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Génio?

Neste momento

Cem mil cérebros se concebem em
Sonhos génios como eu,

E a histéria ndo marcara3,

Quem sabe, nem um.

Tabacaria - Fernando Pessoa
(Alvaro de Campos) — 15/01/1928



COSSENTINI, Luana Aparecida. Niveis séricos de homocisteina e sua relagao
com o estresse oxidativo em pacientes com acidente vascular encefalico. 2019.
83p. Tese de Doutorado (Programa de Pds-graduagcéo em Patologia Experimental) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

O acidente vascular encefalico (AVE) é uma das principais causas de
morbimortalidade em muitos paisese devido a suas sequelas apresenta importantes
implicagbes socioeconémicas. O AVE possui duas formas principais de
apresentacdo: o AVE isquémico, o mais frequente, e o AVE hemorragico, o mais
grave. No momento desses eventos o suprimento de oxigénio e nutrientes diminui ou
cessa por completo, causando danos ao tecido cerebral caracterizado por morte
celular rapida na microrregidao. A reperfusao, onde ocorre a retomada do fluxo
sanguineo, pode sobrecarregar a respiragdo mitocondrial, levando a um pico na
producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) pelas mitocdndrias causando cada
vez mais danos. Estudo prévio com pacientes com AVE isquémico verificou a
existéncia de valores de homocisteina plasmaticos mais altos do que o relatado no
grupo controle, 0 que sugere a associagao entre niveis de homocisteina plasmaticos
e a ocorréncia de AVE. A homocisteina € um produto intermediario na biossintese
normal dos aminoacidos metionina e cisteina. Esta bem estabelecido que a
homocisteina plasmatica elevada seja um fator de risco vascular. Objetivo: Verificar
os niveis de homocisteina sérica e do estresse oxidativo em pacientes acometidos
com AVE, atendidos no Hospital Universitario de Londrina — PR e desenvolver uma
revisdo bibliografica a cerca do assunto. Materiais e Métodos: 170 pacientes com
AVE e 220 controles saudaveis da mesma area geografica foram recrutados no
Hospital Universitario de Londrina da Universidade Estadual de Londrina.
Inicialmente, foram comparados os niveis de homocisteina dos pacientes com AVE e
dos controles. A seguir, os pacientes com AVE foram divididos em dois grupos de 85
pacientes semhiperhomocisteinemia (<13,59umol/L) e com (= 13,59umol/L)
hiperhomocisteinemia. Os dados demograficos e os biomarcadores inflamatorios
foram analisados nos dois gruposdepacientes com AVE sem e com
hiperhomocisteinemia. Os pacientes foram classificados segundo a escala de
Rankin, g a qual determina o estado fisico do paciente. Para a revisdao foram
selecionados artigos de 1996 a 2019, disponiveis na base de dados Pubmed e
LILACS, optou-se pela busca por termos livres, sem o uso de vocabulario controlado
(descritores). Resultados: Os pacientes com AVE apresentaram altos niveis de
homocisteinemia quando comparados com o grupo controle (p<0,001) ajustado para
as variaveis sexo, etnia e idade. Em andlise posterior, quando os grupos foram
divididos de acordo com os niveis de homocisteina, houve diferengas significativas
em relagdo ao sexo (p <0,001), escala modificada de Rankin no inicio do estudo
(p<0,034) e glicose (p <0,020). Em analise dos marcadores de estresse oxidativo
verificou-se tendéncia a diminuicdo nos niveis de NOx (p <0,071) eum significativo
aumento no TRAP (p <0,003) no grupo de pacientes com hiperhomocisteinemia.
Apés a realizagdo das analises de regresséo logistica binomial verificou-se que
glicose (0,017) e TRAP (p <0,019) foram independentemente associados a hiper-
homocisteinemia em pacientes com AVE. Conclusao: Pacientes com AVE
apresentam altas taxas de homocisteina sérica. TRAP e glicemiaestdoassociados a



hiper-homocisteinemia. Com o artigo de revisdo concluimos que existe uma grande
quantidade de referéncias sobre o estudo do AVE, entretanto sdo escassos quando
o0 assunto é a relacao entre AVE, estresse oxidativo e homocisteina, tornando de
grande importancia a pesquisa e publicacbes que ampliem essa discussao.

Palavras chave: Acidente Vascular Encefalico, Homocisteina, Estresse Oxidativo.
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ABSTRACT

Stroke is one of the main causes of morbidity and mortality in many countries and
due to its sequelae has important socioeconomic implications. The AVE has two
main forms of presentation: the ischemic stroke, the most frequent, and the
hemorrhagic stroke, the most severe. At the time of these events the supply of
oxygen and nutrients decreases or ceases altogether, causing damage to brain
tissue characterized by rapid cell death in the microregion. Reperfusion, where the
resumption of blood flow occurs, can overwhelm mitochondrial respiration, leading to
a peak in the production of reactive oxygen species (ROS) by mitochondria causing
more and more damage. A previous study with patients with ischemic stroke found
higher plasma homocysteine values than those reported in the control group,
suggesting the association between plasma homocysteine levels and the occurrence
of stroke. Homocysteine is an intermediate product in the normal biosynthesis of the
amino acids methionine and cysteine. It is well established that high plasma
homocysteine is a vascular risk factor. Objective: To verify the levels of serum
homocysteine and oxidative stress in stroke patients attended at the University
Hospital of Londrina - PR and develop a bibliographic review about the subject.
Materials and Methods: 170 patients with stroke and 220 healthy controls from the
same geographical area were recruited at the University Hospital of Londrina, State
University of Londrina. Initially, the homocysteine levels of stroke patients and
controls were compared. Afterwards, patients with stroke were divided into two
groups of 85 patients without hyperhomocysteinemia (<13.59 pumol/L) and
hyperhomocysteinemia (= 13.59 pmol/L). Demographic data and inflammatory
biomarkers were analyzed in both groups of stroke patients with and without
hyperhomocysteinemia. Patients were classified according to the Rankin scale, q
which determines the patient's physical state. For the review, articles from 1999 to
2019, available in the Pubmed database, were selected from the descriptors "stroke",
"homocysteine", "stroke review", "oxidative stress" and their variations. Results:
Patients with stroke had high levels of homocysteinemia when compared to the
control group (p <0.001) adjusted for gender, ethnicity and age. In the subsequent
analysis, when the groups were divided according to homocysteine levels, there were
significant differences in relation to gender (p <0.001), modified rankin scale at
baseline (p <0.034), and glucose (p <0.020). In the analysis of oxidative stress
markers, there was a tendency to decrease in NOx levels (p <0.071) and a significant
increase in TRAP (p <0.003) in the group of patients with hyperhomocysteinemia.
After the binomial logistic regression analysis, it was verified that glucose (0.017) and
TRAP (p <0.019) were independently associated with hyperhomocysteinemia in
patients with stroke. Conclusion: Patients with stroke present high serum
homocysteine  levels. TRAP and glycemia are  associated  with
hyperhomocysteinemia. With the review article, we conclude that there are a great
number of references about the study of the AVE, however they are scarce when it



comes to the relationship between stroke, oxidative stress and homocysteine, making
research and publications that expand this discussion of great import.

Key words: Stroke, Homocysteine, Oxidative Stress.
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1. INTRODUCAO

1.1 Acidente Vascular Encefalico

O acidente vascular encefalico (AVE) é uma das principais causas de
morte em muitos paises, sendo de alta importancia clinica, social, politica e
econdmica. Com o envelhecimento populacional, o AVE tornou-se uma das
doengas com maiores indices de encargos de saude globais, especialmente
nos paises de baixa e média renda (GLOBAL BURDEN OF DISEASE, 2015).

O AVE compreende o grupo de doengas neurolégicas que mais
afetam o sistema nervoso, sendo a maior causadora de incapacidade fisica e
mental. E considerada uma doenca geradora de sequelas e perda quase total
de qualidade de vida, apresentando altas taxas de prevaléncia e incidéncia,
bem como altas taxas de recidivas (COSTAet al., 2018).

O AVE possui duas formas principais de apresentacdo: o acidente
vascular encefalico isquémico, o mais frequente, e o acidente vascular
encefalico hemorragico, o mais grave. No momento desses eventos, diminui ou
cessa por completo o suprimento de oxigénio e nutrientes, causando danos ao
tecido cerebral caracterizado por morte celular rapida na microrregiao e
deficiéncia correspondente (SOMMER, 2017). A hemorragia intracerebral
primaria e o AVE lacunar representam coletivamente pequenos acidentes
vasculares que compreendem aproximadamente um ter¢o dos casos de AVE
(TSAI, THOMAS, SUDLOW, 2013). Evidéncias crescentes apontam papel
importante da inflamagdo como responsavel pela insuficiéncia hemodinamica
em conjunto com a aterosclerose e outros fatores de risco que podem estar
subjacentes as alteracdes vasculares (POGESSI, 2016).

Quando o fornecimento de oxigénio e nutrientes para a area afetada é
diminuida ap6s a isquemia, a produgdo de adenosina trifosfato (ATP)
mitocondrial é extremamente reduzida (MANZANERO, SANTRO,
ARUMUGAM, 2013). A reperfusdo, onde ocorre a retomada do fluxo
sanguineo, pode sobrecarregar a respiragcao mitocondrial, levando a um pico
na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) pelas mitocondrias

(MORO, 2005). Com o acumulo de produtos téxicos, como ERO e espécies de
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reativas de nitrogénio (ERN), ocorre umadisputaentre vida e morte, pendendo
mais para esta ultima (CHEN, 2011).

