 5
segundos completos.

Queda; mantém a perna a 30°, porem esta
apresenta queda antes dos 5 segundos
completos; ndo toca a cama ou outro
suporte.

2 = Algum esforco contra a gravidade; a perna
nao atinge ou naoc mantém 30°, cai na
cama, mas tem alguma forca contra a
gravidade.

3 = Nenhum esforco contra a gravidade; perna
despenca.

4 = Nenhum movimento.

NT = Amputacao ou fusao articular,
explique:

-
n

6a. Perna esquerda 6b. Perna direita
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Definicao da escala

Escore

Hora

7. Ataxia de membros

Este item & avalia se existe evidéncia de uma lesao
cerebelar unilateral. Teste com os olhos abertos. Em
caso de defeito visual, assegure-se que o teste € feito
no campo visual intacto. Os testes Index-nariz e
calcanhar-joelho sao realizados em ambos os lados e a
ataxia € valorizada, somente, se for desproporcional a
fraqueza. A ataxia & considerada ausente no paciente
que nao pode entender ou esta hemiplégico. Somente
em caso de amputacao ou de fusao de articulacdes, o
item deve ser considerado nao-testavel (NT), e uma
explicacao deve ser escrita para esta escolha. Em
caso de cegueira, teste tocando o nariz, a partir de
uma posicao com os bracos estendidos.

0 = Ausente.

1 = Presente em 1 membro.

2 = Presente em dois membros.

NT = Amputacio ou fusio articular,

explique:

8. Sensibilidade

Avalie sensibilidade ou mimica facial ao beliscar ou
retirada do estimulo doloroso em paciente torporoso
ou afasico. Somente a perda de sensibilidade
atribuida ao AVC € registrada como anormal e o
examinador deve testar tantas areas do corpo (bracos
[exceto maos], pernas, tronco e face) quantas forem
necessarias para checar acuradamente um perda
hemisensitiva. Um escore de 2, “grave ou total” deve
ser dados somente quando uma perda grave ou total
da sensibilidade pode ser claramente demonstrada.
Portanto, pacientes em esturpor e afasicos irao
receber provavelmente 1 ou 0. O paciente com AYC
de tronco que tem perda de sensibilidade bilateral
recebe 2. Se o paciente nao responde e esta
quadriplégico, marque 2. Pacientes em coma (item
1a=3) recebem arbitrariamente 2 neste item.

0 = Normal; nenhuma perda.

1 = Perda sensitiva leve a moderada; a
sensibilidade ao beliscar & menos aguda ou
diminuida do lado afetado, ou ha uma
perda da dor superficial ao beliscar, mas o
paciente esta ciente de que esta sendo
tocado.

2 = Perda da sensibilidade grave ou total; o
paciente nao sente que estas sendo tocado.

9. Melhor linguagem

Uma grande quantidade de informacoes acerca da
compreensao pode obtida durante a aplicacao dos
itens precedentes do exame. O paciente € solicitado a
descrever o que esta acontecendo no quadro em
anexo, a nomear os itens na lista de identificacao
anexa e a ler da lista de sentenca anexa. A
compreensao € juleada a partir destas respostas assim
como das de todos os comandos no exame neurologico
geral precedente. Se a perda visual interfere com os
testes, peca ao paciente que identifique objetos
colocados em sua mao, repita e produza falas. O
paciente intubado deve ser incentivado a escrever. O
paciente  em coma (ltem 1A=3) recebera
automaticamente 3 neste item. O examinador deve
escolher um escore para pacientes em estupor ou
pouco cooperativos, mas a pontuacao 3 deve ser
reservada ao paciente que esta mudo e que nao segue
nenhum comando simples.

0 = Sem afasia; normal.

1 = Afasia leve a moderada; alguma perda obvia
da fluéncia ou dificuldade de compreensao,
sem limitacao significativa das idéias
expressao ou forma de expressao. A
reducao do discurso e/ou compreensao,
entretanto, dificultam ou impossibilitam a
conversacao sobre o material fornecido.
Por exemplo, na conversa sobre o material
fornecido, o examinador pode identi-ficar
figuras ou item da lista de nomeacao a
partir da resposta do paciente.

2 = Afasia grave; toda a comunicacao é feita
através de expressoes fragmentadas;
grande necessidade de interferéncia,
guestionamento e adivinhacao por parte do
ouvinte. A quantidade de informacao que
pode ser trocada ¢ limitada; o ouvinte
carrega o fardo da comunicacao. O
examinador nio consegue identificar itens
do material fornecido a partir da resposta
do paciente.

