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RESUMO

SARDINHA, Natalia Scaneiro Boy. Contribuicio da variante NLRP3 rs10754558 e de
biomarcadores inflamatorios e hemostaticos para o progndstico do acidente vascular
cerebral isquémico. 2026. 83 p. Dissertacio (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e
Laboratorial) - Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2026.

Introducio: Os desfechos do acidente vascular cerebral isquémico (AVCI) sao influenciados
pela extensdo da lesdo neuroldgica inicial e pelas respostas inflamatdrias e de coagulagdo
sistémicas. No entanto, a intera¢ao entre inflamacao, fatores hemostaticos e suscetibilidade
genética, particularmente envolvendo o inflamassoma NLRP3, permanece incompletamente
compreendida. O objetivo deste estudo foi investigar a contribui¢do da variante NLRP3
rs10754558 C>G, bem, como de biomarcadores inflamatorios e hemostaticos, para o
prognostico clinico de pacientes com AVCI, avaliando a interacdo entre essas vias € seu
impacto nos desfechos po6s-AVCI. Métodos: Este estudo incluiu 134 pacientes com AVCI,
estratificados de acordo com um indice composto de desfecho clinico (desfecho PC) que
integra o escore da National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) basal, o escore da
Escala de Rankin Modificada basal e de trés meses e a mortalidade em trés meses. Varidveis
antropométricas, clinicas, bioquimicas, inflamatérias e hemostaticas foram avaliadas. Um
ndice de Inflamagdo foi construido usando valores padronizados de Proteina C Reativa,
contagem de leucdcitos periféricos e niveis inversos de albumina. Os genotipos NLRP3
rs10754558 C>G foram analisados por reagdo em cadeia da polimerase em tempo real.
Regressao linear multipla stepwise, regressao logistica binaria e grafico de regressdo parcial
(PLS) foram aplicadas para identificar preditores independentes, determinantes da inflamagao
e efeitos de mediacdo. Odds ratio (OR) e intervalo de confianga (IC) de 95% foram
determinados. Resultados: Pacientes com piores desfechos eram mais velhos (p<0,001),
tinham menor indice de massa corporal (IMC) (p=0,028) e exibiam niveis mais elevados do
ndice de Inflamagdo (p<0,001) e fator de von Willebrand (VWF) (p=0,002). A fibrilagdo
atrial foi a Unica varidvel categorica associada a um pior desfecho (p=0,014). Nao foi
observada associagdo direta entre os gendtipos NLRP3 rs10754558 e os desfechos clinicos
(p=0,326). A regressio linear multipla identificou o Indice de Inflamagio como o preditor
independente mais forte do desfecho do AVCI, explicando 17,2% de sua variancia, que
aumentou para 22,6% apo6s o ajuste para a idade (p<0,001). Os determinantes da inflamagao
incluiram a atividade do Fator VIII, o genotipo NLRP3 GG (modelo recessivo), os niveis de
Proteina C e o sexo masculino, explicando coletivamente 24,1% da variancia no Indice de
Inflamacdo (p<0,001). A regressao logistica binaria demonstrou que a pontuagdo NIHSS basal
e o Indice de Inflamagdo previram, independentemente, a mortalidade em trés meses
(p<0,001), enquanto um IMC mais baixo e uma inflamagdo mais elevada previram
independentemente piores desfechos clinicos (p=0,028 e p<0,001, respectivamente). A analise
PLS confirmou que os efeitos do genotipo GG, do Fator VIII e da Proteina C no desfecho
clinico foram significativamente mediados pela inflamagdo sistémica. Conclusdes: A
inflamacao sistémica ¢ um determinante central e independente tanto da mortalidade quanto
da evolugdo clinica desfavoravel apés um AVCI. O desequilibrio hemostatico e a
predisposicao genética do NLRP3 contribuem para o prognostico do AVCI principalmente por
meio de vias mediadas pela inflamagdo. Essas descobertas apoiam um modelo integrado de
genética-inflamagdo-coagulagao para os desfechos do AVCI e destacam a inflamagdo como
um alvo potencial para estratificagdo prognostica e intervengao terapéutica.



Palavras-Chaves: Acidente vascular cerebral isquémico; inflamagao sist€émica; inflamassoma
NLRP3; biomarcadores de coagulagdo; desfecho clinico.



ABSTRACT

SARDINHA, Natalia Scaneiro Boy. Contribution of the NLRP3 rs10754558 variant and
inflammatory and hemostatic biomarkers to ischemic stroke prognosis. 2026. 83 p.
Master (Dissertation em Fisiopatologia Clinica e Laboratorial) - Universidade Estadual de
Londrina. Londrina, 2026.

Background: Ischemic stroke outcomes are influenced by the extent of the initial
neurological injury and by systemic inflammatory and coagulation responses. However, the
interplay between inflammation, hemostatic factors, and genetic susceptibility, particularly
involving the NLRP3 inflammasome, remains incompletely understood. The aim of the study
was to investigate the contribution of the NLRP3 rs10754558 C>G variant, as well as
inflammatory and hemostatic biomarkers, to the clinical prognosis of patients with ischemic
stroke, evaluating the interaction between these pathways and their impact on post-stroke
outcomes. Methods: This study included 134 patients with ischemic stroke, stratified
according to a composite clinical outcome index (PC outcome) integrating baseline National
Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) baseline, three-month modified Rankin Scale score,
and three- month mortality. Anthropometric, clinical, biochemical, inflammatory, and
hemostatic variables were assessed. An Inflammation Index was constructed using
standardized values of C-Reactive Protein, white blood cell count, and inverse albumin levels.
NLRP3 1510754558 C>G genotypes were analyzed using real-time polymerase chain reaction.
Stepwise multiple linear regression, binary logistic regression, and partial least squares (PLS)
path modeling were applied to identify independent predictors, determinants of inflammation,
and mediation effects. Odds ratio (OR) and 95% confidence interval (CI) were determined.
Results: Patients with worse outcomes were older (p<0.001), had lower body mass index
(BMI) (p=0.028), and exhibited higher Inflammation Index (p<0.001) and von Willebrand
factor (VWF) levels (p=0.002). Atrial fibrillation was the only categorical variable associated
with worse outcome (p=0.014). No direct association was observed between NLRP3
rs10754558 genotypes and clinical outcomes (p=0.326). Multiple linear regression identified
the Inflammation Index as the strongest independent predictor of PC outcome, explaining
17.2% of its variance, which increased to 21.3% after adjustment for age (p<0.001).
Determinants of inflammation included Factor VIII activity, NLRP3 GG genotype (recessive
model), Protein C levels, and male sex, collectively explaining 24.1% of the variance in the
Inflammation Index (p<0.001). Binary logistic regression demonstrated that baseline NIHSS
score and the Inflammation Index independently predicted three-month mortality (p<0.001),
while lower BMI and higher inflammation independently predicted worse clinical outcomes
(p=0.028 and p<0.001, respectively). PLS analysis confirmed that the effects of the NLRP3
genotype, Factor VIII, and Protein C on clinical outcome were significantly mediated through
systemic inflammation. Conclusions: Systemic inflammation is a central and independent
determinant of both mortality and unfavorable clinical evolution following ischemic stroke.
Hemostatic imbalance and NLRP3 genetic background contribute to stroke prognosis
primarily through inflammation-mediated pathways. These findings support an integrated
genetic- inflammation—coagulation model of ischemic stroke outcomes and highlight
inflammation as a potential target for prognostic stratification and therapeutic intervention.

Key-words: Ischemic stroke; systemic inflammation; NLRP3 inflammasome; coagulation
biomarkers; clinical outcome.
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1 INTRODUCAO

O acidente vascular encefalico ou cerebral (AVC) € definido como um episédio
agudo caracterizado por sinais clinicos de perturbacdo focal ou global da fungdo
neuroldgica causada por infarto ou hemorragia espontdnea na parte acometida do
encéfalo, retina ou medula espinhal, durando mais de 24 horas, ou de qualquer duragdo,
se constatada por imagem - tomografia computadorizada (TC) ou Ressonancia Nuclear
Magnética (RNM). O AVC ¢ classificado em isquémico (obstrucdo arterial com
consequente alteracdo do fluxo sanguineo cerebral), hemorragia intracerebral (colecdo
focal de sangue dentro do parénquima cerebral ou sistema ventricular que ndo é causada
por trauma) e hemorragia subaracndidea. O AVC isquémico (AVCI) € o mais prevalente,
sendo responsavel por 70,5% a 85,0% de todos os AVC (Brasil, 2021).

O AVCI se mantém uma das principais causas de morte no mundo, com projecdes
alarmantes para paises de baixa e média renda onde sistemas de satide enfrentam desafios
organizacionais, principalmente, no encaminhamento e acompanhamento nas redes de
atendimento especializado (Rahbar et al., 2022; Moraes et al., 2021). No Brasil, o AVCI
também esta entre as maiores causas de mortalidade, com um total de 46.249 ébitos no
ano de 2024 (SIM/MS, 2025).

O AVCI apresenta mortalidade precoce de 10,0% nos primeiros 30 dias, podendo
atingir 40,0% em um ano, com taxas mais elevadas em regides menos desenvolvidas
(Roger et al., 2011; Ovbiagele, 2011). No Brasil, a mortalidade intra-hospitalar por AVCI
chega a 20,9%; porém, em dreas distantes das grandes capitais, onde ndo hd o acesso a
terapias de reperfusdo, essas taxas sofrem um grande aumento refletindo a disparidades
do acesso ao tratamento adequado (Rahbar et al., 2022). A média nacional de 6bitos nos
primeiros 90 dias pds-evento atinge 19,4%, com disparidades regionais vinculadas a
indicadores socioecondmicos (Moraes et al., 2021). Dos sobreviventes, 41,5%
permanecem com sequelas moderadas a graves, levando a aposentadorias precoces e
custos expressivos na previdéncia social, agravados pela dificuldade de acesso a centros
de reabilitacdo multidisciplinar, especialmente em regides como o Norte do Brasil, onde
estudos evidenciam impactos diretos na perda produtiva pela incapacidade laboral e na
carga econdmica do sistema de satde (Rahbar et al., 2022; Moraes et al., 2021).

A incidéncia do AVCI também estd relacionada ao Indice de Desenvolvimento
Humano (IDH) elaborado pela Organiza¢do das Nacoes Unidas (Cabral, 2009). De Melo

Lucena (2018) observou uma correlagdo inversa entre mortalidade por AVCI e IDH
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global e as seguintes dimensdes: renda e escolaridade nas capitais brasileiras. O
Ministério da Satide do Brasil destinou R$ 700 milhdes (2023-2024) para ampliagdo de
118 centros especializados, incluindo R$ 74 milhdes/ano para trombectomia (Moraes et
al., 2021). Contudo, a heterogeneidade na distribuicdo desses recursos mantém
desigualdades regionais, reforcando a urgéncia de estratégias integradas que associem
diagndstico precoce, com a realizacdo de ultrassonografia (USG) carotidea e
biomarcadores de disfuncdo endotelial para redugdo sustentdvel da morbimortalidade
(Qian et al., 2023).

Nos Estados Unidos da América (EUA), os casos de AVCI evoluiram
significativamente entre as edicdes 2014 e 2025 do relatério anual da American Heart
Association (AHA), passando de 795.000 para mais de 1,01 milhdo de casos anuais
(+27,0%), com a propor¢ao de AVCI elevando-se de 75,0-85,0% para 87,0% dos eventos
totais, refletindo maior prevaléncia do subtipo Doenca Aterosclerética de Grandes
Artérias (LAAS). A mortalidade americana caiu 35,8% entre 2000-2010 na versdo 2014,
mas a edicao 2025 registra redugdo de 51,0% desde 1990 com platoé p6s-COVID devido
a estagnacdo no controle da hipertensido, enquanto os custos anuais saltaram de US$ 315
bilhdes para US$ 528 bilhdes (+67,0%), impulsionados principalmente pelo
envelhecimento populacional e avangos terapéuticos que incorporam agora inibidores do
inflammassoma NLRP3 como MCC950, além do Ativador do Plasminogénio Tecidual

Recombinante (rtPA) e trombectomia (Go et al., 2014; Martin et al., 2025).

1.1 Fatores de risco associados ao AVCI

Os fatores de risco associados ao AVCI sdo divididos em ndo modificdveis e
modificdveis que podem exacerbar a hereditariedade do AVCI. Os fatores ndo
modificaveis incluem idade avangada, sexo feminino, raga e etnia, histérico familiar e
fatores genéticos (Benjamin et al; 2018). Os fatores de risco modificdveis incluem
hipertensdo, doencas cardiovasculares (DCVs), diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
hipercolesterolemia, fibrilagdo atrial, tabagismo, consumo de alcool, inatividade fisica,
uso de contraceptivos orais, hiperuricemia, bronquite cronica, doenca periodontal,
infec¢Oes bacterianas e virais, estresse e hdbitos alimentares inadequados, incluindo alta
ingestao de sal (Boehme et al., 2017; Connor et al., 2007; Li et al., 2012; O’Donnell et
al., 2010; Owolabi et al., 2009; Palm et al., 2009; Pu et al., 2023; Schulz et al., 2004;
Touzé; Rothwell, 2008;). O Quadro 1 resume os principais fatores de risco do AVCL.
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Quadro 1 Principais fatores de risco modificaveis e ndo modificdveis do acidente vascular

cerebral isquémico

MODIFICAVEIS NAO MODIFICAVEIS
Hipertensdo arterial sistémica Idade

Aterosclerose Sexo

Diabetes melittus tipo 2 Etnia

Dislipidemia Histoéria familiar de AVC
Fibrilacao Atrial AVC ou AIT prévios genéticos
Tabagismo Fator V de Leiden

Sedentarismo Mutacdo no gene da protrombina
Etilismo Deficiéncia de Proteina C
Obesidade Deficiéncia de Proteina S

Uso de contraceptivo oral Deficiéncia de antitrombina
Terapia reposi¢ao hormonal Variante no gene MTHFR
Hipovitaminose D (hiperhomocistenemia)

Estenose carotidea Anemia falciforme

Uso de drogas ilicitas (cocaina, anfetamina) | CADASIL

Depressao Doenga de Fabry

Distidrbios do sono

AVC: acidente vascular cerebral; AIT: acidente isquémico transitdrio; MTHEFR: 5,10-
metilenotetrahidrofolato-redutase; CADASIL: A rteriopatia Cerebral Autossomica Dominante com

Enfartes Subcorticais e Leucoencefalopatia.Fonte: Adaptado de Benjamin ef al. (2018)

1.2 Diagnéstico do AVCI

Durante o atendimento do paciente, deve-se avaliar o inicio preciso das
manifestacdes neuroldgicas e seu curso. O déficit neurolégico focal de instalagdo subita
e outros sinais de inicio subito como vertigem associada a falta de equilibrio,
adormecimento ou formigamento de um hemicorpo, dificuldade de enxergar em um ou
ambos os olhos e cefaleia subita, intensa e sem causa aparente indicam a possibilidade de
AVC (Brasil, 2023).