Apdés a reperfusdo, quando a oclusdo ¢é removida, seja
espontaneamente ou farmacologicamente, o sangue é restaurado para a area
afetada. Nesta fase, a entrega de oxigénio e glicose necessaria para a geragao
de ATP pode ocorrer, salvando o tecido cerebral, porém podendo permitir o
inicio de uma cascata de reagdes adversas. O estresse oxidativo resultante
causa cada vez mais danos e pode resultar na iniciacdo de cascatas de
ativacao de vias necréticas e de morte celular apoptética (MANZANERO,
SANTRO, ARUMUGAM, 2013).

O sintoma mais comum do AVE é fraqueza repentina e entorpecimento
daface e membros, no geral, em apenas de um lado do corpo; além disso,
pode ainda o paciente apresentar confusao, dificuldade em falar, enxergar e
andar. As manifestacdes clinicas de um AVE dependem de qual parte do
cérebro foi acometida e quao severamente foi afetada. A morte sobrevém
quando existe uma maior area lesada e a doenga se apresenta com maior
gravidade (WHO, 2017).

1.2 Prevaléncia no Brasil e no Mundo

Em 2013, em todo o mundo, havia mais de 25 milhdes de individuos que
tiveram AVE e sobreviveram e 6,5 milhdes de mortes. Existindo uma
expectativa de 10,3 milhdes de casos futuros. Os paises em desenvolvimento
lideram o ranking de casos de AVE, tendo 75,2% de todas as mortes por AVE
relatadas no mundo. (VENKETASUBRAMANIAN et al., 2017).

Dentre todos os paises da América Latina, o Brasil apresenta a maior
mortalidade em consequéncia de AVE (LOTUFO, 2005). No Brasil, sao
registrados aproximadamente 100 mil ébitos por ano devido a AVE, sendo que
ocorre uma morte em consequéncia deste acometimento a cada 5 minutos
(CESARIO, PENASSO, OLIVEIRA, 2006). Estima-se que existam mais de dois
milhndes de pessoas com AVE no Brasil (Brasil. Ministério da Saude, 2014).
Bensenor e colaboradores (2015) mostraram que as taxas de prevaléncia

foram maiores para homens do que para mulheres, 1,6% e 1,4%
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respectivamente, aumentando com o envelhecimento e chegando a 7,3% nos
grupos etarios acima 75 anos de idade.

Em 2015, apds pesquisa no Hospital Regional do Tucurui, foi descrito a
entrada de 272 pacientes tendo como principal causa o AVE, uma média de 23
casos por més, sendo observada ainda, uma predominancia do sexo
masculino, mas sem diferenca estatistica (COSTA et al., 2018).

A situacao critica do AVE se da pela sua alta prevaléncia, sendo a
segunda maior causa de mortes no mundo, superada apenas por doenga
cardiaca (MURRAY, LOPEZ, 1997). Em paises mais pobres e em
desenvolvimento isso se deve principalmente a falta de conscientizagdo e
incentivos publicos sobre exames de rotina, servicos de rastreamento de
doengas cronico-degenerativas e certa falta de cuidados pessoais da propria
comunidade. Mesmo que o diagnostico seja feito em tempo habil, alguns
pacientes ndao seguem a pratica padrao de acompanhamento. A0 mesmo
tempo,as configuragbes de cuidados terciarios deficitarios contribuem para o
uso de servigcos de saude meédicos obsoletos e relativamente menos eficazes.
(NOMANI et al., 2017).

Essa doenga € um grande obstaculo na saude de varios paises asiaticos
com grande populagado e paises em desenvolvimento, que em breve terdo a
maior prevaléncia de AVE, reflexo das disparidades nas provisdes de cuidados
de saude, o que torna um desafio ainda maior no controle da doenga. Com o
aumento da expectativa de vida, o maior numero de idosos, a reducdo da
mortalidade por doencas infecciosas e o aumento da prevaléncia de fatores de
risco nas pessoas desta economia em transi¢cao, o numero de casos de AVE
na Asia certamente aumentara (VENKETASUBRAMANIAN et al., 2017). Todos

esses fatores também refletem bem a situacao atual do Brasil.

1.3 Mecanismos Fisiopatolégicos

Os mecanismos moleculares ainda n&o sdo totalmente
compreendidos, mas existem evidéncias que ERO e ERN sao importantes
atores nas agdes que danificam o tecido cerebral. As espécies reativas
possuem significativo efeito na destruicdo e necrose de células, que inclui

peroxidacao lipidica, desnaturacdo de proteinas e inativagcdo de enzimas,
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danos no DNA, liberagao de Ca?* e dano ao citoesqueleto. As células
apresentam mecanismos para eliminar os produtos téxicos e regular a geragéo
de ERO. No entanto, o microambiente do AVE se torna insuficiente para lidar
com a carga oxidativa, mesmo com o aumento de enzimas neutralizantes,
levando a estagios de iniciacdo de necrose e apoptose (ALLEN,
BAYRAKTUTAN, 2009).

Existem varios mecanismos envolvidos na lesdo tecidual neurolégica,
dentre eles: a) Diminuicdo do estoque de energia celular, em consequéncia da
falha das mitocondrias, o que pode desencadear a morte celular devido
aapoptose,causando também, perda de potassio e ATP, que sdo essenciais
para a troca de energia(KARASZEWSKI et al., 2009); b) Perda da fungao da
bomba de ions presente na membrana causa efeitos deletérios, levando ao
fornecimento inadequado de energia, resultando em edema de neurdnios e
células da glia (DEB, SHARM, HASSAN, 2010); c) O glutamato desempenha
papel muito importante na plasticidade neuronal, entretanto na isquemia existe
uma liberacao descontrolada a partir de uma transmisséo sinaptica excitotoxica
via ativacdo de N-metil-d-aspartato (NMDA), -amino-3-hidroxi-5-metil-4-
propionato (AMPA) ou receptores kainite, que permite o influxo de Na + e Ca2
+, 0 que leva a um efeito inverso na membrana neuronal (NAKANISHI, 2009);
d) Produgdo exacerbada de ROS, que reagem e danificam varios elementos
celulares e extracelulares, entre eles o endotélio vascular, ativando vias de
sinalizagao redox para iniciar a via apoptética(DEB, SHARM, HASSAN, 2010).

1.4 Fatores de risco para o AVE

Com estudos de métodos mais acurados, €& possivel identificar e
categorizar os riscos para AVE, sendo eles: riscos ndao modificaveis, riscos
modificaveis e outros. A identificacdo e o controle de fatores de risco visam a
prevencgao primaria de AVE na populagao (ELKIND, SACCO, 1998) Chaves em
2000, compilou os riscos em uma tabela para melhor visualizagdo e

entendimento.
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Tabela 1: Classificagdo e discriminagdo dos fatores de risco associados a

patogénese do AVE.

Riscos modificaveis Riscos nao Outros

modificaveis
Hipertensao |dade Alcool
Diabetes Sexo Anticorpo antifosfolipideo
Tabaco Raca Homocisteina elevada
Fibrilagao atrial Etnia Processo inflamatorio
Doencas cardiacas Hereditariedade Infeccao
Hiperlipidemias
Sedentarismo

Estenose cardtida
Ataques isquémicos
FONTE: Chaves, 2000.

A hipertensao se mostra como principal fator de risco para AVE. O risco
aumenta quando o paciente apresenta insuficiéncia cardiaca; entretanto em
paises desenvolvidos, a doenga coronariana € mais comum e letal (SACCO,
WOLF, GORELICK, 1999).

Outro importante fator de risco é o diabetes, especialmente no infarto
cerebral aterotromboembdlico. Os mecanismos etiopatogénicos de AVE nos
diabéticos se devem a alteragdes da hemodinamica cerebral, a hiperglicemia e
a outros fatores de risco associados. Constitui risco através de mecanismos
aterogénicos diretos e por interagir com fatores como hipertensdo e
hiperlipidemia (CHUKWUMA, TUOMILEHTO, 1993).

Muitos estudos tem observado que o tabagismo € um fator de risco
muito favoravel para o AVE, tendo uma relagdo direta com hipertenséo,
intolerédncia a (glicose, diabetes, hipercolesterolemia e com doengas
cardiovascularespreexistentes (MUNTHER, ALDOORI, 1998).

Entre outros fatores de risco existem a fibrilagcdo atrial e as demais
apresentadas na tabela 1. Um estudo, ainda demonstrou uma maior taxa de
incidéncia em populagdes caucasianas. Na populagdo negra, um estudo
desenvolvido nos Estados Unidos da América, identificou que a mortalidade foi
maior nessa populagcdo (THORVALDSEN et al., 1995).

Os fatores genéticos demonstram importancia significativa na

patogénese da hemorragia subaracndide. A questdo genética incide em 5%
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dos individuos com histdria paterna e em 4% entre os pacientes com historia
de AVE maternos (LIAO et al.,1997).

Ja é bem estabelecido o papel dos anticoncepcionais orais como fatores
de risco independente para AVE isquémico e hemorragico, principalmente em
mulheres que fumam, tenham mais de 35 anos de idade ou que tenham
historia de hipertensdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1996).

1.5 Estresse Oxidativo

A producdo de ERO e ERN, entre outras espécies reativas, é parte
integrante do metabolismo humano, principalmente o respiratério, e é
observada em diversas condigdes fisioldgicas. Essas moléculas tém importante
fungao bioldgica, como na fagocitose, quando essas espécies sdo produzidas
para eliminar o agente agressor. O estresse oxidativo resulta do desequilibrio
entre o sistema produtor de moléculas oxidantes e producao de antioxidante,
com o predominio do primeiro (VASCONCELOS et al., 2007).