3 = Mudo, afasia global; nenhuma fala util ou
compreensao auditiva.
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Instrugdo

Definicdo da escala

Escore

Hora

10. Disartria

Se acredita que o paciente & normal, uma avaliacido
mais adequada € obtida, pedindo-se ao paciente que
leia ou repita palavras da lista anexa. Se o paciente
tem afasia grave, a clareza da articulacao da fala
espontanea pode ser graduada. Somente se o paciente
estiver intubado ou tiver outras barreiras fisicas a
producao da fala, este item devera ser considerado
nao testavel (NT). Nao diga ao paciente por que ele
esta sendo testado.

0 = Hormal.

1 = Disartria leve a moderada; paciente arrasta
pelo menos algumas palavras, e na pior
das hipoteses, pode ser entendido, com
alguma dificuldade.

2 = Disartria grave; fala do paciente & tao
empastada que chega a ser ininteligivel,
na auséncia de disfasia ou com disfasia
desproporcional, ou & mudo/anartrico.

NT = Intubado ou outra barreira fisica;
explique

11. Extingao ou Desatengao (antiga negligéncia)
Informacao suficiente para a identificacao de
negligéncia pode ter sido obtida durante os testes
anteriores. Se o paciente tem perda visual grave, que
impede o teste da estimulacao visual dupla simultanea,
e 05 estimulos cutaneos sao normais, o escore &
normal. Se o paciente tem afasia, mas parece atentar
para ambos os lados, o escore € normal. A presenca de
negligéncia espacial visual ou anosagnosia pode
também ser considerada como evidéncia de
negligéncia. Como a anormalidade so e pontuada se
presente, o item nunca e considerado nao testavel.

0 = Nenhuma anormalidade.

1 = Desatencao visual, tatil, auditiva, espacial
ou pessoal, ou extingao a estimulacao
simultanea em uma das modalidades
sensoriais.

2 = Profunda hemi-desatencao ou hemi-
desatencao para mais de uma modalidade;
nao reconhece a propria mao e se orienta
somente para um lado do espaco.

TABELA DE EVOLUCAO

DATA HORA

ESCORE EXAMINADOR

Traduciio e adaptacio:
Octivio Marques Pontes-Neto
Neurologia - HCFMRP - USP
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Anexo 3 Escala de Rankin Modificada (mRS)

0- Nenhum sintoma

1- Né&o apresenta incapacidade significativa, apenas sintomas; capaz de realizar as
obrigac0es e atividades habituais

2- Leve incapacidade; incapaz de realizar todas as atividades prévias, porem capaz de
realizar os cuidados consigo proprio sem assisténcia.

3- Moderada incapacidade; necessita alguma ajuda, consegue andar sem ajuda

4- Moderada /ou grave incapacidade; incapaz de andar sem assisténcia e ndo consegue
realizar os cuidados consigo proprio, sozinho

5- Incapacidade grave; acamado e sob cuidados constantes de enfermagem,
incontinente.

6- Morte

TOTAL (0-6):
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APENDICE
Apéndice 1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“ASSOCIACAO ENTRE MARCADORES INFLAMATORIOS, ANTI-INFLAMATORIOS E
METABOLICOS COM AS PLACAS CAROTIDEAS EXAMINADAS COM DOPPLER
EM PACIENTES COM ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO ISQUEMICO AGUDO”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa “ASSOCIACAO ENTRE
MARCADORES INFLAMATORIOS, ANTI-INFLAMATORIOS E METABOLICOS COM AS
PLACAS CAROTIDEAS EXAMINADAS COM DOPPLER EM PACIENTES COM
ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO ISQUEMICO AGUDO?”, a ser realizada no Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Londrina (HU/UEL)”. O objetivo da pesquisa ¢é “analisar a
associacgdo entre alteragdes na resposta inflamatdria e no metabolismo de gorduras e de aglGcar com a
presenca de placas de aterosclerose na carétida em um grupo de pacientes com acidente vascular
encefalico agudo isquémico (AVCI) agudo, conhecido como derrame cerebral, atendidos no
HU/UEL”. Sua participagdo é muito importante e ela se daria da seguinte forma: sua participacdo sera
voluntaria para fornecer informagdes quanto ao sexo, idade, etnia (raga), peso, altura, pressao arterial,
uso de medicamentos antes do derrame, habitos de vida como atividade fisica, uso de alcool e fumo.
Sera realizado um exame de ultrassonografia com doppler da carétida para avaliar a presenca e a
espessura de placas de aterosclerose.

O (a) senhor(a) participara com a coleta de uma amostra de sangue periférico (20 mL) dentro
das 24 horas do seu internamento no HU/UEL para a realizacdo de exames laboratoriais que fazem
parte da rotina de atendimento aos pacientes com derrame cerebral, como hemograma, provas de
coagulacdo, avaliacdo dos lipideos (como colesterol e triglicerideos), glicose, insulina e provas
inflamatdrias. Apos 3 e 12 meses da sua alta do hospital, o (a) senhor(a) serd atendido em consulta no
ambulatério do HU/UEL, ou por telefone, pela equipe do projeto de pesquisa, para a avaliacdo de
como o (a) senhor (a) esta se sentindo e realizando suas atividades diarias.