A avaliagdo da gravidade do AVCI ¢ realizada por escalas padronizadas que
uniformizam a linguagem dos profissionais de saide sendo determinante para definicdo

de tratamento e valor progndstico. Umas das escalas mais utilizadas e que € recomendada
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nos protocolos de tratamento ao AVCI agudo € a National Institute of Health Stroke Scale
(NIHSS), a qual quantifica o déficit neurolégico apés o AVCI e avalia tanto a gravidade
quanto a evolucdo clinica do paciente (Brott ef al., 1989). A NIHSS avalia e pontua os
principais itens do exame neurolégio como consci€ncia, movimentos oculares, campos
visuais, déficits motores e sensoriais, ataxia, fala, cognicdo e desatencdo. Cada item
pontua uma habilidade entre O e 4 em que a fun¢do normal corresponde a 0 e a pontuacao
entre 1 e 4 € atribuida a cada nivel de comprometimento. A somatdria dos itens ao final
varia de O (auséncia de déficit) até 42 (maior déficit) (Brott ef al., 1989).

Para a avaliacdo de incapacidade funcional e prognéstico do AVCI, a escala de
Rankin modificada (mRS) € a mais utilizada mundialmente e nos fornece dados acerca
da recuperacdo da funcdo motora e funcionalidade apés o AVCI. A escala pontua o
comprometimento funcional de zero (paciente assintomadtico) até 6 (morte) (Bonita;
Beaglehole, 1988).

O método de imagem mais utilizado, mais disponivel e de menor custo para a
avaliacdo inicial do AVCI agudo € a TC de cranio, que pode demonstrar sinais precoces
de isquemia em até 67,0% dos casos nas primeiras trés horas do inicio dos sintomas e em
até 82,0% dos casos nas primeiras seis horas do icto (dltima hora em que a pessoa foi
vista assintomadtica). A lesdo isquémica aparece como uma hipodensidade que ndo se
impregna pelo contraste, geralmente no territério suprido pela artéria cerebral média. A
RNM ¢é bem mais sensivel e precisa na identificacdo e localiza¢do da lesdo vascular,
especialmente quando sdo utilizadas técnicas de difusdo/perfusdo; no entanto, consome
um tempo de realizacdo maior que pode ser decisivo para a indica¢do do tratamento com
trombolitico (Brasil, 2023).

O exame inicial de escolha para a suspeita de aterosclerose carotidea extracraniana
€ a medida da espessura médio-intimal da cardtida (cIMT) e a avaliacdo das velocidades
do fluxo sanguineo utilizando técnicas de ultrasonografia com doppler (USGD). E o
exame indicado devido a sua seguranga, custo-eficicia e capacidade de fornecer uma
avaliagdo em tempo real do fluxo sanguineo (Cassola et al., 2022). Em termos de precisao
diagndstica, a USGD de carétida demonstrou ter alta especificidade (95,0-99,0%) e alta
sensibilidade (86,0-96,0%) para detetar estenose; no entanto, pode, ocasionalmente,

identificar erroneamente oclusdes ou ndo detectd-las completamente.
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1.3 Mecanismos Fisiopatolégicos do AVCI

Apés a injuria isquémica aguda, diferentes vias € mecanismos sdo ativados na
progressdo do AVCI. Estudos tém demostrado que a inflamacdo desempenha um papel
importante na ocorréncia e progressdo do evento (Campbell et al., 2019; Jurcau; Simion,
2022; Ramiro et al., 2018). A resposta inflamatéria ocorre em trés fases apés o AVCI: a
fase aguda ou de ativagao que ocorre nas primeiras horas apés o AVCI; a fase subaguda
ou de propagacdo que ocorre nos primeiros dias apés o AVCI e a fase tardia ou de
resolucdo que ocorre semanas apds o AVCI. Em cada fase hd um padrao diferente de
resposta imune. Durante a fase aguda, a micréglia e macréfagos limpam o tecido
necrosado e hd a primeira infiltragdo de leucdcitos, principalmente neutréfilos. Na fase
subaguda/propagacao, hd a ativacdo da imunidade adaptativa e posterior resolucdo do
processo inflamatério subagudo; ja na fase tardia, as células inflamatérias contribuiriam
para o reparo celular (Jurcau; Simion, 2022).

O AVCI envolve uma intera¢io dindmica entre disfun¢do endotelial e processos
inflamatoérios sistémicos, os quais amplificam o dano cerebral apds a isquemia inicial. A
isquemia desencadeia a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs), o
que reduz a biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), compromete a fun¢io endotelial,
favorece a vasoconstricao, o aumento da permeabilidade vascular e ativacao de moléculas
de adesdo leucocitaria, como a molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) e molécula
de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1), facilitando a migracdo de neutréfilos e
macréfagos para o parénquima cerebral (Tuttolomondo; Daidone; Pinto, 2020).

O AVClI isquémico induz a ativagao das vias de sinalizag¢do do fator nuclear kappa
B (NF-xB) e proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) em neur6nios isquémicos
no cérebro. A ativacdo do NF-«xB resulta na liberacdo de citocinas pré-inflamatorias,
como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina (IL)-1B, que e promovem a
expressdao de metaloproteinases (MMPs), como a MMP-9. Essas enzimas degradam as
jungdes de oclusdo da barreira hematoencefélica (BHE), permitindo o extravasamento de
proteinas plasmaticas e exacerbando o edema cerebral (Qin et al., 2022; Shirai et al.,
2019). A permeabilizacdo da BHE acontece de quatro a seis horas pos isquemia, o que
permite a migracdo de neutréfilos e macréfagos pro-inflamatérios (fenétipo M1) para o
parénquima cerebral. O acumulo de glutamato no espago extracelular ativa receptores de

glutamato como N-metil-D-aspartato (NMDA) e 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
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isoxazol-propidonico (AMPA), causando influxo exacerbado de célcio (Ca?") nos
neurdnios. Isso desencadeia cascatas de estresse oxidativo, mitocondriopatia e apoptose
neuronal, resultando em perdas sindpticas e morte celular. Novas estratégias terapéuticas
focam na modulacdo de vias como o fator induzivel por hipéxia (HIF)-1a/ fator de
crescimento endotelial e vascular (VEGF) e na inibicdo de MMP-9, visando restaurar a

integridade vascular e reduzir o edema (Qin et al., 2022).

1.4  Inflamassoma NLRP3 como modulador da resposta inflamatéria e angiogénese

O AVCI resulta de um conjunto complexo de mecanismos fisiopatoldégicos que
envolvem inflamacdo sistémica, ativacdo hemostatica e fatores genéticos associados a
resposta imune inata. Dentre esses mecanismos, o receptor do tipo dominio de
oligomerizacdo de ligacdo a nucleotideos (NOD) contendo dominio pirina 3 (NLRP3)
destaca-se como um componente molecular capaz de integrar sinais de dano tecidual e
desencadear respostas inflamatérias amplificadas (Campbell et al., 2019; Jurcau; Simion,
2022; Ramiro et al., 2018).

O inflamassoma NLRP3 € um complexo proteico multimérico expresso
principalmente por células da imunidade inata e por uma variedade de outras células,
como micrdglia, linfécitos, células epiteliais, osteoblastos e neurdnios (Rada et al., 2014;
Zahid et al., 2019). A proteina NLRP3 é um receptor de reconhecimento de padrdes
(PRR) citosélico que funciona como uma proteina sensora, respondendo a padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) ou padrdes moleculares associados a danos
(DAMPs) gerados por estresse endogeno (Kelley et al., 2019). Sua ativagdo pode ser via
candnica e ndo candnica. A ativacio pela via candnica ocorre quando DAMPs ou outros
distirbios citosdlicos estéreis sao detectados como a proteina P-amildide, efluxo de
potassio, EROs, ATP, glicose, acido hialurdnico, cristais de acido urico, cristais de
colesterol, radiacdo ultravioleta, entre outros. A ativa¢cdo via ndo candnica ocorre quando
PAMPs de bactérias [como o lipopolissacarideo (LPS), 4cido lipoteicoico, peptidoglicano
e flagelina], virus, fungos e parasitas sdo reconhecidos pelos RRPs. Estimulos
metabdlicos e oxidativos sdo centrais na ativacdo cronica do NLRP3. O estresse
oxidativo, o efluxo i6nico de potdssio, a presenca de ATP extracelular e o dano
mitocondrial que gera EROs reforcam sua ativagdo (Mo et al, 2025). O dano

mitocondrial libera DAMPs especificos, como o DNA mitocondrial oxidado e a
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cardiolipina, que interagem com o NLRP3. O ATP extracelular, liberado por células
morrendo, age via receptor purinérgico P2X7, um canal i0nico que, ao se abrir, permite
o efluxo massivo de potdssio (Halle ef al., 2008).

As proteinas que compdoem o inflamassoma NLRP3 incluem a proteina
semelhante a speck associada a apoptose (ASC), caspase-1, IL-1p e IL-18. A ASC
associa-se ao receptor NLRP3 e a pré-caspase-1, formando o complexo do inflamassoma
NLRP3. A pré-caspase-1 € ativada em caspase-1, que por sua vez catalisa a clivagem da
pro-1L-1B e da pro-IL-18 em IL-1PB e IL-18 ativas, respectivamente (Manji et al., 2002;
Liu et al., 2021). A caspase-1 também cliva a Gasdermina D (GSDMD) que induz a
piroptose pela formacao de poros na membrana plasmética das células, liberando DAMPs

e desencadeando uma resposta inflamatéria (Shi et al., 2015).

Figura 1 - Componentes do inflamassoma NLRP3
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Uma estrutura multimérica de alto peso molecular composta pelo NLRP3, ASC e pro-caspase-1 leva a
ativacdo proteolitica da enzima caspase-1, a qual converte a pro-IL-1f e pro-IL-18 em formas ativas.
NLRP3: receptor do tipo dominio de oligomerizagio de ligacdo a nucleotideos (NOD) contendo dominio
pirina 3 (NLRP3); ASC: Proteina Associada a Apoptose contendo CARD; IL: Interleucina.

Fonte: Adaptado de O'Brien, et al. (2020).
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Figura 2 - Representacdo esquemadtica da ativagdo candnica e ndo candnica do

inflamassoma.
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A formacdo do inflamassoma via candnica ocorre quando PAMPs, DAMPs ou outros disturbios citosélicos
sdo detectados, resultando no recrutamento e ativagdo da caspase-1, seja diretamente ou por meio do
recrutamento da proteina adaptadora ASC. A caspase-1 inicia o processo de maturagdo da pré-IL-1 e pré-
IL-18 em suas formas ativas, além de clivar GSDM-D. Esta, por sua vez, interage com a membrana
plasmadtica, criando poros e resultando na liberacdo do contetido intracelular, incluindo as citocinas
inflamatdrias IL-1 e IL-18. A ativacdo do inflamassoma nfo candnico inicia-se com a deteccdo de LPS
citosdlico pelas caspase-4/caspase-5, desencadeando a clivagem da GSDM-D e subsequente piroptose.
PAMPs: padrdes moleculares associados a patégenos: DAMPs: padrdes moleculares associados a dano;
ASC: Apoptosis-associated Speck-like protein Containing a CARD); GSMD-D: Proteina Gasdermina D;
IL: interleucina; LPS: lipopolissacarideo.

Fonte: Ramos et al. (2025).

O papel da via NLRP3/IL-1f na angiogénese ¢, notavelmente, dibio e dependente
do contexto. Em cendrios de reparo tecidual agudo, como em feridas cutaneas, a IL-1f
pode ser pré-angiogénica ao induzir a expressao do VEGF em vdrias células, promovendo
a proliferacdao e migracdo de células endoteliais. Contudo, em contextos de inflamacao
cronica, como na aterosclerose ou em doengas renais, a ativagdo persistente do
inflamassoma exerce um efeito predominantemente antiangiogénico e disfuncional. As
citocinas IL-1B e IL-18 interferem negativamente na fung¢do endotelial, diminuem a
biodisponibilidade de NO e promovem um estado de ativacdo endotelial pro-trombotico
e pro-inflamatério, o que prejudica a formacdo de uma rede vascular funcional e estavel

(Kelley et al., 2019;).
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1.5  Importancia do inflamassoma no AVCI

O inflamassoma NLRP3 assume um papel patofisiolégico central no AVCI,
funcionando como sensor primdrio de lesdo neuronal e mediador critico da
neuroinflama¢do. Durante episddios isquémicos, a interrupcdo do fluxo sanguineo
cerebral desencadeia hipoxia tecidual e morte celular massiva, liberando sinais de dano
molecular (DAMPs) que ativam o complexo inflamatério em células residentes do
sistema nervoso central (Rezende et al., 2025;).

A ativagdo do NLRP3 no cérebro induz neuroinflamacdo especifica, sendo
predominantemente detectada em micréglia ativada, astrécitos reativos e,
surpreendentemente, em populacdes neuronais especificas. Esta distribuicao celular
diferencial sugere mecanismos de ativacdo e func¢do adaptados ao microambiente
neuronal. A montagem do complexo inflamatério resulta na ativacdo da caspase-1 e
processamento das interleucinas pré-inflamatérias, iniciando uma cascata
neuroinflamatdria que amplifica progressivamente o dano neuronal inicial por meio de
mecanismos autoperpetuantes, aumentando sua permeabilidade e facilitando a infiltragao
de leucécitos periféricos (neutréfilos, mondcitos) no parénquima cerebral, o que agrava
o edema e a inflamacao (Kelley ef al., 2019). Além disso, a IL-1p pode induzir a morte
de neurdnios e oligodendrocitos, aumentar a expressao de moléculas de adesdo em células
endoteliais e promover um ambiente pro-trombdtico, potencialmente piorando a oclusao
vascular na zona de penumbra. A piroptose de células da micréglia e de neurdnios
contribui ainda mais para a liberacdo de mediadores inflamatérios, perpetuando o ciclo
de neuroinflamagao e morte celular (Silva et al., 2024).