O estresse oxidativo € um importante mediador de lesdo do tecido
isquémico. Os radicais livres causam principalmente desestruturacdo do
citoesqueleto, alteragdo das bombas idnicas e peroxidagdo dos acidos graxos
presentes nas membranas celulares. Eles agem por diversos mecanismos
como: oxidacdo de grupos sulfidrila que levam a inativacdo de enzimas,
alteragcdes do DNA que podem levar a inibicdo da sintese de ATP e o consumo
das reservas de NAD+. Os radicais livres também podem agir na inativacéo
direta do 6xido nitrico (NO), o que compromete o relaxamento vascular. Assim,
o NO, presente nesse microambiente toxico, pode reagir com o0 anion
superoxido produzindo peroxinitrito, uma molécula altamente reativa que ativa
citocinas pré-inflamatérias como a interleucina-1 (IL1) (MENDES, SILVEIRA,
GALVAO, 2008 e CAMPOS, YOSHIDA, 2004).

Os radicais livres promovem um disturbio em varias fungdes
mitocondriais, como a inibicdo de mecanismos de transporte de elétrons e
despolarizacdo da membrana, levando a producdo excessiva de superoxido.
Além disso, o aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial leva a
tumefagcdo dessa organela e a liberacdo de moléculas pré-apoptéticas. O

estresse oxidativo esta intimamente relacionado a excitotoxicidade, perda de
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energia e desbalanceamento ibnico, sendo todos esses eventos promotores de
lesdo tecidual neural (KUNZ, DIRNAGL, MERGENTHALER, 2010).

O estresse nitrosativo é causado pelo aumento da producédo de NO a
partir da isoforma oxido nitrico sintase induzivel (INOS).Estas espécies
reativas, estdo intimamente envolvidas em doengas crbénicas néo
transmissiveis como doengas cardiovasculares, diabetes, hipertensao,
sindrome metabdlica, artrite reumatdide e doencas neurodegenerativas. A
lesdo tecidual ocorre, uma vez que as ERN em excesso reagem com proteinas,
lipideos e DNA (FERRARI, FRANCA, HONORIO-FRANCA, 2009 e
VASCONCELOS et al., 2007).

O NO é uma pequena molécula, sintetizada com a ajuda do 6xido nitrico
sintase (NOS), agindo sobre a guanidina do grupo L-arginina para produgao de
L-citrulina (MARLETTA, HURSHAMN, RUSCHE, 1997) (BARRACHINA,
PANES, ESPLUGUES, 2001).

A interacdao de ROS com fosfolipideos na membrana mitocondrial das
células também pode levar a disfuncdo mitocondrial e afetar o metabolismo
energético (ZHAO, 2018). A diminuicdo de ATP desencadeia comprometimento
funcional de canais de calcio dependentes de ATP, levando a sobrecarga de
calcio celular e mitocondrial que por sua vez pode desencadear estimulo
excessivo de neurotransmissores (excitotoxicidade) como, por exemplo, de
glutamato (MANZANERO, SANTRO, ARUMUGAM, 2013).

Por outro lado, a medida que as células devem sofrer respiracéao
anaerobica na auséncia de oxigénio, o lactato formado a partir de piruvato via
lactato desidrogenase se acumula, o que resulta em uma diminuicdo do pH
celular e do fechamento do poro de transicio de permeabilidade
mitocondrial(SIMS, ANDERSON, 2002). O citocromo C ativa as vias de morte
celular e causa morte do tecido (CIRCU, AW, 2010). Além disso, a produgao de
ERO poderia acentuar ainda mais a apoptose celular, pois ERO podem induzir
o estresse oxidativo e prejudicar as fungdes proteicas (ZHENGet al., 2016).

Como a produgao de ERO é inevitavel durante o metabolismo aerobio,
dois mecanismos principais foram desenvolvidos pelas células como um
sistema de defesa antioxidante: 1) producdo de proteinas com fungdes
antioxidantes; e 2) o aumento da produgdo dos proteassomas20S para
degradar proteinas oxidadas (PICKERING, 2012).
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Os niveis de ERO também s&o contrabalangados por moléculas
antioxidantes tais como glutationaperoxidase (GPx), catalase e superoxido
dismutase (MADAMANCHI, VENDROV, RUNGE, 2005).

O produto de oxidagao avangada de proteinas (AOPP) € um marcador
de oxidacao descrito no estresse oxidativo, e seu envolvimento é reconhecido
em doencgas associadas a oxidagao (WITKO-SARSAT et al., 1996). O AOPP é
o produto da reacdo de estresse oxidativo entre a albumina e o acido
hipocloroso, que é um importante marcador de dano proteico mediado pela
oxidagao refletindo o estado de estresse oxidativo do individuo (NASRALLAHet
al., 2013).

1.6 Estresse Oxidativo e Acidente Vascular Encefalico

O cérebro é altamente sensivel ao estresse oxidativo, pois possui
grande quantidade de acidos graxos insaturados, grande reserva de ferro, alta
taxa de metabolizagdo de oxigénio e apresenta um sistema de defesa
vulneravel e ineficiente contra ERO, o que propicia o advento de lesbes com
muita facilidade (CRACK, TAYOR, 2005 e TARDINI, YOSHIDA, 2003 e ALLEN,
BAYRAKTUTAN, 2009), havendo crescente evidéncia de que a NADPH
oxidase seja a principal fonte citosélica de geragdo de ERO no AVE isquémico
(KAHLES, BRANDES, 2013).

O estresse oxidativo € um importante contribuinte para as sequelas
fisiopatologicas do AVE. Em um estudo realizado com 200 pacientes foi
observado uma correlagado do nivel de malondialdeido (MDA) com o tamanho
do infarto, a gravidade clinica do curso da doenca e o desfecho do
paciente,sugerindo que apds o AVE o estresse oxidativo € progressivo e
contribui para danos neurolégicos adicionais. Por outro lado, o sistema de
defesa antioxidante, medido pela atividade da enzima superoxido dismutase
(SOD), se correlacionou inversamente com o tamanho do infarto e a gravidade
do dano neuroldgico (TSAI et al., 2014).

Apos o AVE existe um envolvimento de lesdo secundaria, a qual aciona
vias de cascatas de lesdo tecidual que exacerbam os danos no tecido,
incluindo inflamagéo, excitotoxicidade, estresse oxidativo, perda da

homeostase de ions e aumento da permeabilidade da barreira
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hematoencefalica, evoluindo drasticamente depois do derrame(SORBY-
ADAMS et al., 2017).

Kotur-Stevuljevic e colaboradores em 2015 realizaram uma pesquisa
com 185 individuos com AVE e 185 individuos saudaveis, onde observaram
que o estresse oxidativo era mais alto no grupo com AVE do que no grupo
controle, principalmente os niveis de AOPP e produtos de danos oxidativo de
lipidios, sendo a protecao antioxidante mais baixa nos individuos com AVE.

Em excesso, as ROS levam a neurodegeneragao e quebra da barreira
hematoencefalica e via de apoptose neuronal. No AVE, esses efeitosdevem-se
ao aumento direto do estresse oxidativo no local da isquemia ou indireto onde
aumentam devido a modificagées de variaveis fisiolégicas(RADERMACHER et
al.,2012).

O estresse oxidativo que € formado a partir da isquemia/reperfusao
causa disfungao endotelial, atuando pela via do Nox2, aumentando sua
expressao e atividade na artéria cerebral. Esta disfungcdo endotelial parece
ocorrer devido a vasodilatacdo que € altamente prejudicada pelo NO (DE
SILVA et al., 2011).

O NO é um importante mediador enddégeno, principalmente para a
manutencao do fluxo sanguineo cerebral e como protetor do endotélio local.
Um amplo perfil de agbes fisioldégicas e patoldgicas é regulado pelo NO,
tornando-o uma molécula pleiotropica (PACHER, BECKMAN, LIAUDET, 2007).

A atividade da NOS é encontrada em muitos tecidos, incluindo endotélio,
células musculares lisas vasculares, miocardio, macrofagos, neutréfilos e
nervos periféricos (BARRACHINA, PANES, ESPLUGUES, 2001). No cérebro,
as isoformas de NOS mais encontradas sdo a endotelial (e€NOS) e a neuronal
(nNOS), sendo essenciais para o controle do fluxo sanguineo, atuagao como
neurotransmissor, envolvimento na plasticidade sinaptica e formacédo de
memoria, entre outros (PACHER, BECKMAN, LIAUDET, 2007).

Apds o AVE, a producao de NO pode desempenhar uma acao protetora
e/ou destrutiva (TAFFI, 2008). Em estagios iniciais de lesdo cerebral, de
qualquer etiologia, ocorre deplegdo de algumas isoformas de NO,
simultaneamente com a redugao do fluxo sanguineo (GARRY et al., 2015).

Em varias condi¢gbes patolégicas a forma de NO induzivel (iNOS) é

sintetizada em maior escala, sendo sua expressao induzida por citocinas
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inflamatdrias presentes no microambiente (PACHER, BECKMAN, LIAUDET,
2007). Existem evidéncias de que o NO derivado de eNOS confere protecéo
apo6s lesdo cerebral enquanto o NO sintetizado de iINOS contribui para danos
adicionais (GARRY et al., 2015).

Isquemia/ Reperfusdo

|

T ros
/ p53 \
MPTP p38 MAPK
Abertura/ Sensibilizacdo l l
l | CypD
Caspase-3

Tumefacdo
mitocondrial /

NECROSE APOPTOSE
S A
Y

MORTE CELULAR

FIGURA 1: Esquema da interagdo entre lesdo por isquemia/reperfusao e a
producdo e agao do estresse oxidativo na morte celular.
FONTE:Manzanero, Santro, Arumugam, 2013 (adaptado).