Esclarecemos que sua participacdo é totalmente voluntéria, podendo o (a) senhor (a): recusar-
se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto acarrete qualquer énus ou
prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas informacdes serdo utilizadas somente para o0s
fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a
preservar a sua identidade. Solicitamos ainda sua autoriza¢do para que apds o término do presente
estudo, o material de sangue coletado possa ser armazenado em freezer no Setor de Imunologia
Clinica do HU/UEL, identificado de maneira sigilosa e sob a responsabilidade da equipe de
pesquisadores, para ser utilizada em futuros estudos sobre os fatores de risco associados ao derrame a
serem desenvolvidos por esta mesma equipe de pesquisadores. Caso ndo autorize, informamos que o
material coletado para este estudo, sera descartado ap6s o término da presente pesquisa.

Esclarecemos ainda, que o(a) senhor(a) ndo pagara e nem sera remunerado(a) por sua
participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas,
quando devidas e decorrentes especificamente de sua participagao.

Os beneficios esperados sdo um melhor conhecimento das alteracdes inflamatorias e do
metabolismo associadas com a placa de aterosclerose na carétida que podera ser uma alternativa
precoce e simples de antever a evolucdo nos casos de derrame cerebral a fim de auxiliar na deciséo
terapéutica destes pacientes.

Quanto aos riscos, informamos que sua participagdo ndo acarretara em qualquer risco a sua
salide nem alteracdo de qualquer um dos seus tratamentos. A ultrassonografia com doppler de carotida
é um exame indolor e ndo invasivo que ndo apresenta risco ao paciente. O sangue que sera coletado
para a pesquisa serd parte da mesma coleta de exames de rotina que sera realizada independentemente
de sua participacdo ou ndo no estudo e desta forma, ndo vos acarreta em nenhum risco adicional. A
coleta de sangue venoso serd realizada por profissionais treinados do HU/UEL e pode ocasionar sinais
decorrentes da puncéo venosa e consiste em dor no local da pungédo venosa ou pequeno hematoma e,
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muito raramente, vermelhiddo ou infeccdo local. Mesmo sendo minimos, caso ocorra algum tipo de
desconforto o participante serd prontamente atendido e amparado pelos farmacéuticos responsaveis
pela coleta de sangue e um dos pesquisadores deste estudo.

Caso o(a) senhor(a) tenha ddvidas ou necessite de maiores esclarecimentos podera nos
contatar a professora e pesquisadora Edna Maria Vissoci Reiche, no Laboratorio de Anélises Clinicas
do HU/UEL, na avenida Robert Koch, 60, Vila Operéaria, pelos telefones 43-3371-2321 (laboratério)
ou 43-9991-1467 (celular), ou ainda por email (reiche@sercomtel.com.br), ou procurar o Comité de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, situado junto
ao LABESC - Laboratorio Escola, no Campus Universitario, telefone 3371-5455, e-mail:
cep268@uel.br.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente
preenchida, assinada e entregue ao (&) senhor(a).

Londrina, __ de de 201 _.

Pesquisador Responsavel

Professora Dra. Edna Maria Vissoci Reiche
RG: 1.242.514-7 (SSP-PR)

Telefone: 43-3371-2321

, tendo sido devidamente esclarecido sobre os
procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscépica):

Data:
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Apéndice 2 Questiondrio para coleta de dados dos individuos

Data de inclusdo (ou internacéao) / / Horario da coleta

IDENTIFICACAO
Nome: ID
Idade: anos Sexo: ()M ( )F Etnia

Antecedentes Morbidos Pessoais: () Hipertenséo arterial sistémica ( ) DM tipo 1
() Dislipidemia () DMtipo 2
() Dca Autoimune ( ) Dga Hematoldgica
() Dcalnfecciosa ( )AVC ( )IAM
() Outro:

Medicamentos de uso continuo:

() anti-hipertensivo () hipoglicemiante ( ) hipolipemiante ( ) anticoagulante

() antioxidantes () vitaminas () Outro:

Antecedentes Marbidos Familiares: () Hipertensao arterial sistémica ( ) DM tipo 2
() Dislipidemia
( YJAVC () IAM () Outro:

Condicdes e habitos de vida: () Tabagismo ( ) Etilismo () Sedentarismo

Atividade fisica:
( )SIM  ( )1xsemana ( )2xsemana ( )3xsemana ( )>3Xxsemana
( YNAO

Histdria Clinica e Exame Fisico da Entrada (baseline):
Peso (KQ) Altura (m)

Pressdo arterial (mmHg) Circunferéncia abdominal (cm)
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