O processo inflamatério mediado pelo NLRP3 transcende a simples liberacio de
citocinas, promovendo morte celular inflamatéria pelo mecanismo de piroptose. Este
mecanismo, embora inicialmente benéfico para eliminacdo de células comprometidas,
pode intensificar dramaticamente a lesdo cerebral quando inadequadamente regulado
(Silva et al., 2024). Proteinas plasmadticas relacionadas ao NLRP3, incluindo GSDMD e
fragmentos de caspase-1, sdo biomarcadores funcionais para desfecho p6s-AVCI. Estes
marcadores emergem como ferramentas diagnésticas potenciais para estratificacdo de
risco € monitoramento terapéutico.

A montagem do inflamassoma NLRP3 compromete criticamente a integridade da
BHE, estrutura essencial para manutengdo da homeostase neuronal. A ativacdo do

NLRP3 em neur6nios impulsiona neuroinflamacdo em AVCI agudo, com bloqueio
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precoce protegendo contra lesdo por isquemia/reperfusdo através da estabilizacdo da
BHE. As interleucinas IL-1f e IL-18 promovem disfuncdo endotelial cerebral,
aumentando a permeabilidade vascular e facilitando a infiltragdo de células e substancias
potencialmente neurotdxicas. Este comprometimento da BHE exacerba o edema cerebral
e amplifica a inflamagdo local, contribuindo significativamente para o agravamento
clinico (Kelley et al., 2019).

A ativacdo do NLRP3 ndo se limita a fase aguda. A inflamacao cronica mediada
por essa via pode prejudicar os processos de reparo e recuperagdo neuroldgica a longo
prazo, incluindo a neurogénese, a sinaptogénese e a remodelacdo vascular. O ambiente
pro-inflamatério persistente pode inibir a diferenciagdo de precursores neurais e
promover a formacdo de uma cicatriz glial que impede a regeneracio axonal. Portanto, a
inibicdo do inflamassoma NLRP3 emergiu como uma estratégia terapéutica altamente
promissora para o AVCI. Um estudo pré-clinico em modelos animais demonstrou que a
inibicdo farmacoldgica ou genética do NLRP3, ASC ou caspase-1 resulta em menor
volume de infarto, redu¢do do edema cerebral, melhora da funcdo neuroldgica e melhor
recuperagao a longo prazo (Lima et al., 2023). A terapia focada no inflamassoma ainda
enfrenta desafios de translacdo clinica, como a janela terap€utica estreita e a necessidade
de compostos que atravessem eficientemente a BHE.

O inflamassoma NLRP3 ¢ altamente expresso no cérebro e na medula espinhal e
desempenha um papel fundamental na modulacdo da resposta inflamatéria a lesdo
isquémica (Liu et al., 2018). O inflamassoma NLRP3 contribui para a lesao das células
cerebrais por meio de diversos mecanismos. Na aterosclerose, um processo subjacente
que medeia o AVCI, o NLRP3 ¢ ativado dentro das células espumosas por EROs liberadas
pela ruptura dos lisossomos, levando ao aumento da liberagdo de citocinas inflamatdrias,
como IL-18 e IL-1B (Hua et al, 2013). As citocinas pré-inflamatérias IL-1p e IL-18
promovem a producdo de interferon (IFN)-y, disfun¢do endotelial cerebral, aumento da
permeabilidade vascular e facilitam a infiltracdo de células e substincias potencialmente
neurotoxicas. A IL-18 promove a necrose das células musculares lisas vasculares,
liberando MMPs teciduais que desestabilizam a estabilidade da placa, aumentando a
tendéncia aterotrombdtica e oclusiva (Zheng et al., 2013). Além disso, a MMP-9 causa
comprometimento da BHE, o que exacerba o edema cerebral e amplifica a inflamacao
local, contribuindo significativamente para a piora clinica (Kelley et al., 2019; Iadecola;

Anrather, 2011; Fann et al., 2013; Creagh, 2014; Dinarello, 2009).
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A investigacdo aprofundada do inflamassoma NLRP3 na fisiopatologia do AVCI
¢ justificada por um corpo robusto e crescente de evidéncias que o posicionam como um
pivo central na cascata de dano secundario que define o progndstico do paciente. Sua
relevancia transcende a de um mero participante da resposta inflamatdria, estabelecendo-
0 como um sensor primdrio para os DAMPs liberados macicamente no microambiente
isquémico e um amplificador critico da neuroinflamacgdo estéril. A ativacdo do NLRP3
em micrdglia e outras células do SNC ndo apenas desencadeia a produgdo de citocinas
citotoxicas, mas também induz a piroptose, uma forma de morte celular altamente
inflamatdria que contribui diretamente para a expansao da lesdo para a zona de penumbra,
a drea de tecido cerebral que € potencialmente salvavel (Rezende et al., 2025).

O impacto do NLRP3 vai além do parénquima cerebral, afetando criticamente a
unidade neurovascular. A inflamacdo mediada pela IL-1 compromete a integridade da
BHE, exacerbando o edema vasogénico, e influencia negativamente os processos de
reparo angiogénico, essenciais para a restauracdo do fluxo sanguineo e a recuperagao
funcional (Kelley et al., 2019). O sucesso consistente da inibicdo do inflamassoma em
modelos pré-clinicos, resultando em neuroprotecdo significativa (Silva et al., 2024; Lima
et al., 2023), e a validagdo clinica da via IL-1p em DCVs (Ridker et al., 2017), reforcam
a premissa de que modular a atividade do NLRP3 representa uma das estratégias
terapéuticas mais promissoras para mitigar a devastagao causada pelo AVCI, justificando
plenamente a continua e intensiva investigacdo nesta drea.

A ativacdo persistente do inflamassoma NLRP3 é amplamente reconhecida como
um fator chave na progressao de DCVs cronicas, incluindo a aterosclerose, hipertensio
arterial sistémica e insuficiéncia cardiaca. O aumento da ativacdo do inflamassoma
contribui para a instabilidade de placas aterosclerdticas, um fator relevante para eventos
vasculares agudos como o infarto agudo do miocardio IAM). A liberagdo continua de
mediadores da inflamacdo promove a degradacdo da matriz extracelular e a infiltragdo
celular, facilitando a ruptura dessas placas (Toldo et al., 2022). Andlises histopatologicas
de placas instaveis revelam expressdo significativamente elevada de componentes do
inflamassoma NLRP3, particularmente em macrofagos da capa fibrosa e do nucleo
necratico, correlacionando-se com adelgacamento da capa e risco aumentado de ruptura.
A formacdo de cristais de colesterol no nicleo lipidico serve como potente ativador do
NLRP3, estabelecendo um ciclo de morte celular, liberagdo de DAMPs e amplificacdo da

resposta inflamatdria local.
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Figura 3 - O inflamassoma NLRP3 e o acidente vascular cerebral isquémico

AVCI
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O acidente vascular cerebral isquémico (AVCI) induz a ativagdo do inflamassoma NLRP3. Apds um AVCI,
o acumulo e a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), danos ao efluxo de K* e ruptura da
membrana lisossomal induzem a ativag¢@o do inflamassoma NLRP3. O complexo NLRP3 ativo resulta na
clivagem da caspase-1 e na produg@o das citocinas pré-inflamatdrias interleucina (IL)-1p e IL-18.

Fonte: Adaptado de Torices et al. (2023).

Nos processos de trombose vascular, o inflamassoma desempenha um papel
importante no suporte a processos pro-trombéticos, integrando a inflamagdo local com
disfungdes no sistema de coagulagdo, o que pode aumentar o risco de eventos
cardiovasculares adversos (Mo et al., 2025). A IL-1p induz a expressao de fator tecidual
(TF) em células endoteliais e mondcitos, iniciando a cascata de coagulagcdo extrinseca,
enquanto simultaneamente reduz a expressao de trombomodulina e do receptor endotelial
de Proteina C, comprometendo vias anticoagulantes naturais. Adicionalmente, a ativacao
plaquetaria mediada por IL-18 e a formacdo de agregados leucdcito-plaqueta amplificam
o potencial trombogénico no microambiente inflamatorio.

O aumento da expressdo e ativagdo desse inflamassoma promove a liberagao

constante de mediadores pré-inflamatdrios, favorecendo a perpetuacdo de um estado
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inflamatério cronico que contribui para a degradacdo tecidual e disfuncdo vascular,
aspectos ligados a progndsticos clinicos mais desfavordveis nessas doencas (Toldo et al.,
2022;). Estudos clinicos demonstraram correlacdes entre a ativagdo exacerbada do
inflamassoma NLRP3 e biomarcadores de inflamacao sist€émica em pacientes com AVCI
e doencas aterosclerdticas, sugerindo ndo apenas seu uso como ferramenta diagndstica e
progndstica, mas também como um possivel alvo para intervengdes precoces visando
melhorar o desfecho clinico (Panda et al., 2022; Cao et al., 2023)

Intervengdes que bloqueiam a agcdo do inflamassoma, suas proteinas adaptadoras
ou as vias de sinalizacdo a ele relacionadas demonstraram eficdcia significativa na
reducdo da inflamagdo e na protecdo da satide vascular em estudos pré-clinicos. Tais
abordagens terapé€uticas emergentes indicam o inflamassoma NLRP3 como alvo
promissor para o desenvolvimento de tratamentos que podem retardar ou reverter
processos inflamatérios nas DCVs (Panda et al., 2022). Entre os inibidores mais
promissores, destacam-se 0 MCC950, que atua bloqueando diretamente a conformagdo
ativa do NLRP3, e compostos derivados de sulfonilureias como a glibenclamida, que
interferem na oligomerizacdo do complexo (Karoliny, 2024; Silva et al., 2024; Lima et
al., 2023). Intervencdes ndo farmacoldgicas, como exercicios fisicos regulares, também
demonstraram modular negativamente o priming e a ativacdo do inflamassoma,
promovendo um perfil anti-inflamatério sistémico (Morais et al., 2023; Burini et al.,

2020).

1.6 O papel especifico do inflamassoma NLRP3 na funcao endotelial e DCVs

O inflamassoma NLRP3 exerce influ€ncia determinante sobre a funcdo endotelial,
especialmente em contextos de estresse vascular e DCV. Na aterosclerose, a deposi¢cdo
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) na parede do vaso e sua subsequente
modificacdo oxidativa (0xXLDL) servem como sinais de priming e ativagao para o NLRP3
em macréfagos. A fagocitose de cristais de colesterol por macréfagos na placa
aterosclerética causa ruptura lisossomal e potente ativacao do inflamassoma, levando a
uma producdo cronica de IL-1f. Esta citocina ¢ um mediador central da inflamagdo da
placa, promovendo a proliferacdao de células musculares lisas, a degradacdo da matriz
extracelular e a morte celular, tornando a placa instdvel e propensa a ruptura, o evento

que precipita a trombose e sindromes coronarianas agudas (Ridker et al., 2017).
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Além da aterosclerose, 0o NLRP3 estd implicado na hipertensdo, onde a inflamacao
vascular contribui para o remodelamento e o enrijecimento arterial. Em cardiomiopatias
e insuficiéncia cardiaca, o inflamassoma é ativado em cardiomidcitos e fibroblastos
cardiacos em resposta ao estresse mecanico, isquemia ou sobrecarga de pressao,
contribuindo para a fibrose cardiaca, hipertrofia patoldogica e disfuncdao contratil. A
inibicdo do NLRP3 em modelos experimentais demonstrou atenuar o remodelamento
cardiaco adverso e melhorar a fun¢do cardiaca (Mo et al., 2025).

Em resposta a certos estresses celulares e/ou tromboinflamagdo elevada, o
aumento do estresse oxidativo induz a ativacdo do trifosfato de adenosina (ATP), que
ativa o receptor do canal i0nico purinérgico controlado por ligante 7 (P2X7R), elevando,
assim, o influxo de fons de célcio (Ca>*) e sédio (Na™) e o efluxo de fons de potdssio (K*).
Em seguida, ocorre o aumento da producdo de EROs. A producdo elevada de EROs
também se deve a disfuncdo mitocondrial mediada pelo estresse oxidativo. Além disso,
apos estresse fisioldgico, o aumento da estimulagcdo dos receptores toll-like (TLRs) pelo
LPS e do receptor de interleucina (IL)-1 (IL-1R) pela IL-1B extracelular induziu a
ativacdo do NF-«xB, que subsequentemente elevou a expressao génica de NLRP3, pro-IL-
18 e pro-IL-1B. O inflamassoma NLRP3 ativado medeia a autoclivagem da pré-caspase
em caspase-1. A caspase-1 lisa a pro-IL-1P, a pro-IL-18 e a morte celular mediada por
GSDMD em suas formas ativas, levando a piroptose ou morte celular. A ruptura da BHE
causada por tromboinflamacdo elevada, lesdo neuronal e ativacdo de células neurogliais
medeia a disfun¢do mitocondrial, levando ao aumento da producdo de EROs. As EROs
ativam o inflamassoma NLRP3, levando a piroptose e lesdo neuronal secundéria, o que
pode resultar no desenvolvimento e progressdo da doenca cardiovascular e acidente
vascular cerebral. Além disso, o estresse oxidativo celular também causa hipdxia, seguida
pela ativacdo da via do fator nuclear NF-xB, que subsequentemente leva a inflamagao do
NLRP3 (Che Mohd Nassir et. al., (2023). Estes mecanismos estdo ilustrados na Figura
4.
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Figura 4 - Mecanismos de ativacdo do inflamassoma NLRP3 e seu papel nas
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Em resposta a certos estresses celulares e/ou tromboinflamagao elevada, o aumento do estresse oxidativo

induz a ativacdo do trifosfato de adenosina (ATP), que ativa o receptor do canal idnico purinérgico
controlado por ligante 7 (P2X7R), elevando, assim, o influxo de fons de célcio (Ca*) e sédio (Na*) e o
efluxo de ions de potéassio (K*). Em seguida, ocorre o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). A producdo elevada de EROs também se deve a disfun¢do mitocondrial mediada pelo estresse
oxidativo. Além disso, apds estresse fisioldgico, o aumento da estimulagio dos receptores toll-like (TLRs)
pelo lipopolissacarideo (LPS) e do receptor de interleucina (IL)-1 (IL-1R) pela IL-1 extracelular induziu
a ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-xB), que subsequentemente elevou a expressao génica de NLRP3,
proé-1L-18 e pré-IL- 1. O inflamassoma NLRP3 ativado medeia a autoclivagem da pro-caspase em caspase-

1. A caspase-1 lisa a pré-IL-1B, a pro-IL-18 e a morte celular mediada por Gasdermina-D (GSDMD) em
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suas formas ativas, levando a piroptose ou morte celular. A ruptura da barreira hematoencefalica (BHE)
causada por tromboinflamacio elevada, lesdo neuronal e ativagdo de células neurogliais medeia a disfungéo
mitocondrial, levando ao aumento da produgio de EROs. As EROs ativam o inflamassoma NLRP3,
levando a piroptose e lesdo neuronal secunddria, o que pode resultar no desenvolvimento e progressdao da
doenca cardiovascular e acidente vascular cerebral. Além disso, o estresse oxidativo celular também causa
hipdxia, seguida pela ativagdo da via do fator nuclear NF-«kB, que subsequentemente leva a inflamagdo do
NLRP3.