E da ciéncia basica o conceito de que o estresse oxidativo leva a
necrose e apoptose. O estresse oxidativo € um dos principais contribuintes
para os mecanismos de morte celular na lesdo de isquemia/reperfusio.
Contribui ainda para a abertura do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial (MPTP) diretamente através da oxidagcdo de proteinas chaves ou
através da ativacdo do gene p53. O gene p53 liga-se a proteina do poro
ciclofilina D (cypD) que desencadeia a abertura do poro, bloqueando a cadeia
respiratéria mitocondrial e causando inchago e necrose mitocondrial. O
estresse oxidativo e o gene p53 também podem iniciar as cascatas de
apoptose, sendo que alguns dos mediadores mais relevantes séo a p38, MAPK
e a Caspase-3 (MANZANERO, SANTRO, ARUMUGAM, 2013).
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Taffi e cols em 2008 demostraram que os metabdlitos de NO mensurado
24 horas ap6s o inicio dos sintomas do AVE era maior se comparados com
individuos saudaveis. Os niveis plasmaticos desses metabdlitos foram
associados a evolucao desfavoravel no acidente vascular cerebral ndo lacunar,
tornando-se um marcador de dano cerebral.

O estresse oxidativo neuronal estad fortemente ligado a ativacdo de
NNOS, que sintetiza NO. O NO, por sua vez, reage com o O, para produzir
peroxinitrito, um potente oxidante de proteinas e lipidios (MANZANERO,
SANTRO, ARUMUGAM, 2013) que exibe uma ampla gama de efeitos
prejudiciais aos tecidos (NANETTI, TAFFI, VIGNINI, 2007).

Pesquisadores demonstraram que os niveis de danos causados por
peroxinitrito aumentaram significativamente apos 2h de isquemia em ratos, e
continuou aumentando com a reperfusdo até 48h. Uma vez sintetizado e
estabelecido no cérebro com isquemia, o peroxinitrito pode exercer seus efeitos
toxicos através de uma variedade de mecanismos de dano, como peroxidacao
lipidica, dano mitocondrial, nitragdo e oxidacdo de proteinas, deplecao de
reservas antioxidantes e danos ao DNA (PACHER, BECKMAN, LIAUDET,
2007).

Na isquemia, o oxigénio se esgota antes da glicose, pelo fato de que a
pressao intersticial de oxigénio na penumbra, a area do cérebro parcialmente
irrigada por vasos colaterais que circundam o nucleo agudamente lesado,
diminuir para 33% em apenas 1 hora apos a isquemia (LIU et al., 2004). Isso
favorece a via glicolitica como meio de produgao de ATP anaerdbico (HERTZ,
2008). A consequéncia € um acumulo de &cido lactico favorecendo a acidose,
que promove mudangas pré-oxidantes e prejudiciais aos neurbnios, como a
inativacdo de defesas antioxidantes, liberacao de ferro oxidante de proteinas
(YING et al, 1999), e aumento do glutamato levando a toxicidade
celular(LEWERENZ et al., 2010).

1.7 Homocisteina
A homocisteina € um aminoacido sulfurado (que contém enxofre)

produzido dentro das células pela perdadeum grupamento metil (CHjs)

originario do aminoacido metionina, sendo este ultimo proveniente da dieta ou
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produzido pelo préprio organismo. Esta bem estabelecido que a homocisteina
plasmatica elevada seja um fator de risco vascular (OIKONOMIDI et al. 2016).

O aminoacido homocisteina foi descoberta em 1932, e devido a ter
propriedades quimicas com grande semelhanga com asdacisteina e fazer parte
do seu metabolismo, recebeu o nome de homocisteina (GANGULY, ALAM,
2015).

E um produto intermediario na biossintese normal dos aminoacidos
metionina e cisteina (FAEH, CHIOLERO, PACCAUD, 2006).Ele é produzido a
partir da desmetilagdo do aminoacido metionina, o qual é abundante em
proteinas de origem animal (VENES, CLARENCE, 2005).

Na circulagao, encontra-se no plasma sob quatro formas distintas, onde
1% circula livremente como tiol, 70 a 80% estdo presentes nas proteinas
plasmaticas, permanecendo dissulfurado principalmente na albumina e 20 a 30
% se combina formando dimeros de homocisteina (HANKEY, EIKELBOOM,
1999).

Como mostrado na figura 2, a homocisteina tem um papel chave nesse
nicho bioquimico. Ocorre a metilacdo da metionina, que sofre S-adenosilacao e
forma S-adenosilmetionina (SAM). Sendo a S-adenosilmetionina o principal
doador de metil para todas as reagdes de metilagdo nas células (LOSCALZO,
HANDY, 2014). A ligagdo da metionina com o ATP proporciona a formagao de
SAM, onde seu grupo metil pode ser ligado ao enxofre, podendo causar a
metilacdo de outras substancias. Esta acgao libera energia, tornando-se
irreversivel. Ja a desmetilacdo leva a formagcdo de S-adenosil-homocisteina
(SAH), ou seja, um tioéter analogo a metionina (HARVEY, FERRIER, 2011).
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FIGURA 2: Esquema do metabolismo de biossintese da homocisteina e suas
interagoes.
FONTE: Deminice, et al., 2007 (adaptado).

O produto intermediario do metabolismo da metionina é originado pela
acéo da enzima metionina adenosiltransferase (MAT). Por sua vez, a metionina
pode ser regenerada a partir da homocisteina por reagdes de remetilacdo e
com a catdlise da enzima homocistenometiltransferase (HMT) (BAYNES,
DOMINICZAK, 2005).

No corpo humano, 70% da homocisteina se ligaa albumina em varias
formas: homocisteina reduzida, oxidada e disulfetos mistos. Tal aminoacido
pode ser quantificado em laboratério a partir de uma amostra de sangue em
jejum, onde os limites aceitaveis variam de 5 a 15 ymol/L. O aumento da
homocisteina sérica, a hiperhomocisteinemia € comum, sendo classificada em
niveis moderados (15-30 pmol/L), intermediarios (31-100 ymol/L) ou graves
(>100 umol/L). As causas da elevagao da homocisteina sédo variadas, podendo
ser genéticas ou adquiridas, como podemos ver na tabela 2 (MUDD et al.,
2000).

No Brasil em 2003 foi desenvolvido um estudo que revelou uma alta
prevaléncia de hiperhomocisteinemia em individuos nipo-brasileiros portadores
de arteriopatia periférica aterosclerdtica, sendo o sexo masculino o mais
acometido (GAROFOLO et al., 2003).

Em estudo com pacientes com AVE isquémico, verificou-se a existéncia
de valores de homocisteina plasmatica mais altos do que o relatado no grupo
controle, o que traz evidéncias sobre a associagdo entre niveis de
homocisteina plasmaticos e a ocorréncia de AVE. Neste estudo, ainda foi

relatado a associagéo significativa entre os niveis de homocisteina e a faixa
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etaria de 40 a 59 anos e a maior prevaléncia em individuos com doengas
aterogénicas (HARBOE-GONCALVES, VAZ, BUZZI, 2005).

QUADRO 2: Causas da elevacdo da homocisteina sérica.

Causas Genéticas
Deficiéncia de MTHFR (mutagdo C677T termolabilhomozigotica) (10%)
Defeito de MTHFR (mutagao termoestavel homozigética) (raro)
Deficiéncia de CBS (heterozigoticos) (raro)
Defeito de CBS (homocisteinuria — homozigético) (raro)
Deficiéncia funcional de sintase metionina (rara)
Causas nutricionais
Deficiéncia de acido folico
Deficiéncia de vitamina B12
Deficiéncia de vitamina B6
Excesso de proteina animal rica em metionina
Transtornos sistémicos
Doenca renal
Cancer
Hipotiroidismo
Psoriase
Diabetes mellitus
Fase aguda de infarto
Fatores Fisiologicos
Idade avancada
Sexo masculino
Menopausa
Etnia
Drogas
Anticonvulsivantes
Contraceptivos orais
Metotrexate
Oxido Nitrico
Trimetropim
Sulfasalazina
Drogas redutoras de lipidios
Fatores de estilo de vida
Tabagismo
Abuso de élcool
Inatividade fisica
Dieta

FONTE: Sachdev, 2004 (adaptado).

Na China, ndo €& obrigatério a suplementagcdo para evitar eventual
hiperhomocisteinemia e provavel AVE, por isso inumeros trabalhos sao
desenvolvidos com essa populacdo. Em estudo de prevencao primaria do AVE

na China, foram analisados mais de 16 mil pacientes. Observou-se que nos
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pacientes com hipertensdo que apresentavam niveis normais ou baixos de
homocisteina ocorria uma diminuicao no risco de um primeiro episoddio de AVE,
podendo servir como um indicador util para a eficacia do tratamento com acido
folico na prevengédo do AVE (HUANG et al.,2017).

ANNIWAERR e colaboradores em 2018 fizeram uma analise de 231
pacientes com AVE entre os anos de 2011 e 2013, concluindo que os niveis
aumentados de homocisteina foi um fator de risco para AVE recorrente.

Alteracbes genotipicas no gene metilenotetrahidrofolatoredutase
(MTHFR) alteram os niveis de homocisteina, levando a uma relagéo
independente para o aumento do risco de AVE. Ensaios clinicos mostram que
a suplementagao com vitamina B12 reduz a homocisteina em 25% reduzindo o
risco de AVE em cerca de 10% (HANKEY, 2018).

Experimentalmente, a homocisteina aumenta a vazao de albumina pelos
vasos biliares, ativando as metaloproteinases da matriz (MMP), que degradam
ainda mais a matriz extracelular (KUMAR et al., 2008).As MMPspertencema
familia de endopeptidases que contem zinco e degradam as proteinas e
moléculas da jungéo oclusiva da matriz extracelular no cérebro. Este processo
aumenta a formagdao da fenda celular endotelial e leva aoaumentoda

permeabilidade da barreira hematoencefalica (KALANI et al., 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

A producado exacerbada de estresse oxidativo esta ligada a fisiopatologia
de diversos processos patolégicos e uma variada situacdo de toxicidade.
Estudos experimentais indicam que células endoteliais encubadas com niveis
elevados de homocisteina podem promover a formagdo de ERO,
principalmente o anion superoxido. Isso ocorre pela auto-oxidacdo da
homocisteina ou da cisteina, levando a danos celulares importantes, existindo
ainda relatos de que a homocisteina causa disturbios significativos no sistema
de defesa antioxidante, por exemplo, nas enzimas glutationaperoxidase e
superoxido dismutase (WEISS, 2005).