Fonte: Adaptado de Che Mohd Nassir et. al (2023).

1.7  Variagdes genéticas do NLRP3

Cerca de 60 variantes de nucleotideo tnico (SNVs) no gene NLRP3 foram
identificadas e estudos funcionais revelaram que algumas delas podem levar a alteracdes
em sua func¢do, aumentando (ganho de func¢do) ou diminuindo (perda de funcdo) a
ativacdo do inflamassoma e os niveis de IL-1B (Wu et al., 2021). O gene NLRP3 esta
localizado na regido cromossomica 1q43-q44 e contém 3 kilobases a montante do sitio de
inicio da transcricdo (éxons e introns) e 2 kilobases a jusante do c6don de parada (total
de 37.953 kilobases). Diferentes estudos relataram a associacdo de variantes do gene
NLRP3 com doengas autoimunes, inflamatdrias, cardiovasculares e metabdlicas (Wu et
al., 2021; Lee; Bae, 2016; Schunk et al., 2021; Wang et al., 2015). A Figura 5 ilustra a
estrutura de éxons e introns do gene NLRP3 e as principais variantes genéticas
identificadas.

A variante rs10754558 (C>G), localizada na regido 3’ nao transcrita (3'UTR) do
gene NLRP3, tem um certo impacto na estabilidade do mRNA, uma vez que o alelo
minoritdrio (G) aumenta a expressao do mRNA do NLRP3 em 1,3 vezes e sua estabilidade
em comparacdo com o outro alelo mais frequente (C), além de aumentar a expressao de
componentes da via de sinalizacdo NLRP3-IL-1f (Hitomi et al., 2009). Na presenca do
alelo G, ha um sitio de ligacdo para o micro-RNA (miR)-3529-3p e miR- 549a, enquanto
o alelo C anula tal sitio, mas d4 origem a um sitio de liga¢do para miR-146a- 5p, miR-

146b-5p, miR-589-5p e miR-7153-5p (Addobbati et al., 2017).

Figura 5 - Estrutura de éxons e introns do gene NLRP3 e as principais variantes
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genéticas identificadas.

NLRP3 (1q44)
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O gene NLRP3 estd localizado no cromossomo 1 (1g44), possui uma regido C-terminal com o dominio
LRRs e uma regido N-terminal com o dominio PYD. possui nove exons e mais de 60 variantes de um tinico
nucleotideo que estdo associados a diferentes niveis de ativa¢do do complexo, como ganho ou perda de
fun¢do. Especificamente, a variante NLRP3 rs10754558 G>C esta localizada na regido 3’ ndo transcrita
(3°’UTR) e aumenta a estabilidade do mRNA do NLRP3 e, portanto, a expressio do NLRP3. O tamanho
dos exons é proporcional dentro cada regifio de codificacdo. O tamanho dos introns ndo é proporcional. O
niimero de aminodcidos € indicado acima dos dominios principais. PYD: Dominio pirin; NACHT: dominio
de ligac@o a nucleotideos; LRRs: dominio de oligomerizagdo, repeti¢des ricas em leucina.

Fonte: Adaptado de Fernandes et al. (2020).

Até o momento, estudos sobre possiveis associacdes entre variantes genéticas do
NLRP3 e DCVs revelaram resultados contraditérios. Um estudo demonstrou uma
associacdo significativa entre a variante NLRP3 rs10754558 e a ocorréncia e gravidade
da doenca arterial coronariana, bem como aumentos nas concentragoes séricas de IL-13
(Zhou et al., 2016). A variante NLRP3 rs4612666 aumentou a suscetibilidade ao AVCI
subtipo LAAS ao influenciar a vulnerabilidade da placa (Cheng L. et al., 2018). Em outro
estudo, ndo foram observadas diferencas significativas na frequéncia dos genétipos
NLRP3 1510754558 ou CARDS8 152043211 em pacientes com AV CI em compara¢do com
controles. No entanto, apds estratificacdo por sexo, os resultados mostraram que homens
portadores dos alelos CARDS rs2043211 AT e NLRP3 rs10754558 CG (ambos gendtipos
heterozigotos) apresentaram probabilidade sete vezes maior de desenvolver AVCI em
comparacao com mulheres, quando aplicado um modelo genético codominante e a analise
de regressdo logistica (Lv et al., 2020). Kumar et al. (2022) descobriram que um haplétipo
putativo de susceptibilidade GTGTA dentro do gene NLRP3 conferia um risco duas vezes

maior de AVCI em portadores e potencializava o aumento dos niveis de Proteina C
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Reativa (PCR) e IL-1p de maneira dose-dependente. Por outro lado, outro estudo que

testou variantes de NLRP3 ndo conseguiu confirmar esse resultado (Zhao et al., 2016).

1.8 Acidente vascular cerebral isquémico e distirbios da coagulacao

Em paralelo, o AVCI também ativa as cascatas de hemostasia, coagulacdo,
formacdo de codgulos de fibrina e fibrindlise, além de disfun¢des endoteliais (Wiseman
et al., 2014; Lehmann et al., 2021a), refletindo um estado de tromboinflamacdo que
conecta inflamacdo e hemostasia, contribuindo para a progressio do dano neuronal.
Niveis elevados do fator de von Willebrand (vWF) e do fibrinogénio, juntamente com
niveis reduzidos de anticoagulantes naturais, incluindo proteina C, proteina S e
antitrombina, sdo biomarcadores associados a um risco aumentado de progressdo,
desfecho e prognéstico do AVCI (Alakbarzade et al., 2018; Lehmann et al., 2021; Donkel
et al., 2019; Tzoulaki et al., 2007). No entanto, ainda ndo se compreende completamente
como esses mediadores interagem com as variacdes genéticas no inflamassoma.

Portanto, considerando os mecanismos fisiopatogénicos subjacentes ao AVCl e a
conexao relatada entre inflamacao e coagulacao, este estudo se justifica pela necessidade
de identificar mecanismos biol6gicos que nos permitam compreender por que alguns
pacientes desenvolvem maior gravidade ou incapacidade funcional apés um AVCIL. A
elucidacdo das vias que conectam a inflamacdo e a coagulacdo ao componente genético
do inflamassoma NLRP3 pode contribuir para o aprimoramento de modelos progndsticos,
apoiar o desenvolvimento de estratégias terapéuticas individualizadas, assim como
sugerir novas perspectivas sobre a fisiopatologia do AVCI. Nesse contexto, o objetivo
deste estudo foi investigar a contribuicao da variante genética NLRP3 rs10754558, bem
como de biomarcadores inflamatérios e hemostaticos, para o progndstico clinico de
pacientes com AVCI, avaliando a interacdo entre essas vias e seu impacto nos desfechos

pos-AVC.
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Hipéteses do Estudo

Algumas hipéteses que justificam a realiza¢io do estudo sao:

A variante NLRP3 rs10754558 estd associada a maior ativagdo inflamatéria
sistémica em pacientes com AVCI.

A presenca de perfis inflamatdrios e hemostéticos mais intensos estd relacionada
a pior progndstico clinico ap6s o AVCIL.

A inflamagdo sistémica atua como mediadora central entre a variagdo genética
do inflamassoma NLRP3 e a ativacdo hemostéatica, contribuindo para os
desfechos clinicos observados.

A integracdo do gen6tipo NLRP3 rs10754558 com biomarcadores inflamatdrios
e hemostaticos permite identificar subgrupos de pacientes com maior risco de

evolucdo desfavoravel ap6s o AVCI.
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2 JUSTIFICATIVA

O AVCI resulta de um conjunto complexo de mecanismos fisiopatoldégicos que
envolve inflamagdo sistémica, ativacdo hemostdtica e fatores genéticos associados a
resposta imune inata. Entre esses mecanismos, o inflamassoma NLRP3 destaca-se como
um componente molecular capaz de integrar sinais de dano tecidual e desencadear
respostas inflamatdrias amplificadas. Evidéncias recentes indicam que variantes
genéticas que modulam a atividade do NLRP3 podem influenciar tanto a intensidade da
inflamacgdo pds-AVCI quanto a evolucdo clinica do paciente. Nesse contexto, a variante
NLRP3 1510754558 (C>@), localizada na regido 3’UTR do gene, tem sido associada a
regulacdo da estabilidade do mRNA e a modulacao da producdo de IL-1p (Hitomi et al.,
2009), sugerindo um possivel impacto sobre a resposta inflamatéria apds o evento
isquémico.

Paralelamente, distirbios da coagulacdo e hiperativacdo hemostatica
desempenham papel central na progressao do dano neuronal, refletindo um estado de
trombo-inflamacdo que conecta inflamacgao e hemostasia. Biomarcadores inflamatorios e
de coagulacdo tém sido associados a pior prognéstico, porém ainda ndo estd
completamente esclarecido como esses mediadores interagem com variacdes genéticas
do inflamassoma. A lacuna de conhecimento reside, portanto, na compreensao integrada
de como fatores genéticos, inflamatdrios e hemostéticos se articulam para influenciar o
desfecho clinico do AVCL.

Diante desse cendrio, este estudo justifica-se pela necessidade de identificar
mecanismos bioldgicos que permitam compreender por que alguns pacientes evoluem
com maior gravidade ou incapacidade funcional apés o AVCI. A elucidacdo de vias que
conectam a inflamac@o e a coagulacido ao componente genético do inflamassoma NLRP3
pode contribuir para o refinamento de modelos progndsticos, apoiar o desenvolvimento
de estratégias terapéuticas individualizadas e sugerir novas perspectivas sobre a
fisiopatologia do AVCI.

Assim, ao propor uma abordagem integrada que conecta genética, inflamacdo e
hemostasia, este estudo pretende ndo apenas ampliar o entendimento da fisiopatologia do
AVCI, mas também contribuir para a identificacio de potenciais biomarcadores

progndsticos e vias terapéuticas emergentes.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
Investigar a contribui¢do da variante genética NLRP3 rs10754558 (C>G), bem

como de biomarcadores inflamatdrios e hemostaticos, para o progndstico clinico
de pacientes com AVCI, avaliando a interacio entre essas vias € seu impacto nos

desfechos p6s-AVCI.

Objetivos Especificos

Determinar a frequéncia dos gendtipos e alelos da variante NLRP3 rs10754558
(C>G) em pacientes com AVCI;

Avaliar a associacdo da variante NLRP3 rs10754558 (C>G) com biomarcadores
inflamatérios e hemostéticos em pacientes com AVCI;

Investigar a relacdo entre esses biomarcadores (inflamatérios e hemostéticos) e os
desfechos clinicos p6s-AVCI;

Examinar se a inflamacdo sistémica medeia a relacdo entre a variante NLRP3
rs10754558 (C>G), a ativagdo hemostatica e o progndstico clinico do AVCI;
Identificar possiveis perfis combinados (genéticos, inflamatérios e hemostaticos)

que possam contribuir para a estratificacdo progndstica de pacientes com AVCI.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1.  Aspectos Eticos
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres

Humanos da Universidade Estadual de Londrina (UEL) (CAAE 0176.0.268.000-10,
Parecer CEP/UEL 181/2010, Anexo 1). Os individuos foram convidados a participar
voluntariamente da pesquisa e um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi
obtido dos individuos envolvidos na pesquisa ou de seus responsdveis (Apéndice 1A e

1B).

4.2. Delineamento

Foi realizado um estudo observacional, descritivo, prospectivo de progndstico.

4.3  Populacao

Foram convidados a participar do estudo pacientes com provavel diagndstico
de AVCI agudo, adultos, de ambos os sexos, que deram entrada no Pronto Socorro do
Hospital Universitario da UEL (HU/UEL), em Londrina, Parand. O convite foi realizado

de forma consecutiva, no periodo de janeiro de 2013 a janeiro de 2015.

4.4  Critérios de Exclusao

Foram seguidos os seguintes critérios de exclusdo: pacientes que se recusaram a
participar do estudo; presenca de processo inflamatério agudo, autoimune ou infeccioso;
pacientes em uso cronico de corticosteroides ou imunossupressores; portadores de doenca
renal cronica, hepatopatia cronica, neoplasias, doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson; os que apresentaram AIT, AVC hemorrdgico ou IAM; pds-operatorio
imediato; trauma nos ultimos 30 dias; pacientes com dados incompletos ou que ndo

tinham amostra biolégica para as andlises laboratoriais previstas.

4.5 Amostra

Trata-se de uma amostra consecutiva, de conveniéncia de tempo e local, com a
inclusdo, prospectivamente, de 134 pacientes com AVCI agudo, diagnosticados pelo
exame clinico e TC de cranio e/ou RNM. O AVCI agudo foi diagnosticado como déficit

focal ao exame neuroldgico, com ou sem distirbio de consci€ncia; inicio subito, agudo
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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, que inclui 5 categorias dependendo dos dados clinicos, dos exames laboratoriais
e de imagem, tais como LAAS, CEI, LAC, ODE e UDE (Adams et al., 1993).

A avaliagdo da gravidade basal do AVCI foi realizada pela NIHSS durante o
primeiro atendimento do paciente e categorizada em leve (NIHSS < 5), moderada (NIHSS
5-14), ou grave (NIHSS >15) (Brott et al., 1989). A avaliacdo do estado de incapacidade
funcional foi realizada pela escala de Rankin modificada (mRS) (Bonita; Beaglehole,
1988) aplicada em até oito horas da admissao no hospital (baseline) e os valores foram
categorizados em comprometimento funcional leve (mRS <3) e comprometimento
funcional moderado/grave (mRS >3), como descrito previamente (Alfieri et al., 2017).