Assim, considerando a escassa literatura que existe sobre os niveis de
homocisteina em pacientes com AVE, bem como a inexisténcia de trabalhos
que tenham avaliado a associagdo de homocisteina e estresse oxidativo em

pacientes com AVE, colocamos a seguir os objetivos do presente trabalho.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os niveis de homocisteina em pacientes com AVE e sua possivel

associagao com biomarcadores de estresse oxidativo.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar os niveis de homocisteina nos pacientes com AVE e grupo
controle;

¢ Classificar os pacientes segundo a escala de Rankin modificada;

e Avaliar os biomarcadores do estresse oxidativo e metabdlitos de NO em
pacientes com AVE de acordo com os niveis séricos de homocisteina;

e Avaliar e comparar os niveis séricos de homocisteina entre pacientes
com AVE e individuos do grupo controle;

e Revisar os mecanismos do estresse oxidativo envolvidos no AVE (artigo
1
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Participantes do estudo e dados clinicos

Cento e setenta pacientes com AVE e duzentos e vinte individuos
controles no Hospital Universitario de Londrina da Universidade Estadual de
Londrina.

Inicialmente, foram comparados o0s niveis de homocisteina dos
pacientes com AVE e dos controles. A seguir, os pacientes com AVE foram
divididos em dois grupos de 85 pacientes, a partir da mediana, onde valores
menores que 13,59 foram classificados como homocisteinemia normal e igual
ou superior a = 13,59 foram classificados como pacientes com
hiperhomocisteinemia.

Os dados demograficos e os biomarcadoresmetabdlicos foram
analisados nos dois grupos de pacientes com acidente vascular encefalico
apresentando homocisteinemia normal e com hiperhomocisteinemia.

Em todos os grupos foram avaliados idade, sexo, etnia e indice de
massa corporal (IMC). Nenhum dos pacientes foi colocado em uma dieta
especifica ou estavam recebendo suplementos antioxidantes.

Nenhum dos participantes do estudo tinha achados clinicos ou
laboratoriais de doengas cardiacas, tireoidianas, renais, hepaticas,
gastrointestinais ou oncoldgicas. Pacientes com varias condi¢gdes que poderiam
interferir nos valores de homocisteina, como insuficiéncia renal, hipotireoidismo
e hemdlise ou uso de drogas, como fenitoina, isoniazida, metotrexato e L-dopa
(Panunzioet al., 2003) foram excluidos do estudo.

Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (anexo), e o protocolo do estudo foi integralmente aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil, sob o
numero CAAE 0250.0.268.000-11.
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4.2 Medidas antropométricas

O peso corporal foi medido com precisdo de 0,1 kg usando-se uma
balanca eletronica, com individuos vestindo roupas leves, mas sem sapatos,
pela manha; a altura foi medida com precisdo de 0,1 cm usando um
estadiometro. O IMC foi calculado como peso (kg) dividido pela altura (m) ao
quadrado. A circunferéncia abdominal (CA) foi medida com uma fita na regiéo
entre a ultima costela e a crista iliaca, sempre na posicdo ortostatica. Trés
medidas de pressao arterial usando um esfigmomandmetro calibrado foram
tomadas com um intervalo de 1 min apds o participante ter sido sentado e
foram registrados no brago esquerdo. A média dessas medidas foram utilizadas

nas analises.

4.3 Escala de Rankin modificada

A escala de Rankin modificada é a medida de resultado funcional mais
prevalente na pesquisa contemporanea de acidente vascular cerebral. A escala
de possui seis niveis, abrangendo toda a gama de resultados funcionais desde

auséncia de sintomas até a morte. Como visto na tabela a seguir

TABELA 1. Detalhamento da classificagado da Escala de Rankin Modificada

Score Classificagdo Descrigdo
0 Assintomdtico . Regressdo dos sintomas.
Capaz de realizar suas tarefas e

1 Sintomas sem incapacidade. atividades habituais prévias.
Incapaz de realizar todas suas

atividades habituais prévias, mas
capaz de realizar suas necessidades
2 Incapacidade leve. pessoais sem ajuda.

Requer alguma ajuda para as suas
atividades, mas é capaz de andar sem

3 Incapacidade moderada. ajuda de outra pessoa.
Incapacidade de andar sem ajuda,

incapacidade de realizar suas

4 Incapacidade moderadao a grave. |atividades sem ajuda.
Limitado a cama, incontinéncia,

requer cuidados de enfermeiros e
5 Incapacidade grave . atengdo constante.
6 Gbito .

FONTE: Joseph P. Broderick, JP;Adeoye,O; Elm, J, 2017 (adaptado e

traduzido).
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4.4 Biomarcadores bioquimicos

Apds jejum de 12 horas, os individuos foram submetidos a analise
laboratorial do sangue avaliada por meio de um autoanalisador bioquimico
(Dimension Dade AR DadeBehring, Deerfield, IL, EUA) usando Kits
DadeBehring®: colesterol total, HDL, LDL, triacilglicerol (TG) e glicose. O nivel
de insulina no plasma foi determinado por imunoensaio de microparticulas de
quimiluminescéncia (Architect, AbbottLaboratory, Abbott Park, IL, EUA).

4.5 Quimiluminescéncia iniciada por hidroperéxido de terc-butil

Os niveis plasmaticos de hidroperdxido lipidico foram avaliados por
quimiluminescéncia iniciada com hidroperoxido de terc-butil (CL-LOOH) como
descrito anteriormente (GONZALEZ, LLESUY & BOVERIS, 1991), e os

resultados foram expressos em unidades relativas de luz.

4.6 Determinacao de produtos proteicos de oxidagao avangada
(AOPPs)

Os AOPPs foram determinados no plasma utilizando o método semi-
automatizado (WITKO-SARSAT et al., 1996). As concentracbes de AOPP
foram expressas como micromoles por litro (umol/L) de equivalentes de

cloraminas-T.

4.7 Capacidade total antioxidante plasmatica (TRAP)

A capacidade antioxidante total plasmatica foi avaliada por
porquimioluminescéncia (QL), utilizando a metodologia total radical-
trappingantioxidantparameter (TRAP), em uma adaptacao da técnica descrita
por Repettoet al (REPETTO et al., 1996). Este método detecta antioxidantes
no plasma hidrossoluveis e/ou lipossoluveis, medindo o tempo de inibicao da
quimiluminescéncia induzida por 2,2-azobis (2-amidinopropano). O sistema foi
calibrado com o Trolox analogo da vitamina E. Os niveis séricos de acido urico

foram determinados usando um auto-analisador bioquimico (Dimension Dade
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AR; DadeBehring) e foram usados para corrigir os valores de TRAP. As
medicoes de TRAP em condi¢cdes associadas a hiperuricemia, como a SM,
podem ser imprecisas, pois a concentracdo de acido urico € responsavel por
60% da capacidade antioxidante total do plasma. Assim, uma correcdo de
TRAP com base na concentragao de acido urico foi realizada (VENTURINI et
al., 2012).

4.8 Determinacao de metabdlitos de éxido nitrico

Os niveis séricos de metabdlitos do 6xido nitrico (NOx) foram avaliados
pela concentracdo de nitrito (NO2-) de acordo com a reagao de Griess,
suplementada pela redugao do nitrato a nitrito com cadmio (GUEVARA et al.,
1998 e NAVARRO-GONZALVEZ, GARCIA-BENAYAS & ARENAS, 1998).

4.9 Determinacao de homocisteina

Os niveis plasmaticos de homocisteina foram determinados por
imunoensaio de microparticulas de quimioluminescéncia (Architect,
AbbottLaboratory, Abbott Park, IL, EUA).

4.10 Analise Estatistica

Os dados categoricos foram avaliados pelo teste de qui-quadrado e os
dados expressos em numero absoluto (%). Para verificar a distribuicdo dos
dados foi utilizado teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para avaliar a
homogeneidade das variancias foi utilizado teste de Levene. Os dados
paramétricos foram avaliados pelo teste de t de Student e expressos como
média (+ desvio padrao) (DP). Dados nao paramétricos foram avaliados pelo
teste de Mann-Whitney e expressos como mediana e interquartis (25%-75%). A
diferenca estatistica foi considerada quando p <0,05. Para determinar
associacoes foi realizada a regressao logistica binominal. Foram incluidas nos
testes de regressao logistica binominal as variaveis que apresentaram valor de

p<0,1 na andlise univariada. Oddsratio (OR) e intervalo de confianga (IC) de
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95% foram demonstrados. Todas as analises foram realizadas utilizando o
programa estatistico SPSS verséo 20.0 (IBM EUA).
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos foram apresentados e discutidos em dois artigos
cientificos:

Artigo de revisdo: Importancia do Estresse Oxidativo no Acidente

vascular Encefalico publicado na revista Brazilian Journal of Surgery and
Clinical Reseach 2019; 26 (3): 71- 7.

Artigo original: Elevated Plasma Homocysteine Levels and its Relation

with Oxidative Stress in Patients with Stroke encaminhado para a Revista

Brasileira de Neurologia e Psiquiatria.

5.1 Artigo de Reviséo

As buscas foram realizadas nas bases de dados bibliograficas —
PubMed e LILACS. Ao finalizar as pesquisas em cada base, as referéncias
duplicadas foram excluidas. Foram selecionados artigos publicados entre 1996
e 2019, visto que alguns poucos artigos, mesmo que antigos, eram de grande
valia para entendimento geral do contexto. Foram selecionados artigos escritos
em inglés e espanhol.