Os pacientes foram prospectivamente acompanhados apds trés meses do
evento isquémico, por meio de consulta ambulatorial ou entrevista telefonica com o
paciente ou o mais préximo dele ou responsavel, quando apropriado (OH et al., 2011).
Neste momento, foram coletados dados sobre os cuidados médicos recebidos durante o
periodo de seguimento, o estado funcional ap6s o AV CI ou a mortalidade, de acordo com
o instrumento descrito no Apéndice 1C. No caso de 6bito, o avaliador solicitava a data do
mesmo e se foi em decorréncia do AVCI ou por outra causa nao relacionada ao evento
isquémico. Os pacientes com AVCI foram categorizados como bom (mRS <3) ou pior

desfecho (mRS >3) (Park et al., 2015).

4.6 Dados demograficos, epidemioldgicos, clinicos e de imagem

Foram coletados dados demogréficos (idade, sexo e etnia), epidemioldgicos
como fatores de risco associados ao AVCI (hipertensdo, sedentarismo, tabagismo,
dislipidemia e DM2), antropométricos [peso, altura e indice de massa corporal (IMC)] e
clinicos como pressdo sanguinea sistdlica (PAS), pressdo sanguinea diastolica (PAD) e
medicamentos em uso no periodo que antecedeu o evento isquémico. As medidas
antropométricas avaliadas foram peso corporal (kg) e altura (m), obtidas, por
interrogatorio, durante a aplicacdo do questiondrio. O IMC foi calculado como peso (kg)
dividido pela altura (m) ao quadrado e expresso em kg/m”. PAD e PAS foram obtidas no
periodo da admissdo pelo uso de aparelho digital devidamente calibrado e expressas em
mmHg.

PAS >130 mmHg e PAD >90 mmHg ou uso de anti-hipertensivo foram os

critérios considerados para definir hipertensao (James et al., 2014). Presenga de DM2 foi
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definida como glicose em jejum >126 mg/dL e nao-jejum >200 mg/dL e/ou o uso de
medicamentos antidiabéticos (American Diabetes Association, 2014). Dislipidemia foi
definida pela presenca de uma ou mais das concentracdes anormais de lipideos no soro,
como colesterol total >200 mg/dL, LDL >130 mg/dL e lipoproteina de alta densidade
(HDL) <40 mg/dL (Grundy et al. 2019)

Os dados foram coletados pela aplicagio de um questiondrio padrdo
(Apéndice 1C), respondidos pelo paciente ou por seus responsaveis. Os dados foram,
também, obtidos por meio de consulta aos prontudrios médicos e a base de dados
LABHOS do Laboratério de Anélises Clinicas do HU/UEL e do Hemocentro Regional
de Londrina.

Dois desfechos funcionais foram avaliados: incapacidade e mortalidade apds trés
meses. Para o primeiro desfecho, os pacientes foram categorizados como incapacidade
leve (mRS <3) e incapacidade moderada/grave (mRS >3) (PARK et al., 2015). Os casos
de morte (mRS=6) 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
progndstico. No caso de 6bito, o avaliador solicitou a data da ocorréncia do mesmo. Esses
desfechos de mortalidade foram definidos como qualquer causa de morte, com excecao
da morte acidental (Wei et al., 2018).

O exame de USGD da carédtida foi realizado utilizando o aparelho Siemens
Acuson X300 com Doppler colorido (Siemens, Muenchen, Alemanha). Todos os
pacientes foram avaliados pelo mesmo examinador, um médico vascular. A cIMT, como
variavel continua (expressa em mm), foi calculada como a média de trés medi¢cdes das
artérias cardtidas esquerda e direita. Além disso, os pacientes foram classificados de
acordo com a cIMT categorizada (<0,9 mm e >0,9 mm). A cIMT aumentada foi definida

como > 0,9 mm (Eickemberg et al.2019; Pirs et al., 2014).

4.7  Exames Laboratoriais

Amostras de sangue periférico, com e sem condicdes de jejum para os
pacientes, foram coletadas nas primeiras 24 horas da admissdo no hospital pelos
participantes do projeto, segundo a requisi¢do de exames laboratoriais padronizada pelo
hospital. Foram coletados 10 mL em tubo de coleta a vacuo sem anticoagulante e dois
tubos de 10 mL com anticoagulantes acido etilenodiaminotetracético e fluoreto. O
material foi encaminhado imediatamente ao laboratdrio para registro, processamento e

armazenamento das amostras. Plasma, soro e buffy coat foram obtidos ap6s centrifugacdo



O o0 9 O »n B~ WD =

L N Y S I N L N N S N N e N A L N N O L S N A R\ o o e e e e N e T e R e e
(O I S R = R« o R e Y e O L e R e e R N =) Y L VS B S R =

25

(10 min 2500 rpm) e armazenados a -80 °C até o momento das andlises quando as
amostras ndo eram analisadas no mesmo dia. Todos os pacientes e controles e suas
respectivas amostras foram identificados por nimero e letra para garantir 0 anonimato e
confidencialidade dos individuos e dos resultados obtidos.

Os biomarcadores inflamatérios avaliados foram leucdcitos periféricos
determinados por autoanalisador hematolégico (Auto Hematology Analyzer Mindray
BC6800, Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics, Shenzhen, China), PCR
determinada por imunoturbidimetria de alta sensibilidade (PCRus) (Architect C8000,
Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, EUA) e albumina, determinada por turbidimetria
(Architect C8000, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, EUA). Os biomarcadores de
hemostasia/coagulacdo foram fibrinogénio determinado pelo método Clauss, proteina C
e antitrombina III determinadas pelo ensaio cromogénico, proteina S determinada pelo
imunoensaio ao latex e o FVIII determinado pelo método coagulométrico. O biomarcador
de disfuncao endotelial foi o FvW mensurado pelo imunoensaio ao litex. Todos esses
biomarcadores foram determinados usando o coagulometro automatizado (ACL TOP
300; Instrumentation Laboratory, Lexington, Massachusetts, EUA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Dois escores foram propostos no presente estudo: 1) Indice de Inflamacio
composto pelo escore z da PCRus (z-PCRus) + escore z da contagem de leucdcitos
periféricos (z-leucdcitos) — escore z da albumina (z-albumina); 2) Desfecho Composto

(Escala NIHSS basal, Escala de mRS basal/trés meses, mortalidade em trés meses).

4.8  Genotipagem da Variante rs10754558 do NLRP3

A variante genética rs10754558 C>G do NLRP3 foi avaliada por reagcdo em cadeia
da polimerase em tempo real (qQPCR) pelo método de TagMan®. Para tanto, foram
utilizados ensaios Tagman® SNP Genotyping Assay 40X (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) contendo dois primers e duas sondas TagMan® MGB alelo-especificas
com um corante repérter na extremidade 5' (VIC® ou FAM®) e TagMan® Universal
Genotyping Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Os niveis de
fluorescéncia dos produtos da qPCR foram avaliados pelo termociclador QuantStudio®

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
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4.9  Andlise Estatistica

As varidveis categéricas foram expressas como numero absoluto (n) e
porcentagem (%) e as varidveis continuas foram expressas como média * erro padrdo da
média (SEM). Andlises de tabelas de contingéncia (teste do y*) foram empregadas para
verificar as associacOes entre varidveis categdricas e grupos diagndsticos. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade da distribuicdo. A
transformacdo logaritmica (Ln) de dados continuos foi utilizada na andlise quando as
varidveis ndo estavam normalmente distribuidas ou quando havia heterogeneidade de
variancia, conforme avaliado pelo teste de Levene. As diferencas nas varidveis continuas
entre os grupos foram avaliadas usando andlises de varidncia (ANOVA). A associacdo
dos gendtipos da variante NLRP3 rs10754558 (C>G) com as varidveis de estudo foi
avaliada nos modelos genéticos codominante, dominante, recessivo e overdominante. A
distribuicdo dos gendtipos foi comparada para o equilibrio de Hardy-Weinberg.

Regressdo linear miultipla stepwise, regressdo logistica bindria e grafico de
regressao parcial (PLS) foram aplicadas para identificar preditores independentes,
determinantes da inflamacao e efeitos de mediagdo. As andlises foram controladas por
covaridveis que poderiam confundir a associacao de interesse. Odds ratio (OR) e intervalo
de confianca de 95% (IC) foram determinados. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas usando o IBM SPSS, versdo do Windows 24. Os testes foram bicaudais € um

valor de p< 0,05 indicou resultados estatisticamente  significativos.
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5 RESULTADOS
Os resultados do presente estudo serdo apresentados e discutidos em um artigo
original que serd submetido a jornais internacionais nas dreas especificas de neurologia,

neuroinflamacdo e imunologia translacional.
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ABSTRACT

Background: The interaction between inflammation, hemostatic pathways, and genetic
susceptibility in the ischemic stroke (IS) outcomes, particularly involving the NLRP3
inflammasome, remains incompletely understood. This study investigated the
contribution of the NLRP3 rs10754558 C>G variant, along with inflammatory and
hemostatic biomarkers, to clinical after ischemic stroke

Methods: A total of 134 patients with ischemic stroke were included and stratified
according to a composite clinical outcome index (PC outcome) integrating baseline
National Institute Health Stroke Scale (NIHSS) and three-month modified Rankin Scale
scores, and three-month mortality. Clinical, anthropometric, biochemical, inflammatory,
and hemostatic variables were assessed. An Inflammation Index was constructed using
values of C-reactive protein, white blood cell count, and inverse albumin levels. NLRP3
rs10754558 (C>G) genotypes were analyzed using real-time polymerase chain reaction.
Stepwise multiple linear regression, binary logistic regression, and partial least squares
(PLS) path modeling were applied to identify independent predictors, determinants of
inflammation, and mediation effects.

Results: Patients with worse outcomes were older (p<0.001), had lower body mass index
(BMI) (p=0.028), and exhibited higher Inflammation Index (p<0.001) and von
Willebrand factor levels (p=0.002). Atrial fibrillation was the only categorical variable
associated with worse outcome (p=0.014). The Inflammation Index was the strongest
independent predictor of PC outcome and together with age explained 22.6% (R?=0.226).
Factor VIII activity, NLRP3 GG genotype, Protein C levels, and male sex, collectively
explained 24.1% of the variance in the Inflammation Index. Baseline NIHSS and the
Inflammation Index predicted three-month mortality (p<0.001), while lower BMI and
higher inflammation predicted worse clinical outcomes (p=0.028 and p<0.001,
respectively). PLS analysis confirmed that the effects of NLRP3 genotype, Factor VIII,
and Protein C on clinical outcome were mediated through inflammation.

Conclusions: Systemic inflammation is a central and independent determinant of
mortality and unfavorable clinical evolution after ischemic stroke mediating the effects
of coagulation imbalance and NLRP3 genetic background on prognosis. These findings
support an integrated inflammation—coagulation—genetic model of ischemic stroke
outcomes and highlight inflammation as a potential target for prognostic stratification and

therapeutic intervention.
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coagulation biomarkers; clinical outcome

INTRODUCTION

Stroke remains one of the leading causes of death worldwide and the third cause
of death and disability combined, with more than 12 million new strokes and over 6.5
million deaths per year, and almost 90% of this burden occurring in low- and
middle-income countries. Ischemic stroke (IS) results from the interruption of blood flow
to a specific region of the brain, depriving cells of oxygen and nutrients and leading to
cell death and brain damage (Feigin et al., 2022).

Non-modifiable and modifiable risk factors that may exacerbate IS heritability
and trigger stroke are well identified. The non-modifiable factors include old age, female
sex, race and ethnicity, family history, and genetic factors, while modifiable risk factors
include but are not limited to hypertension, cardiovascular diseases, type 2 diabetes
mellitus (T2DM), hypercholesterolemia, atrial fibrillation, smoking, alcohol
consumption, physical inactivity, use of oral contraceptives, hyperuricemia, chronic
bronchitis, periodontal disease, bacterial and viral infections, and poor dietary lifestyle
including high salt intake (Boehme et al., 2017; Connor et al., 2007; Li et al., 2012;
O’Donnell et al., 2010; Owolabi et al., 2009; Palm et al., 2009; Pu et al., 2023; Schulz et
al., 2004; Touzé and Rothwell, 2008;).

After the acute IS, a cascade of pathophysiological events is triggered, involving
excitotoxicity, oxidative stress, neuroinflammation, blood—brain barrier (BBB) disruption
and activation of hemostasis. In this context, the NLRP3 inflammasome has emerged as
a key molecular platform integrating damage-associated molecular patterns (DAMPs),
promoting caspase-1 activation, interleukin (IL)-1p and IL-18 release, Gasdermin-D—
mediated pyroptosis, and amplification of neuroinflammation, thereby contributing to
neuronal death and BBB breakdown (Fann et al., 2018;).

More than 60 single nucleotide variants (SNVs) have been identified in the NLRP3
gene, and functional studies show that some of them modify inflammasome activation
and IL-1B production (Wu et al., 2021). The rs10754558 variant, located in the 3’
untranslated region (3'UTR), increases NLRP3 mRNA stability and expression, and has
been associated with susceptibility to a range of autoimmune, inflammatory,
cardiovascular, and metabolic diseases, suggesting a potential impact on vascular and

cerebrovascular risk (Hitomi et al., 2009; Wu et al., 2021).
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Previous studies evaluating NLRP3 variants in cardiovascular and cerebrovascular
diseases have reported heterogeneous results. Certain variants, including rs10754558 and
rs4612666, have been associated with increased risk or severity of coronary artery disease
and large-artery atherosclerotic stroke, and with higher IL-1f or C-reactive protein (CRP)
levels, while other cohorts did not confirm these associations or showed effects restricted
to specific haplotypes or sex strata (Cheng et al., 2018; Lv et al., 2020; Kumar et al.,
2022; Zhao et al., 2016; Zhou et al., 2016).

In parallel, multiple inflammatory and hemostatic biomarkers, such as CRP, IL-6,
fibrinogen, D-dimer, von Willebrand factor (vWF), and reduced natural anticoagulants
(protein C, protein S, and antithrombin), have been linked to worse functional outcome
and higher short-term mortality after IS, supporting a thrombo-inflammatory model that
integrates inflammation and coagulation in IS prognosis (Alakbarzade et al. 2018; Donkel
et al., 2019; Tzoulaki et al., 2007). However, it is still unclear how NLRP3 genetic
variation, systemic inflammation, and hemostatic imbalance interact to shape clinical
outcomes after IS. Therefore, this study aimed to investigate the contribution of the
NLRP3 1510754558 C>G variant and of inflammatory and hemostatic biomarkers to the
clinical prognosis of patients with IS, exploring the interplay between these pathways and

their impact on post-IS outcomes.

METHODS

This study included 134 eligible participants of both sexes with acute neurological
signs or symptoms attributed to IS, confirmed by brain computed tomography and clinical
examination. The patients with IS were recruited at the emergency room of the University
Hospital, State University of Londrina in Londrina, Parand, from January 2017 to January
2018.

The IS subtypes were classified according to the Trial of Org in 10172 Acute
Stroke Treatment (TOAST) criteria (Adams et al., 1993); the baseline severity was
determined using National Institute Health Stroke Scale (NIHSS) and categorized as mild
(NIHSS < 5), moderate (NIHSS 5-14), or severe (NIHSS >15) (Brott et al., 1989). All
patients were treated according to national standards for IS treatment (Brazil, 2023). The
functional disability status was assessed using the Modified Rankin Scale (mRS) (Bonita;
Beaglehole, 1988), applied within eight hours of hospital admission (baseline), and scores
were categorized as mild functional impairment (mRS<3) and moderate/severe functional

impairment (mRS >3), as previously described (Alfieri et al., 2017). After three months,
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patients or their families were contacted via telephone (Wang et al., 2014), and the mRS
was again used to assess the degree of disability of IS patients; moreover, after three
months, patients were classified as survivors or non-survivors (Park et al., 2015).

The exclusion criteria for IS patients were hemorrhagic stroke, transient ischemic
attack (TIA), history of myocardial infarction, malignancies, chronic infections such as
human immunodeficiency virus type 1, hepatitis virus B and hepatitis virus C infections,
the presence of immune-inflammatory disorders, inflammatory bowel disease, chronic
kidney disease, and liver failure, fever within the last seven days prior to the onset of IS
symptoms, surgery or trauma within the last 30 days, angiography within the last seven
days, and use of steroid or non-steroidal anti-inflammatory and immunosuppressive
drugs.

A clinical evaluation and a standard questionnaire were used to obtain baseline
demographic, lifestyle, and medical data of the IS patients. Anthropometric
measurements included weight and height as reported by patients or their families. Body
mass index (BMI) was determined using weight (kg) divided by height (m) squared. The
ethnicity (Caucasian and non-Caucasian) was self-reported. Baseline systolic and
diastolic blood pressures (SBP and DBP, respectively) were taken twice and the mean of
these two values was utilized in the analysis; systemic arterial hypertension (SAH) was
defined as SBP 140 mmHg or DBP 90 mmHg following the acute phase of IS.
Antihypertensive medication use was also considered to diagnose SAH (James et al.,
2014). T2DM was defined as a fasting blood glucose level of 126 mg/dL, a non-fasting
serum glucose level of 200 mg/dL, or the use of oral hypoglycemic drugs (ADA, 2022).
Dyslipidemia was defined as the presence of one or more of the abnormal serum lipid
concentrations: total cholesterol > 200 mg/dL, low-density lipoprotein (LDL) cholesterol
> 130 mg/dL, high-density lipoprotein (HDL) cholesterol < 40 mg/dL, and triglycerides
> 150 mg/dL (Grundy et al. 2019)

The protocol of the study was authorized by the State University of Londrina's
Institutional =~ Research ~ Ethic  Committee in  Parani, Brazil (CAAE
61361416.9.0000.5231). All of the patients gave their informed consent. When the IS

patients were unable to communicate, their legal guardians signed a consent form.

Carotid intima-media thickness measurement
Carotid ultrasonography with doppler (USGD) examination was performed using

the Siemens Acuson X300 Color Doppler Machine (Siemens, Muenchen, Germany). All
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patients were evaluated by the same examiner, a vascular trained physician. The carotid
intima-media thickness (cIMT) was expressed in mm and calculated as the average of
three measurements of the left and right carotid artery. Further, the patients were
classified according to the categorized cIMT as <0.9 mm (normal) and >0.9 mm

(increased). Increased cIMT was defined as > 0.9 mm (Pirs et al., 2014).

Laboratory Biomarkers

Peripheral blood samples, with and without fasting conditions for IS patients, were
collected within the first 24 hours of hospital admission, according to the standardized
laboratory test request form provided by the hospital. The samples were collected in
vacuum collection tubes without anticoagulant (10 mL) and with EDTA anticoagulant
(10 mL) and fluoride (5 mL). The material was immediately sent to the laboratory for
registration, processing, and storage of the samples. Plasma, serum, and buffy coat were
obtained after centrifugation (10 min 2500 rpm) and stored at -80 °C until analysis when
samples were not analyzed on the same day. All patients and their respective samples
were identified by number and letter to ensure the anonymity and confidentiality of the
individuals and the results obtained.

Inflammatory biomarkers were peripheral white blood cells (WBC) determined
by automated hematology analyzer (Auto Hematology Analyzer Mindray BC6800,
Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics, Shenzhen, China), CRP determined by high-
sensitivity immunoturbidimetry (hsCRP) (Architect C8000, Abbott Laboratory, Abbott
Park, IL, USA), and albumin determined using immunoturbidimetry (Architect C8000,
Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA). Hemostatic biomarkers were Protein C
determined by the chromogenic assay, Protein S determined by latex immunoassay,
Factor VIII (FVIII) determined by the coagulometric method, and vWF determined by
latex immunoassay. All hemostatic biomarkers were determined using the automated
coagulometer (ACL TOP 300; Instrumentation Laboratory, Lexington, Massachusetts,
USA), according to the manufacturer's recommendations. A z unit-based composite score

was constructed as z hsCRP + z WBC — z albumin, labeled as Inflammation Index.

NLRP3 Genotyping

The NLRP3 rs10754558 C>G genetic variant was evaluated by qualitative real-

time polymerase chain reaction (QPCR) using the TagMan™ method. For this purpose,
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Tagman™ SNP Genotyping Assay 40X (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
containing two primers and two allele-specific TagMan™ MGB probes with a reporter
dye at the 5' end (VIC™ or FAM™) and TagMan™ Universal Genotyping Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) were used. For the rs10754558 variant (C
26052028_10), the primer was
GACAATGACAGCATCGGGTGTTGTT[C/G]JTCATCACAGCGCCTCAGTTAGAG
GA (ThermoFisher, 2025). The fluorescence levels of the qPCR products were evaluated
by the QuantSudio™ equipment (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Statistical Analysis

Categorical data were assessed using the chi-square test (y?) or Fisher’s exact test,
as appropriate. Results were expressed as absolute number (n) and percentage (%).
Continuous data were analyzed using analysis of variance, with results expressed as mean
+ standard deviation, or the non-parametric Mann-Whitney test. Hardy-Weinberg
equilibrium was determined and the frequency and associations of NLRP3 variants were
analyzed under dominant, codominant, recessive, and overdominant genetic models.
Analysis of variance (ANOV A) was utilized to compare continuous variables among the
study groups. Contingency table analysis was utilized to examine the association between
categorical variables. Pearson’s product-moment correlations were utilized to examine
the associations among continuous variables. We utilized multiple regression analysis,
including both manual and automated sequential methods, to predict clinical outcome
data based on biomarkers while accounting for the effects of age, sex, and other relevant
factors. The automated methodology employed automated linear modeling with measures
to prevent overfitting, wherein the criteria for variable inclusion and exclusion were set
at p-values of 0.05 and 0.07, respectively. This analysis encompassed model evaluation
metrics, including standardized beta coefficients, degrees of freedom (df), p-values, R?,
and F-statistics. We utilized the White test and the modified Breusch-Pagan test to
examine heteroskedasticity, while collinearity was evaluated using tolerance and the
variance inflation factor. We used binary logistic regression analysis to delineate the most
important variables predicting death or a worse clinical outcome (based on the binned
outcome index). We computed odds ratio (OR) with 95% confidence intervals (CI). All
tests utilized a two-tailed approach, with a significance level established at p< 0.05. We

employed IBM SPSS 30 for Windows for all statistical analyses conducted in this study.


https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/genotyping/C__26052028_10
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To normalize the data, we applied various transformations as appropriate, including log10
and square root.

Partial least squares Structural (PLS) Equation Modeling (PLS-SEM) analysis
was utilized to investigate the causal relationships among the NLRP3 genotypes, protein
S, protein C, FVIIIL, vWF, the Inflammation Index, and the global clinical outcome index
(PC outcome). The latter was defined as a factor derived from basal NIHSS scores, as
well as baseline and 3-month mRS, and whether the individual had died within three
months following the IS. Consequently, we constructed a latent vector representing an
integrative index of the severity of the clinical outcome over time (from baseline to three
months thereafter; referred to as the 'outcome index'). The factor scores are likewise
employed in the multiple regression analysis. We performed PLS analysis exclusively
when both the outer and inner models satisfied the predetermined quality standards: a)
the overall model fit, as indicated by the standardized root mean square residual (SRMR),
is acceptable with a value below 0.08; b) the latent constructs demonstrate strong
construct and convergent validity, evidenced by an average variance extracted (AVE)
exceeding 0.5, Cronbach's alpha surpassing 0.7, composite reliability exceeding 0.8, and
rho A exceeding 0.8; c) all outer loadings are greater than 0.7 with p < 0.001; d)
Confirmatory Tetrad Analysis (CTA) verifies that the model is correctly specified as a
reflective model; and e) discriminant validity is established. Upon meeting the specified
model quality data criteria, we conduct a PLS-SEM path analysis using 5,000 bootstrap
samples, deriving path coefficients (with associated p-values), and additionally
calculating both specific and total indirect (mediated) effects, as well as the overall total

effects.

RESULTS

Clinical and Laboratory Characteristics

A total of 134 patients with IS were included, stratified into two groups according
to their PC outcome (cut off value >0.3): a better outcome group (n = 88) and a worse
outcome group (n = 46). Table 1 presents the sociodemographic, clinical, and
biochemical characteristics according to the outcome of the patients. Patients with worse
outcome were older and had a lower BMI compared with those with better outcome. In
addition, biomarkers of systemic inflammation were consistently higher among patients

with worse outcomes, as demonstrated by Inflammation Index. Among hemostatic
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biomarkers, vVWF was significantly elevated in the worse outcome group, whereas Protein
C and Protein S levels tended to be lower but did not reach statistical significance. No
significant differences were observed between the two groups in terms of cIMT. Atrial
fibrillation was the only significant categorical variable associated with worse outcome.
No significant associations were found for sex, hypertension, T2DM, dyslipidemia,

myocardial infarction, or previous stroke.

Predictors of Clinical Outcome

The distribution of the NLRP3 C>G rs10754558 genotypes among the ischemic
stroke patients was in Hardy—Weinberg equilibrium (p=0.85). The frequency of the C
and G allele was 0.598 and 0.402, respectively. Table 2 shows the distribution of the
NLRP3 1510754558 C>G variant in a codominant model, according to clinical outcome
of 122 patients with IS. The association between genotypes and clinical outcome was
assessed using Pearson’s chi-square test (y? = 2.243, df = 2, p = 0.326). The Fisher—
Freeman—Halton exact test showed consistent results (p = 0.320).

Table 3 shows a stepwise multiple linear regression analysis that identified the
Inflammation Index as the strongest independent predictor of the IS PC outcome.
In the initial model, inflammation explained 17.2% of the variance. After inclusion of age
as an additional covariate, the adjusted R? increased to 0.226 (22.6%), with both
inflammation and age remaining significant predictors. These results indicate that the

effect of inflammation on IS severity and recovery is independent of age.

Determinants of Inflammation

Table 4 displays the outcomes of stepwise regression model using the
Inflammation Index as the dependent variable to identify significant predictors that
distinguish patients with worse outcome from those with better outcome. FVIII activity,
NLRP3 GG genotype in a recessive genetic model (GG vs. GC+CC), Protein C, and sex
emerged as significant predictors, explaining 24.1% of its variance.

In our cohort, male sex emerged as an independent determinant of systemic
inflammation, together with FVIII, NLRP3 GG genotype and Protein C. Men present
higher post-IS mortality mainly due to earlier stroke incidence at a younger age (about 10
years before women), a higher prevalence of modifiable risk factors such as smoking,
excessive alcohol consumption, and occupational sedentarism, as well as lower adherence

to rehabilitation, which increases the risk of aspiration pneumonia and poorer blood
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pressure and glycemic control (Reeves et al., 2008; Silva et al., 2025). In Brazil, male
stroke mortality exceeds that of women up to 85 years of age, with young men
predominantly affected by atherosclerotic and tobacco-related IS, whereas women
accumulate a higher absolute number of events at older ages (De Souza et al., 2024). More
severe comorbidities such as heart failure and Chronic Obstructive Pulmonary Disease
(COPD) in men further contribute to reduced 12-month survival, reinforcing the need for
sex-specific stratification in vascular prevention and post-IS follow-up (Scrutinio et al.,
2020).

Table S presents the results of the binary logistic regression analyses, with the
following dependent variables: (i) death up to three months after the IS, and (ii) a worse
clinical outcome, defined by the composite index (PC outcome). In the analysis for
predicting death, it was observed that both the baseline NIHSS score and the
Inflammation Index were statistically significant independent predictors (y*=45.85, df=2,
p<0.001, Nagelkerke R?>=0.456, accuracy=85.6%). The baseline NIHSS score and the
Inflammation Index both increased the probability of death. In the model predicting worse
clinical outcome, BMI and the Inflammation Index were significant predictors (}*=22.92,
df=2, p<0.001, Nagelkerke R?=0.269, accuracy=73.6%). The Inflammation Index was a
risk factor, whereas BMI was a protective factor. Together, these findings demonstrate
that systemic inflammation is a consistent and independent determinant of both mortality
and unfavorable clinical evolution following IS.

Figure 1 demonstrated the partial regression of PC outcome on the Inflammation
Index. After adjustment for other covariates included in the model, higher Inflammation
Index values were associated with increased PC outcome scores. Figure 2 showed an
independent inverse association between Protein C levels and the Inflammation Index.