Ha problemas e diferengas nos processos de indexacao nas bases de
dados bibliograficas; portanto, optou-se pela busca por termos livres, sem o
uso de vocabulario controlado (descritores). Com essa estratégia, houve uma
recuperacdo de um numero maior de referéncias, garantindo a detecgao da

maioria dos trabalhos publicados dentro dos critérios pré-estabelecidos.
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Abstract

Background: Elevated plasma homocysteine levels have been indicated as an
independent risk factor for ischemic stroke. Objective: The objective of this
study was to evaluate oxidative and nitrosative stress in patients with ischemic
stroke with and without hyperhomocysteinemia (HHcy) and to verify whether
HHcy is associated with oxidative stress in these patients. Methods: This study
included 170 stroke patients, who were divided according to their levels
of homocysteine (Hyperhomocysteinemia =13.59 uymol/L) and 220 healthy
individuals (control group). Results: Stroke patients showed high levels of
homocysteinemia when compared to the control group (p <0.001) adjusted for
the variables: sex, ethnicity and age. Patients with stroke and
hyperhomocysteinemia showed higher frequency of male subjects (p=0.001),
lower Rankin scale (p=0.034), and lower glucose levels (p=0.020) when
compared with stroke patients with lower levels of homocysteine. Patients with
ischemic stroke and hyperhomocysteinemia had a trend to reduced NOx (p=
0.071) and increased TRAP (p= 0.003) levels when compared to the patients
without hyperhomocysteinemia. The binomial logistic regression analysis
showed that sex (p=0.032), glucose (p=0.017) and TRAP (p=0.019) were
independently associated with hyperhomocysteinemia in patients with stroke.
Conclusion: This is the first study in which homocysteinemia and oxidative
and nitrosative stress markers were investigated in stroke patients. HHcy were
associated with male sex, decreased glucose and increased TRAP. More
studies are necessary to elucidate the complex relationship between

homocysteine and redox status in these patients.

Key words: Ischemic Stroke, Homocysteine, Oxidative Stress.
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1. Introduction

Acute ischemic stroke is the most common cerebrovascular disease and
is one of the leading causes of death and long-term disability through the world
(LU et al., 2018). With the increase in the aging population, stroke has become
the disease with higher indices of global health charges, especially in low- and
middle-income countries (GLOBAL BURDEN OF DISEASE, 2015). Among all
Latin American countries, Brazil has the highest mortality due to stroke
(LOTUFO, 2005).

Elevated plasma homocysteine levels have been indicated as an
independent risk factor for ischemic stroke (LU et al., 2018; WU et al., 2016).
Homocysteine is a sulfur amino acid, produced inside cells by demethylation of
methionine (OIKONOMIDI, et al. 2016) and evidences have been reported that
hiperhomocysteinemia (HHcy) is associated with many neurologic disorders
including stroke, independent of long-recognized factors such as
hyperlipidemia, hypertension and diabetes mellitus (MORETTI & CARUSO,
2019; LU et al., 2018; WU et al., 2016). HHcy is also related with functional
disability in the acute phase of stroke and patients with acute stroke with
elevated serum homocysteine levels are at an increase risk for early
neurological deterioration (KWON et al., 2014).

HHcy may cause toxicity by a variety of mechanisms, which includes
vascular endothelial injury, excitotoxicity via stimulation of N-methyl-D-
aspartate receptors (NMDA), and increased production of reactive oxygen
species (FARACI AND LENTZ 2004). The hypothesis of a possible association
between elevated plasma levels of homocysteine and oxidative stress is
corroborated by some studies indicating that cultivated endothelial cells with
elevated levels of homocysteine may promote the formation of ROS, especially
superoxide anion (WEISS, 2005). There are also reports that homocysteine
causes significant disorders in the antioxidant defense system, for example in
the enzymes glutathione peroxidase and superoxide dismutase (WEISS, 2005).
A study performed in vitro with endothelial cells from human umbilical
vein showed that homocysteine induces malondialdehyde (MDA) levels and
inhibits eNOS (FENG et al., 2018), suggesting that HHcy can modify these

oxidative stress biomarkers.
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The literature on the level of homocysteine in patients with stroke is still
scarce as well as the understanding of its role in stroke pathophysiology. In
addition, to our knowledge, the relation between hyperhomocysteinemia and
oxidative stress has not been investigated in stroke to date. Thus, the objective
of this study was to evaluate oxidative and nitrosative stress in patients with
ischemic stroke with and without hyperhomocysteinemia. A second objective
was to verify whether hyperhomocysteinemia is associated with oxidative stress

in patients with ischemic stroke.

2. Subjects and Methods

Study participants and clinical data

One hundred and seventy stroke patients and two hundred and twenty
control subjects from were recruited at the University Hospital of Londrina, State
University of Londrina.

Initially, the homocysteine levels of stroke patients and healthy controls
were compared. Next, stroke patients were divided into two groups of 85
patients, from the median, where values less than 13.59 were classified as
normal homocysteineemia and equal to or greater than = 13.59 were classified
as patients with hyperhomocysteinemia.

Demographic data and metabolic biomarkers were analyzed in both
groups of stroke patients presenting normal homocysteinemia and
hyperhomocysteinemia.

Age, sex, ethnicity and body mass index (BMI) were assessed in all
groups. None of the patients was put on a specific diet or were receiving
antioxidant supplements.

None of the study participants had clinical or laboratory findings of
cardiac, thyroid, renal, hepatic, gastrointestinal or oncological diseases.
Patients with various conditions that could interfere with homocysteine values
such as renal insufficiency, vitamin B12 insufficiency, hypothyroidism, and
hemolysis or drug use, such as phenytoin, isoniazid, metotexate and L-dopa
(PANUNZIO et al., 2003) were excluded from the study..
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All patients signed the informed consent form (annex), and the study
protocol was fully approved by the Ethics Committee of the State University of
Londrina, Parana, Brazil under the number CAAE 0250.0.268.000-11.

Rankin's Scale

The modified Rankin scale is the most prevalent functional outcome
measure in contemporary stroke research. The scale has seven levels, covering
the full range of functional outcomes from no symptoms to death
(BRODERICK, ADEQOYE, ELM, 2017).

Anthropometric measurements, blood pressure and clinical data

Body weight was measured to the nearest 0.1 kg by using an electronic
scale, with individuals wearing light clothing, but no shoes, in the morning;
height was measured to the nearest 0.1 cm by using a stadiometer. BMI was
calculated as weight (kg) divided by height (m) squared. The waist
circumference (WC) was measured with a tape in the region between the last
rib and the iliac crest, always in the standing position. Three blood pressure
measurements using a calibrated sphygmomanometer were taken with a 1-min
interval after the participant had been seated and were recorded on the left arm.
The mean of these measurements was used in the analysis. Neurological deficit
score was evaluated using the modified Rankin Scale (mRS) (BONITA AND
BEAGLEHOLE 1988) applied within eight hours of the admission (baseline) and
after three-month follow-up at the Neurology Outpatient Department of the
University of Londrina.The Rankin original scale is divided in six grades, where
zero corresponds to subjects with residual symptoms or light disability and
grade five are subjects with severe disability, confined to bed or in a wheel
chair. Thereafter, Rankin scale was modified with addition of death as the sixth
grade (ANDRE, 2006).

The outcome was assessed by clinical examination or using telephone
interviews with the patients or their relatives (OH et al., 2011; BABU et al.
2013). The mRS is commonly used for measuring the degree of disability or

dependence in the daily.
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Biochemical biomarkers

After fasting for 12 hours, the subjects underwent the following laboratory
blood analysis evaluated through a biochemical auto-analyzer (Dimension Dade
AR Dade Behring, Deerfield, IL, USA) using Dade Behring® Kkits: total
cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, triacylglycerol (TG), and glucose.
Plasma insulin level was determined by chemiluminescencemicroparticule
immunoassay (Architect, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA).

Tert-butyl hydroperoxide-initiated chemiluminescence

Plasma levels of lipid hydroperoxide were evaluated by
tertbutylhydroperoxide-initiated chemiluminescence (CL-LOOH) as described
previously (GONZALEZ, LLESUY & BOVERIS, 1991), and the results were

expressed in relative light units.

Determination of advanced oxidation protein products (AOPPs)

AOPPs were determined in the plasma using the semi-automated
method described by Witko-Sarsat and cols. (WITKO-SARSAT, et al., 1996).
AOPP concentrations were expressed as micromoles per liter (umol/L) of

chloramines-T equivalents.

Total radical-trapping antioxidant parameter

Total radical trapping antioxidant parameter (TRAP) was determined as
reported by Repetto et al. This method detects hydrosoluble and/or liposoluble
plasma antioxidants by measuring the chemiluminescence inhibition time
induced by 2,2-azobis (2-amidinopropane). The system was calibrated with the

vitamin E analogue Trolox.
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Determination of nitric oxide metabolites

Serum levels of nitric oxide metabolites (NOx) were assessed by nitrite
(NO2-) concentration according to the Griess reaction, supplemented by the
reduction of nitrate to nitrite with cadmium (GUEVARA, et al.,, 1998 e
NAVARRO-GONZALVEZ, GARCIA-BENAYAS& ARENAS, 1998).

Determination of homocysteine

Plasma levels of homocysteine were determined by
chemiluminescencemicroparticule immunoassay (Architect, Abbott Laboratory,
Abbott Park, IL, USA).