Figure 3 demonstrated an independent positive association between FVIII levels
and the Inflammation Index. These results demonstrated the relationship between
inflammation-coagulation-IS outcome of our model. Figure 4 illustrates the results of the
PLS analysis, with the outcome as the dependent variable and Inflammation Index and
age as direct input variables, while protein C, the NLRP3 GG (recessive model), and sex
functioned as direct predictors of the Inflammation Index. This PLS analysis shows that
the G allele in a recessive model is associated with increased inflammation.

Furthermore, FVIII acted as an intermediary between age and the Inflammation
Index. The model demonstrates satisfactory convergence and construct reliability validity

for the outcome latent vector, with AVE = 0.686, Cronbach’s alpha = 0.849, rho A =
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0.870, and composite reliability = 0.897. All four manifestations of the outcome exhibited
strong loadings on this latent vector (all exceeding 0.7). The overall quality of the model
is satisfactory, as demonstrated by an SRMR of 0.062. We determined that 25.0% of the
variance in the outcome data was accounted for by the Inflammation Index and age. The
model indicates that 21.2% of the variance in the Inflammation Index is accounted for by
FVIII, Protein C, sex (male=1, female=0), and the predominant NLRP3 GC+CC
genotype. Most importantly, the specific indirect effects (mediation effects) indicate that
the influence of the NLRP3 GG (recessive model) on the outcome is mediated through
the Inflammation Index (t = -2.48, p = 0.013). Furthermore, the effects of FVIII (t=3.43,
p=0.001) and Protein C (t=-2.39, p=0.017) on the PC outcome are mediated through the

Inflammation Index.

DISCUSSION

The first major finding of this study is that systemic inflammation constitutes a
key mediator between innate immune NLRP3 C>G rs10754558 genetic variation,
hemostatic activation, and clinical outcome after IS. In particular, our findings align with
and extend the emerging paradigm that the NLRP3 inflammasome acts as a mechanistic
bridge linking genotype to outcome via inflammatory—coagulation pathways (Wu et al.,
2025; Chen et al., 2024). Our findings suggest that both hemostatic imbalance and NLRP3
C>G 1510754558 genetic variation contribute to systemic inflammatory activation
following IS. Overall, patients with worse IS outcomes exhibited higher inflammatory
activity, altered hemostatic profiles, and a higher prevalence of atrial fibrillation.

The higher prevalence of atrial fibrillation among the IS patients with worse
outcome reinforce the notion that, beyond embolic burden, atrial fibrillation is
increasingly recognized as a pro-inflammatory condition characterized by endothelial
dysfunction, platelet activation, and activation of innate immune pathways, including the
NLRP3 inflammasome (Yao et al 2018). Atrial fibrillation has been associated with
systemic inflammatory activation and inflammasome signaling, suggesting that patients
with atrial fibrillation may experience a synergistic effect in which cardioembolism
determines infarct size while inflammasome-mediated inflammation exacerbates tissue
injury and impairs recovery (Guo et al., 2012). Therefore, we hypothesize that atrial

fibrillation influences IS outcomes both directly through cardioembolism and indirectly
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via inflammasome-mediated inflammation. A study showed that post-stroke patients with
atrial fibrillation have a more severe prognosis, although atrial fibrillation itself does not
have an independent negative effect on long-term outcomes after stroke (Tracz et al.,
2023). In our study, multivariable analyses indicated that inflammation is a key mediator
linking coagulation, inflammation, and genetic NLRP3 pathway mechanisms to clinical
outcomes after IS.

The NLRP3 inflammasome has been recognized for its central role in innate
immunity and neurovascular inflammation. Experimental studies demonstrate that
NLRP3 activation after cerebral ischemia amplifies IL-1B/IL-18 release, exacerbates
neurovascular damage, and increases infarct size (Alishahi et al., 2019). Genetic variation
in the NLRP3 has been associated with increased susceptibility to IS. The rs4612666 T
allele was associated with large artery atherosclerotic IS and microembolic signals in a
Chinese Han population (Cheng et al., 2018). A review highlights the NLRP3 genetic
variants and haplotypes as modulators of IS severity and outcome (Masenga and Kirabo,
2024). Our study showing that the GG (recessive model) genotype was associated with
inflammation and IS outcome supports the concept that certain genetic profiles predispose
to a pro-inflammatory phenotype in the post-stroke setting.

Five SNVs of the NLRP3 gene (rs10754558, rs4612666, rs2027432, rs3738488
and rs1539019) were investigated for the risk of IS (Kumar et al., 2022). Minor alleles of
3 out of 5 SNVs (rs10754558, rs4612666 and rs1539019) exhibited association with IS
risk in additive, recessive, and multiplicative models. Haplotype analysis revealed a
susceptibility putative haplotype GTGTA, which approximately doubled the risk of IS in
dominant mode after adjusting the effect with confounding variables. This susceptibility
putative haplotype GTGTA was significantly associated with increased concentrations of
CRP and IL-1p in dose-dependent manner (less in carriers of 1 copy than those who had
2 copies of GTGTA). One previous study demonstrated a significant association between
the NLRP3 rs10754558 variant and the occurrence and severity of coronary artery disease
as well as increases in IL-1f serum concentrations (Zhou et al., 2016). This finding could
be explained by a prior functional analysis of the NLRP3 rs10754558 variant which is
located in the 3’UTR of the NLRP3 gene, and was shown to increase NLRP3 mRNA
stability (Hitomi et al., 2009). Conversely, another study testing various NLRP3 variants
could not confirm this result (Zhao et al 2016). However, the cohort size in both studies
was relatively small, therefore, larger studies will be needed to clearly assess the effect

of NLRP3 variants on cardiovascular diseases.
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Inflammation as mediator and link to coagulation and clinical outcome

The second major finding of this study is that our data demonstrate that
inflammation and coagulation biomarkers were markedly elevated, while anticoagulation
biomarkers were reduced in patients with worse IS outcomes, independent of age and
BMI. These findings align with previous studies reporting that inflammasome activation
promotes endothelial dysfunction, upregulates tissue factor (TF) and vWF, and amplifies
thrombo-inflammation in IS (Grebe et al., 2018). In this study, we identified a coherent
pattern linking coagulation dysregulation, systemic inflammation, and clinical outcome
of IS. Reduced Protein C levels and increased FVIII levels were independently associated
with higher inflammatory burden, as measured by a composite Inflammation Index.
Moreover, inflammation was independently associated with worse IS clinical outcomes,
suggesting that inflammatory activation may represent a key intermediate pathway. This
dual imbalance may amplify systemic inflammation, thereby contributing to unfavorable
clinical outcomes. The pattern of independent associations observed across the regression
models is consistent with a mediation framework. Although the effects were moderate,
the results are consistent with the multifactorial nature of the physiopathology
mechanisms involved in the clinical outcome of IS.

The observed association of higher vWF and the Inflammation Index in our cohort
reinforces this pathway, suggesting that inflammation may act as the intermediate linking
genetic predisposition to hemostatic derangements. Regression analyses showed that
inflammation predicted outcome (adjusted R? ~ 0.21), and that upstream hemostatic
variables (FVIII, vWF, Protein C) predicted inflammation. These results mirror
mechanistic models in which innate immune activation via NLRP3 triggers cytokine
cascades, leads to vascular endothelial activation, and ultimately to a procoagulant state
that worsens cerebral ischemic injury (Puleo et al., 2022).

A growing body of evidence highlights the pivotal regulatory role of the NLRP3
inflammasome in thrombosis (Wu et al., 2025). NLRP3, through IL-1f, induces TF
expression and inhibits fibrinolysis, upregulating Plasminogen Activator-1 Inhibitor
(PAI-1), forming immunothrombosis (van der Poll et al., 2017). The neuro-thrombo-
inflammation and the NLRP3 inflammasome are jointly implicated in the
pathophysiological mechanism of cerebral small vascular disease and IS or
cerebrovascular disease in general. At the outset of cerebral ischemia, the neuro-thrombo-

inflammation may disrupt the integrity of the BBB, thus promoting neuronal
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degeneration, axonal loss, neuronal cell death, and parenchymal damage (Xiao et al.,
2020).

It appears that death due to IS is predicted by an integrated response in a network
which comprises strongly interconnected immune and hemostasis subnetworks. This
indicates that both the immune response, as indicated by increased IL-6, IL-10, tumor
necrosis factor (TNF)-a, vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1, E-selectin, and
CRP but lowered transforming growth factor (TGF)-B1 and albumin, and the activated
hemostasis, thrombosis and coagulation pathways (as indicated by increased FVIII, vWF,
and fibrinogen, but lowered Protein C, Protein S, antithrombin, and albumin levels) are
intertwined phenomena leading to death from IS (Maes et al., 2021).

The vWF shows many interactions with genes from both the immune and
hemostasis networks. Such data agree with the view that vWF mediates the crosstalk
between immune cells and hemostasis mechanisms and contributes to inflammation,
including vascular inflammation (Luo et al., 2021; Gragnano et al., 2017). The vWF
factor is released during the rupture of the endothelial layer of the vessels, whereby the
consequent exposure of collagen to platelets leads to clot formation (Sidelmann et al.,
2000). Consequently, endothelial cells release vVWF, P selectin, and inflammatory
mediators (Kozuka et al., 2002). vWF promotes platelet adhesion to the damaged site by
forming a molecular bridge between the subendothelial collagen matrix and the platelet
surface receptor complex glycoprotein Ib-IX-V (Gragnano et al., 2017). vWF levels are
increased in IS patients and are associated with the cardioembolic and large-vessel disease
subtypes (Hanson et al., 2011). Additionally, vVWF levels are associated with severity of
arterial thrombus formation and poor functional outcomes (Ancedy et al., 2018; T6th et
al., 2018). Furthermore, vVWF may function as a biomarker of the response to thrombolytic
or endovascular treatment in IS patients (T6th et al., 2018; Schuppner et al., 2018).

Our finding that lower BMI independently predicted worse clinical outcome is
consistent with the so-called obesity paradox in IS. Patients with low BMI (below 18.5
kg/m?) have higher post-stroke mortality, reflecting malnutrition, sarcopenia, and frailty
that deplete metabolic reserves during ischemic hypercatabolism, immunosuppression,
and infectious complications, such as pneumonia, which accounts for a large proportion
of deaths in the first year (Dehlendorff et al., 2014). Experimental data indicate that low
BMI and cachexia may hyperactivate the NLRP3 inflammasome via increased DAMPs
and ATP derived from muscle proteolysis, enhanced mitochondrial reactive oxygen

species and urate or lipid crystals from accelerated lipolysis, amplifying IL-1B/IL-18
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signaling and thereby promoting cytotoxic edema, BBB breakdown, and apoptosis in the
penumbra (Feng et al., 2020). In contrast, higher adiposity may provide metabolic
substrates and exert anti-inflammatory effects, partially explaining the paradoxical
protective association of higher BMI with outcome. Notably, pharmacological or genetic
suppression of NLRP3 reversed the excess mortality in lean experimental models, further
supporting inflammasome activation as a causal link between low body weight and

adverse stroke outcomes (Feng et al., 2020).

Clinical and translational implications

From a translational perspective, our findings highlight multiple intervention
points. First, that systemic inflammation, assessed by a composite inflammatory index, is
an independent predictor of both short-term mortality and worse clinical outcomes after
IS, even after accounting for baseline neurological severity. This supports the concept
that inflammatory pathways act as key modulators of IS prognosis rather than mere
epiphenomena of tissue injury. Second, the composite inflammation index may serve as
prognostic biomarkers in acute IS care. Third, genotyping for NLRP3 C>G variant could
stratify patients for targeted anti-inflammasome or anti-IL-1p therapies. Indeed, small-
molecule NLRP3 inhibitors and IL-1f antagonists are emerging in other
inflammatory/vascular settings (Cabral et al., 2025). Finally, the dual targeting of
inflammation and coagulation may yield additive benefits in preventing poor outcomes

after IS.

Limitations and future directions

This study has several limitations that should be acknowledged. Firstly, the cross-
sectional design prevents us from establishing firm causal relationships between the
inflammatory response and IS clinical outcome. Secondly, although we controlled for key
confounders, residual influences from unmeasured variables such as diet, physical
activity, and other genetic factors cannot be ruled out. Additionally, despite excluding
major comorbid conditions, the potential impact of undiagnosed or subclinical disorders
remains. Although the explained variances (R?) are moderate, they are consistent with
complex multifactorial processes involved in IS. Given the heterogeneity and dynamic
nature of the cellular and molecular changes that occur after IS, a single biomarker will
not accurately predict all adverse outcomes of the ischemic event.

The use of partial regression plots strengthens this interpretation by illustrating the unique
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contribution of each predictor after controlling for confounding variables. Together, these
findings support inflammation as a potential mediator linking coagulation abnormalities
to IS clinical prognosis. Future longitudinal and interventional studies are needed to

formally test this mediation pathway and to establish causal relationships.