Statistical analysis

Categorical variables were evaluated using the chi-square test and the
data were expressed in absolute number (%). To verify the distribution of the
data, a Shapiro-Wilk normality test was used. To evaluate the homogeneity of
the variances, a Levene test was used. Parametric data were evaluated by Test
t of Student and were expressed as mean + Standard deviation (£SD). Non-
parametric data were assessed by Mann-Whitney test and were expressed as
median and interquartile range (25%-75%). Statistical difference was
considered when p <0.05. Binominal logistic regression was performed to
determine associations. The variables that presented in the univariate analysis
p<0.10 were included in the binomial logistic regression analysis. Odds ratio
and confidence interval were calculated. All statistical analyzes were performed
using statistical software SPSS version 22.0 (IBM, USA).

Results

Serum homocysteine levels in patients with ischemic stroke and controls

Figure 1 shows the differences in homocysteine levels between healthy

subjects (control group) and the group of patients with ischemic stroke. Patients
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with stroke have higher levels of homocysteinemia than controls (p <0.001)
when the results were adjusted for gender, ethnicity and age. The median of the
group of patients was 13.59 (25-75% interquartis: 9.73-17.47), whereas that of
the control was 11.46 (25-75% interquartis: 9.71-14.04).

Characteristics of patients according to the homocysteine levels

Data from Table 1 show the demographic, clinical and laboratory
characteristics of the patients with stroke. The patients were divided according
to the median obtained in homocysteine levels: homocysteine <13.59, and with
hyperhomocysteinemia = 13.59. There were significant differences regarding
sex (p= 0.001), modified Rankin scale at the baseline (p= 0.034) and glucose
(p= 0.020).

Oxidative stress biomarkers according to the homocysteineinemia levels

Patients with ischemic stroke and hyperhomocysteinemia had a trend to
reduced NOx (p= 0.071) and increased TRAP (p= 0.003) levels when compared

to the patients without hyperhomocysteinemia (table 2).

Association of homocysteine levels with biological and oxidative stress

markers

After performing the binomial logistic regression analyses (Table 3), it
was verified that sex (p= 0,032), glucose (p= 0.017) and TRAP (p= 0.019) were
independently associated with hyperhomocysteinemia in patients with ischemic

stroke.
Discussion
The main findings of the present study were that increased TRAP, male

sex and decreased glucose levels were independently associated with

hyperhomocysteinemia in patients with ischemic stroke. In addition, this study
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confirms that patients with ischemic stroke have higher homocysteine levels
than healthy subjects.

Recently, Anniwaer et al. (2018) showed the presence of
hyperhomocysteinemia in patients with primary cerebral infarction. Some
studies also revealed that patients with high homocysteine levels have
approximately 2 times higher stroke risk (Iso et al., 2004; Han et al., 2015).0f
note, besides being a risk factor, HHcy in stroke was associated with severity
and worse prognosis (Kwonet al., 2014) as well as with recurrence (Ye et al.,
2017; Gungor et al.,2018). The mechanisms by which HHcy is related to stroke
include direct toxicity, vascular endothelial injury, inhibition of N-methyl-D-
Aspartate receptors, and induction of oxidative stress (Moretti and Caruso,
2019). Furthermore, it has been reported that HHcy is related with both kinds
of stroke, ischemic and hemorrhagic, inducing cerebrovascular atherosclerosis
and atherothrombosis in the first case, and probably, in the second one by
upregulating the matrix metalloproteinases-9 (MMP-9) expression, which takes
responsibility for atherosclerotic plaque instability and rupture, and intracranial
hemorrhage incidence (Moretti and Caruso, 2019).

In relation to oxidative and nitrosative stress and homocysteine, our
results showed that patients with ischemic stroke and HHcy had a trend to
reduced NOx and increased TRAP levels when compared to the patients
without hyperhomocysteinemia. In addition, TRAP was independently
associated with HHCy in these patients. Other study also demonstrated a
decrease in NOx in stroke patients (Serrano - Ponz, et al., 2016). Evidences
showed that in response to higher Hcy levels, there is a decrease in NO level
(Sharma et al., 2015), which promotes endothelial damage (Hou et al., 2018).
HHcy-induced ROS production decreases NO production and bioavailability
triggering increased redox signaling, therefore HHcy may also be associated
with reduced plasma levels of NO and impaired endothelium-dependent
vasodilation (Moretti and Caruso, 2019; Hou et al., 2018).

The total plasma antioxidant capacity can also be related to HHcy. A
previous study demonstrated that antioxidants are markedly decreased in
stroke patients (CHERUBINI, et al., 2000). The study concluded that most
antioxidants evaluated were immediately reduced after stroke, possibly due to

the detriment of the oxidative stress present in the microenvironment
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(CHERUBINI, et al.,, 2000). However, unexpectedly, our data showed the
opposite direction; TRAP was positively associated with HHcy, even without a
concomitant increase in lipid or protein oxidative stress markers.

Interestingly, sex has been shown to affect tHcy concentration (Yang et
al.,, 2014), and some previous studies reported a sex difference in the
relationship between homocysteine and risk of cardiovascular disease (Bertoia
et al., 2014; Zhong Et al., 2017). Our results showed that there were more male
patients in the HHcy group, and that sex was associated to HHcy,
independently of the possible confounding variables. Our findings are in
agreement with other studies which also reported higher levels of plasma
homocysteine in men than in women (Fukagama et al., 2000; Wang et al.,
2015).This result could be explained mainly by the differences in estradiol and
homocysteine metabolism pathway such as remethylation or transmethylation
(Zhong Et al., 2017; Fukagama et al., 2000). Blom et al. (1988) suggested that
a higher rate of methionine transamination in premenopausal women may
contribute to lower homocysteine concentrations and hence protect against
vascular disease, whereas Fukama et al. (2000) reported that changes rates of
remethylation and transmethylation were higher in women than in men after an
oral methionine load.

Some studies have shown that higher homocysteine levels are
associated with diabetes type 2, and that homocysteine level is worsened by
increasing insulin resistance, dyslipidemia and poor glucose control (Ala et al.,
2017). Differently from the literature, in this study the patients with
hyperhomocysteinemia had lower plasma glucose levels than reference group.
Our data also showed an inverse association between HHcy and glucose;
nevertheless, the majority of the patients of both group used hypoglycemic
agents what deeply limits the validity of this measurement.

Our present study has certain limitations. First, this cross-sectional study
does not allow inferences on causal relationships. Second, homocysteine level
is influenced by several factors which were not considered in this study, such as
dietary habits, folate and vitamin B12 levels, which may potentially cause bias.
Third, in the current study, the majority of the ischemic stroke patients had

moderate to severe disability (Rankin grade 4) with incapacity to walk and to
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attend their physiologic needs without assistance. Therefore, our data and

association may be limited to ischemic stroke patients with this score.

In conclusion, this is the first study in which homocysteinemia and

oxidative and nitrosative stress markers were investigated in stroke patients.

HHcy were associated with male sex, decreased glucose and increased

TRAP. More studies are necessary to elucidate the complex relationship

between homocysteine and status redox in these patients.
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Figure1. Patients with ischemic stroke showed higher plasma levels of
homocysteine (median: 13.59,25-75% interquartis: 9.73-17.47) than control
group (median: 11.46, 25-75% interquartis: 9.71-14.04). Mann-Whitney test.
*p<0.001 adjusted by sex, ethnicity and age.



Table 1.Demografic characteristics and metabolic biomarkers according homocysteine levels in patients with ischemic stroke.

Parameters Referencegroup (n=85) Hyperhomocysteinemia (n=85) p

Age (years) 68 (60-77) 71 (56-77) 0.899
Female/Male (%) 46 (54.1)/39 (45.9) 25 (29.4)/60 (70.6) 0.001
Caucasian/NotCaucasian (%) 68 (80.0)/17 (20.0) 64 (75.2)/21 (24.8) 0.461
Antihypertensive (N/Y) (%) 68 (80.8)/16 (19.1) 55 (73.3)/20 (26.7) 0.252
Hypoglycemicagents (N/Y) (%) 27 (32.9)/55 (67.1) 18 (24.3)/56 (75.7) 0.236
Hypolipidemicagents (N/Y) (%) 28 (34.1)/54 (65.9) 20 (27.0)/54 (73.0) 0.336
Smoker (N/Y) (%) 15 (17.6)/79 (82.4) 22 (27.5)/58 (72.5) 0.129
MetS (N/Y) (%) 36 (42.3)/49 (57.7) 25 (30.4)/57 (69.6) 0.111
Hypertension (N/Y) (%) 73 (85.8)/12 (14.2) 64 (78.0)/18 (22.0) 0.187
Strokeprevious(N/Y) (%) 30 (36.1)/53 (63.9) 35 (42.6)/47 (57.4) 0.390
Rankin (Baseline) 4 (3-5) 4 (2-4) 0.034
Rankin (After3Months) 4 (2-6) 4 (2-6) 0.413
Body mass index (Kg/M?) 26.00 (5.72) 26.57 (5.15) 0.467
SBP 147 (120-160) 150(129-170) 0.300
DBP 85 (80-100) 90 (80-100) 0.703
Total cholesterol (mg/dL) 179 (53) 170 (49) 0.323
LDL-C (mg/dL) 102 (80-129) 129 (98-74) 0.450
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Table 1. Demografic characteristics and metabolic biomarkers according homocysteine levels in patients with ischemic stroke.

HDL-C (mg/dL) 43 (17) 42 (14) 0.806
Triglycerides(mg/dl) 137 (98) 129 (85) 0.732
Glucose (mg/dl) 129 (105-207) 117 (98-148) 0.020
Insulin (uU/ml) 27.22 (40.30) 25.49 (33.93) 0.660

Qui-square test. Data are expressed as absolute number (%). Teste t de Student. Data are expressed as media (xSD). Teste de
Mann-Whitney. Data are expressed as median (25%-75%). F: Female; M: male; C: Caucasian; NC: not Caucasian; N: No; Y:Yes;
MetS: Metabolic Syndrome; PAS: Sistolic arterial pressure; PAD: diastolic blood pressure; LDL-C: low density lipoprotein; HDL-C:

High density lipoprotein. Reference Group: Homocysteine <13.59 and hyperhomocysteinemia = 13.59.
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Table 2.0xidative stress biomarkers according homocysteine levels in patients with ischemic stroke.

55

Parameters Referencegroup Hyperhomocysteinemia p
n=85 n=85

AOPP (umol/Lof chloramine T 149 (116-220) 189 (120-259) 0.153

equivalents)#

NOx (umol/L)# 18.32 (11,90-22,80) 14.91 (9.78-19.54) 0.071

LOOH (cpm)# 20417.50 (14933.0-29389.0) 21105 (16266.0-30074.0) 0.482

TRAP (uMofTrolox) 759 (162) 839 (188) 0.003

Teste t de Student. Data are expressed as media (£SD). Teste de Mann-Whitney. Data are expressed as median (25%-

75%).AOPP:advanced oxidation protein products; NOx: Nitric oxide metabolites; LOOH: Lipid hydroperoxide; TRAP: Total radical

trapping antioxidant parameter. Reference group: Homocysteine<13.59. Hyperhomocysteine = 13.59.cpm: flicker per minute.

# Data evaluated by Ln



—

Table 3. Binomial logistic regression analysis in ischemic stroke patients according to the homocysteine levels
(homocysteine <13.59 as reference group) and explanatory variables

Parameters B S.E. Wald OddsRatio (IC 95%) p
Female/Male 0.902 0.421 4.584 2.464 (1.079-5.623) 0.032
Rankin (Baseline) -0.013 0.156 0.007 0.987 (0.728-1.340) 0.935
Glucose (mg/dl) -0.009 0.004 5.698 0.991 (0.984-0.998) 0.017
TRAP(uMofTrolox) 0.003 0.001 5.519 1.003 (1.000-1.005) 0.019
NOx(umol/L) -0.016 0.022 0.523 0.984 (0.943-1.028) 0.469

56
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Data are expressed as absolute number. Teste t de Student. Data are expressed as media (xSD). Teste de Mann-Whitney.
Data are expressed as median (25%-75%). NO: Nitric oxide; TRAP: Total radical trapping antioxidant parameter.
Referencegroup: Homocysteine<13.59. Hyperhomocysteinemia = 13.59.



\S]

O o0 N N N B~ W

10

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

57

6. CONCLUSOES

Em conclusédo, este é o primeiro estudo em que homocisteinemia e
marcadores de estresse oxidativo e nitrosativo foram investigados em
pacientes com AVC. Os pacientes com AVE apresentam niveis séricos
aumentados de homocisteina sérica em relagao aos
controles.Homocisteinemiatem maior prevaléncia em pacientes do sexo
masculino no grupo de pacientes com hiperhomocisteinemia.Pacientes com
homocisteinemia apresentam menor escore na escala de
Rankinmodificada.Glicose esta menor em pacientes com
hiperhomocisteinasérica. TRAP estda aumentado em pacientes com
hiperhomocisteinemia.Glicose, sexo e TRAP sado independentemente
associados ahiperhomocisteinemia.Mais estudos sao necessarios para elucidar
a complexa relagao entre homocisteina e status redox nesses pacientes.

Finalmente, contemplando o artigo 1, podemos afirmar que embora os
estudos patofisiololégicos sobre a fungdo desempenhada pelo estresse
oxidativo no AVE tenham ajudado na compreensao desse importante
mecanismo, os trabalhos sobre o papel que poderia ser desempenhado pela
intervencdo com antioxidantes, embora promissores, ainda sao incipientes.
Mais estudos sdo necessarios para descortinar esse amplo caminho que se

abre na perspectiva de atenuar os sinais e sintomas dessa grave doenca.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo apresenta certas limitagdes. Primeiro este estudo
transversal ndo permite inferéncias sobre relagdes causais. Segundo, o nivel
de homocisteina é influenciado por varios fatores que ndo foram considerados
neste estudo, como habitos alimentares, folato e niveis de vitamina B12, que
podem potencialmente causar viés. Terceiro, no presente estudo, a maioria dos
pacientes com AVC isquémico apresentava incapacidade moderada a grave
(grau 4) com incapacidade de andar e atender suas necessidades fisioldgicas
sem assisténcia. Portanto, nossos dados e associacdo podem ser limitados a

pacientes com AVC isquémico com esse escore.
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9. ANEXOS

ANEXO 1 — APROVAGAO PELO COMITE DE ETICA EM PE
ENVOLVENDO SERES HUMANOS DA
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Resposta inflamatoria e imunologica nos pacientes com acidente vascular cerebral e sua correlacdo com o progndstico clinico
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Prezadoc(a) Senhor{a):

Ccmplementares, avaliou o projeto:

prognodstico dos pacientes™
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
GRUPO DE PACIENTES COM AVC
“RESPOSTA INFLAMATORIA E IMUNOLOGICA NOS PACIENTES COM
ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL ISQUEMICO AGUDO E SUA RELAGAO
COM O DEFICIT NEUROLOGICO E EVOLUGAO CLINICA™

Prezado (a) Senhor (a):

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “RESPOSTA
INFLAMATORIA E IMUNOLOGICA NOS PACIENTES COM ACIDENTE
VASCULAR CEREBRAL ISQUEMICO AGUDO E SUA RELAGAO COM O
DEFICIT NEUROLOGICO E EVOLUGAO CLINICA”, realizada no Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Londrina. O objetivo da pesquisa &
saber se existe algum exame de sangue que possa indicar de forma mais
rapida e simples sinais de que um acidente vascular cerebral (AVC ou derrame
no cérebro) tem maiores riscos de evoluir de maneira desfavoravel. A sua
participacdo € muito importante e ela se daria da seguinte forma: coleta de
amostra de sangue (20 ml) no dia de sua entrada no hospital e apés trés
meses da alta hospitalar, na época do atendimento ambulatorial para
avaliagao do quadro clinico. Gostariamos de esclarecer que sua participagcao
€ totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou mesmo
desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer dnus ou prejuizo a
sua pessoa. Informamos ainda que as informacgdes serdo utilizadas somente
para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.

Solicitamos ainda sua autorizagado para que apos o término do presente
estudo, o material de sangue coletado possa ser armazenado, identificado de
maneira sigilosa sob a responsabilidade da equipe de pesquisadores, para ser
utilizada em futuros estudos sobre os fatores de risco associados ao acidente
vascular cerebral a serem desenvolvidos por esta mesma equipe de
pesquisadores. Caso nao autorize, informamos que o material coletado para
este estudo, sera descartado apds o término da presente pesquisa.

Os beneficios esperados sdo que caso a hipotese da pesquisa seja
confirmada, estes resultados poderdo agilizar e facilitar os tratamentos

disponiveis para um derrame. O sangue que sera coletado para a pesquisa
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sera parte da mesma coleta de exames de rotina que sera realizada
independentemente de sua participacao ou nao no estudo e desta forma, nao
vos acarreta em nenhum risco adicional.

Informamos que o senhor n&o pagara nem sera remunerado por sua
participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da
pesquisa serao ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de
sua participacao na pesquisa.

Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode
contatar o médico Dr. Marcio Francisco Lehmann, pelo telefone 43 - 9928
5518, ou e-mail mflehmann@hotmail.com ou procura-lo no Hospital
Universitario de Londrina, na Av. Robert Koch 60, 3371-2000, Setor de
Neurologia), ou procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert Koch, n°
60, ou no telefone 3371-2490. Este termo devera ser preenchido em duas vias
de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a
VOCé.

Londrina, de de 20

Pesquisador Responsavel: Dr. Marcio Francisco Lehmann, médico,
CRM/PR 16.049. RG 4.481.314-9 SSP/PR, fone: 43 - 9928 5518,

e-mail: mflehmann@hotmail.com

(nome por extenso do sujeito de

pesquisa), 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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ANEXO 3 - QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS PACIENTES E
CONTROLES

RESPOSTA INFLAMATORIA E IMUNOLOGICA NOS PACIENTES COM
ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL E SUA CORRELAGAO COM O
PROGNOSTICO CLINICO.

Projeto de Pesquisa aprovado pelo CEP/UEL, Protocolo 19382/10,
CAE 0176.0.268.000-10

Data de internagéao / / Horariodacoleta .
IDENTIFICAGAO
Nome:
ID
Idade: anos Sexo: ( )M ( )F
Etnia
Antecedentes Morbidos Pessoais: ( )HAS ( )DM

() Dislipidemia () Sedentarismo

() Dca Autoimune ( )Dcga
Hematologica

( ) DecgalInfecciosa ( )AVC ()
IAM
Outros:

Medicamentos de uso continuo:

() Uso de antioxidantes ( ) Uso de vitaminas

Outros

Antecedentes Morbidos Familiares: ( ) HAS ( )DM ( ) Dislipidemia
( YAVC ( )IAM ()
Outro:
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Condigdes e habitos de vida: ( ) Tabagismo ( ) Etilismo ()
Sedentarismo

Historia Clinica e Exame Fisico da Entrada (baseline):

Peso (Kg) Altura (m)

Presséao arterial (mmHg) Circunferéncia abdominal
(cm)

Atividade fisica:

( )SIM ( )1xsemana ( )2x semana ( )3xsemana ( )>3x
semana
( )YNAO

Escala de Rankin Modificada

0- Nenhum sintoma

1- N&o apresenta incapacidade significativa, apenas sintomas; capaz de
realizar as obrigagdes 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 severa incapacidade; incapaz de andar sem assisténcia e nao
consegue realizar sozinho os cuidados consigo proprio

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

6- Morte

TOTAL (0-6):