CONCLUSION

Synthesizing our findings with the literature, we propose the following sequence
in IS pathophysiology: 1) NLRP3 C>G genetic variant confers increased inflammasome
activation in response to ischemic injury or circulating danger-signals (DAMPs/PAMPs);
2) this heightened inflammasome activity raises systemic inflammation (IL-1pB, IL-18)
and endothelial activation, reflected by elevated vVWF and decreased anticoagulant
Protein C and Protein S; and 3) the resulting pro-inflammatory/pro-thrombotic milieu
exacerbates cerebral tissue injury, impairs reperfusion, and translates into worse
functional outcomes. This mechanistic chain is supported by both our regression models,
partial regression plots, and prior experimental/clinical reviews (Masenga and Kirabo,
2024)

Taking all together, our study provides compelling evidence that the NLRP3 C>G
genetic variant influences systemic inflammation, which in turn drives hemostatic
disturbances and worsens clinical outcomes in IS. This supports the conceptualization
that the NLRP3 inflammasome modulates inflammation and coagulation, and
consequently IS clinical outcomes, and suggests novel biomarker and therapeutic

strategies in IS management.
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Table 1 Demographic and clinical differences between ischemic stroke patients

with better versus worse outcome

Variable Better outcome Worse outcome p-value
n=88 n=46

PC outcome® -0.620 +0.481 1.186 £0.566 <0.001
Age (years) 63.25 £12.45 70.78 £11.49 <0.001
Sex Male/ Female 48/40 (54.5/45.5) 22/24 (47.8/52.2) 0.460
Etnicity C/NC® 57/31 (54.8/(35.2) 32/12 (72.7/(27.3)  0.358
BMI (kg/m?)© 27.69 +4.77 25.64 £3.95 0.028
Hypertension (Yes/ No)¢ 62/23 (72.9/27.1) 32/13 (71.1/28.9) 0.824
T2DM (Yes/No) ¢ 28/57 (32.9/67.1) 11/34 (24.4/75.6) 0.315
Dyslipidemia (Yes/No) ¢ 39/46 (45.9/54.1) 20/25 (44.4/55.6) 0.876
Myocardial infarction (Yes/No)¢ 7/78 (8.2/91.8) 7/38 (0,16/84.4) 0.200
Atrial fibrillation (Yes/No) ¢ 4/81 (4.7/95.3) 8/37 (17.8/82.2) 0.014
Inflammation index 1° -0.70 £2.02 1.36 £2.75 <0.001
Log cIMT* 0.86 £ 0.36 0.90 £0.31 0.453
Protein C (mg/dL)? 112.44 £20.07 104.84 £26.28 0.064
Protein S (mg/dL)? 96.82 +17.49 90.90 + 15.10 0.054
VWF (%)¢ 218.30 £77.29 277.02 £ 139.68 0.002

Continuous variables were expressed as mean + standard deviation (SD) and comparison between groups
was performed using one-way ANOVA. Categorical variables were expressed as absolute number (n) and
percentage (%) and comparison between groups was performed using the chi-square test. PC outcome,
global clinical outcome index; C, Caucasian; NC, non-Caucasian; BMI, body mass index; T2DM, type 2
diabetes mellitus; Inflammation index 1, C-reactive protein/albumin/white blood cells ratio; Log cIMT, log
of carotid intima-media thickness; vWF, von Willebrand Factor; ANOVA, analysis of variance; ¥2 test and
statistical significance was set at p<0.05. PC outcome: Defined as a latent vector derived from basal NIHSS
scores, baseline and 3-month Rankin scores, and whether the individual had died within three months
following the stroke. It represents an integrative index of the severity of the clinical outcome over time

(from baseline to three months thereafter. Number of samples: a: 133; b: 132; c:107; d:130; e:131
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Table 2 Distribution of the NLRP3 rs10754558 C>G genotypes, in a codominant model,

according to clinical outcome of patients with ischemic stroke

Genotype Better outcome Worse outcome Total

n (%) n (%) n (%)
CC 32 (72.7) 12 (27.3) 44 (100.0)
CG 36 (62.1) 22 (37.9) 58 (100.0)
GG 11 (55.0) 9 (45.0) 20 (100.0)
Total 79 (64.8) 43 (35.2) 122 (100.0)

Data are expressed as absolute number (n) and row percentage (%). The association between genotypes and
clinical outcome was assessed using Pearson’s chi-square test (y2 = 2.243, df = 2, p = 0.326). The Fisher—
Freeman—Halton exact test showed consistent results (p = 0.320). The C and G allele frequencies were 0.598 and

0.402, respectively. The sample showed Hardy—Weinberg equilibrium (p=0.85). *: Number of samples: 122

Table 3 Results of linear regression model predicting the global clinical outcome index

(PC outcome) by inflammation

Predictor B coefficient (B) T p value R? F (df) p value
Inflammation Index  0.380 451 <0.001 0.226 16.52 <0.001
Age 0.222 2.63 0.010 (2/113)

Stepwise multiple linear regression model with the Inflammation Index and age as predictors of the clinical PC
outcome index. P, regression coefficient; R2, coefficient of determination; df: degree of freedom; statistical
significance was considered at p < 0.05. PC outcome: Defined as a latent vector derived from basal NIHSS
scores, baseline and 3-month Rankin scores, and whether the individual had died within three months following
the stroke. It represents an integrative index of the severity of the clinical outcome over time (from baseline to

three months thereafter.
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Table 4 Linear regression model predicting the inflammatory index as dependent
variable

Predictor B coefficient T p value model model model

R2 F (df) p value
Factor VIII 0.267 3.82 0.001 0.241 9.14 <0.001
df=4/115

NLRP3 ( GC+CC -0.230 3.54 0.006

versus GQG)

Protein C -0.325 3.41 <0.001

Sex -0.219 3.29 0.013

(male=1, female=0)

Stepwise multiple linear regression model with hemostatic and genetic variables predicting inflammation index

(Inflamindex1). B, regression coefficient; R2, coefficient of determination; df: degree of freedom; NLRP3,

nucleotide-binding domain leucine-rich repeat family pyrin domain containing 3. Statistical significance was

considered at p < 0.05. Inflammation Index: A z unit-based composite score was constructed as z hsCRP + z

WBC - z albumin; hsCRP, high sensitivity C-reactive protein; WBC: white blood cell count. GG is coded as 1,

GC+CC is coded as 0.
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Table 5 Results of binary logistic regression analysis with death three months after ischemic stroke or an increased PC outcome as dependent

variables.
Dependent variables Explanatory Variables B SE Wald p value OR 95% CI
Death NIHSS score 0.145 0.036 15.95 <0.001 1.155 1.076 - 1.240
eat
Inflammation index 0.398 0.114 12.26 <0.001 1.489 1.192 - 1.861
BMI -0.123 0.056 4.84 0.028 0.884 0.792 - 0.987
Worse clinical outcome
Inflammation index 0.389 0.103 14.27 <0.001 1.476 1.206 - 1.807

Inflammation Index: A z unit-based composite score was constructed as z hsCRP + z WBC — z albumin. Worse clinical outcome: based on PC outcome score: defined as a
factor derived from basal NIHSS scores, as well as baseline and 3-month Rankin scores, and whether the individual had died within three months following the stroke. B, beta
coefficient; SE: standard error; OR, odds ratio; CI, confidence interval; NIHSS, National Institute Health Scale Score; BMI: body mass index; z, z score; hsCRP, high sensitivity

C-reactive protein; WCB, white blood cell count
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Figure 1 Partial Regression Plot demonstrating a positive association between the Inflammation Index and the clinical outcome index. After
adjustment for other covariates included in the model, higher inflammatory index values were associated with increased PC outcome scores

(p<0.001).
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Figure 2 Partial regression plot showing an independent inverse association between Protein C levels and the Inflammation Index. These

findings support a protective role of the protein C pathway in modulating systemic inflammation, which may partially mediate the relationship
between coagulation dysfunction and adverse clinical outcomes (p<0.001).
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Figure 3 Results of partial regression analysis with the Inflammation Index as dependent variable and Factor VIII as independent variable
(p<0.001).
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0.837 (0.000)

0.150 (0.090) 0.234 (0.001)

Basal NIH55

0.812 (0.000)

-0.389 (0.000) 0.895 (0.000)

Rankin 3 months

Protein C Outcome 0.764 (0.000)

Basal Rankin
-0.175 (0.044) -0.257 (0.003) 0.291 (0.000) 0.406 (0.000)

-0.211 (0.007)
NLRP3 GC+CC

Inflammation index
Figure 4 Results of partial least squares (PLS) analysis. A latent vector extracted from the baseline NIHSS score, the baseline and three-
month Rankin scores, and death after three months after stroke was used as outcome. Direct predictors were the Inflammation Index and age and
together they explained 25.0% of the variance. Factor VIII mediated the effects of age on the Inflammation Index. We found that 21.2% of the
variance in the latter was explained by the regression on Factor VIII, Protein C, age and the NLRP3 genotype variant. The G recessive model was
coded as: GG 1 and GC+CC 0.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem as seguintes conclugdes:

A frequéncia dos genétipos da variante NLRP3 rs10754558 (C>G) em pacientes
com AVCI estava em equilibrio de Hardy-Weinberg; a frequéncia do alelo C foi de
0,598 e do alelo G foi de 0,402;

Pacientes com AVCI com piores desfechos eram mais velhos, tinham menor IMC
e exibiam niveis mais altos de inflamacao sistémica e vVWF;

A fibrilagdo atrial foi a Unica varidvel categdrica associada a um pior desfecho (OR
=4,38, IC 95%: 1,35-14,25).

Nao se observou associagdo direta entre os genétipos da variante NLRP3
rs10754558 C>G com o desfecho clinico dos pacientes com AVCI (y2=2.243, p =
0.326);

A regressdo linear miultipla identificou o Indice de Inflamacdo como o preditor
independente mais forte do desfecho do AVCI, explicando 17,2% de sua variancia,
que aumentou para 22,6% (R?=0,226) ap6s o ajuste para a idade;

Os determinantes da inflamacao incluiram a atividade do FVIII, o genétipo NLRP3
GG (modelo recessivo), os niveis de Proteina C e o sexo masculino, explicando
coletivamente 24,1% (R?=0,241) da variancia no Indice de Inflamacgao;

A regressio logistica binaria demonstrou que a pontuagio NIHSS basal e o Indice
de Inflamacdo previram, independentemente, a mortalidade em trés meses,
enquanto um IMC mais baixo e uma inflamacdo mais elevada previram
independentemente piores desfechos clinicos;

O genétipo GG, FVIII e a Proteina C exerceram efeitos no desfecho clinico que

foram mediados pela inflamacao sist€mica.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A integracdo de dados gendmicos, epigendmicos, protedmicos € metabolomicos
em plataformas de medicina de precisdo promete revolucionar o tratamento das DCVs e
cerebrovasculares. Esta abordagem integrativa permitird identificar subpopulacdes de
pacientes que se beneficiariam maximamente de terapias anti-inflamassoma baseadas em
perfis moleculares individualizados, incluindo polimorfismos genéticos no NLRP3,
padrdes de metilagdo epigenética, assinaturas de expressio de microRNAs e perfis
metabdlicos especificos (Panda et al., 2022; Cao et al., 2023).

Este estudo apresenta diversas limitagdes que devem ser reconhecidas. Em
primeiro lugar, o desenho transversal impede o estabelecimento de relagdes causais
firmes entre a resposta inflamatéria e o desfecho do AVCI. Em segundo lugar, embora
tenhamos controlado os principais fatores de confusao, ndo se pode descartar a influéncia
residual de varidveis ndao mensuradas, como dieta, atividade fisica e outros fatores
genéticos. Além disso, apesar da exclusao de comorbidades importantes, o impacto
potencial de distirbios ndo diagnosticados ou subclinicos permanece. Embora as
variancias explicadas (R?) sejam moderadas, elas s@o consistentes com processos
multifatoriais complexos. Dada a heterogeneidade e a natureza dindmica das alteracdes
celulares e moleculares que ocorrem apds o AVCI, um tnico biomarcador ndo prevera
com precisao todos os desfechos adversos do evento isquémico.

Em conjunto, os resultados obtidos corroboram a inflamag@o como um potencial
mediador que liga as anormalidades da coagulacdo ao progndstico clinico. Estudos
longitudinais e intervencionais futuros s@o necessarios para testar formalmente essa via
de mediacdo e estabelecer relagdes causais.

A visdo detalhada e integrada do inflamassoma NLRP3 como elo essencial nas
vias inflamatdrias que sustentam a progressao das doengas vasculares e neurovasculares
inaugura nova era no tratamento dessas condi¢des, otimizando a relacio risco-beneficio
através de estratégias terapéuticas personalizadas, inovadoras e eficazes, com impacto

potencial significativo na saude publica global.
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APENDICES

APENCIDE A
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):

Gostarfamos de convidi-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
¢ “analisar a associagdo entre altera¢Oes na resposta inflamatoria e no metabolismo de gorduras e
de actcar com a presenca de placas de aterosclerose na carétida em um grupo de pacientes com
acidente vascular encefélico agudo isquémico (AVCI) agudo, conhecido como derrame cerebral,
atendidos no HU/UEL”. Sua participagdo ¢ muito importante e ela se daria da seguinte forma: sua
participacdo serd voluntaria para fornecer informagdes quanto ao sexo, idade, etnia (raga), peso,
altura, pressdo arterial, uso de medicamentos antes do derrame, habitos de vida como atividade
fisica, uso de dlcool e fumo. Serd realizado um exame de ultrassonografia com doppler da carétida
para avaliar a presenca e a espessura de placas de aterosclerose.

O (a) senhor(a) participard com a coleta de uma amostra de sangue periférico (20 mL)
dentro das 24 horas do seu internamento no HU/UEL para a realiza¢do 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. Apds 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) estd se sentindo e realizando suas atividades didrias.

Esclarecemos que sua participacdo € totalmente voluntaria, podendo o (a) senhor
(a): recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto acarrete
qualquer Onus ou prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas informagdes
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
autorizagdo 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, serd descartado apds o término da presente
pesquisa.

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

Os beneficios esperados sdao um melhor conhecimento das alteracdes
inflamatodrias e do metabolismo associadas com a placa de aterosclerose na carétida que
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poderéa ser uma alternativa precoce e simples de antever a evolugdo nos casos de derrame
cerebral a fim de auxiliar na decisdo terapéutica destes pacientes.

Quanto aos riscos, informamos que sua participagdo nio acarretara em qualquer risco a
sua saude 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
serd coletado para a pesquisa sera parte da mesma coleta de exames de rotina que sera realizada
independentemente de sua participagdo ou nio 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 puncdo venosa e consiste em dor no local da
pungdo venosa ou pequeno hematoma e, muito raramente, vermelhidao ou infec¢ao local. Mesmo
sendo minimos, caso ocorra algum tipo de desconforto o participante sera prontamente atendido
e amparado pelos farmacéuticos responsaveis pela coleta de sangue e um dos pesquisadores deste
estudo.

Caso o(a) senhor(a) tenha dividas ou necessite de maiores esclarecimentos podera nos
contatar a professora e pesquisadora Edna Maria Vissoci Reiche, no Laboratorio de Analises
Clinicas do HU/UEL, na avenida Robert Koch, 60, Vila Operaria, pelos telefones 43-3371-2321
(laboratorio) ou [INNNEN (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 — Laboratério 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:

Telefone: 43-3371-2321

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

Assinatura (ou impressao dactiloscopica):

Data:
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APENDICE B

Questiondrio para coleta de dados

Data de inclus@o (ou internagao) / / Hordério da coleta

IDENTIFICACAO

Nome: ID

Idade: anos Sexo: ()M ( )F Etnia

Antecedentes Mérbidos Pessoais: () Hipertensdo arterial sist€mica ( ) DM tipo 1
() Dislipidemia ( ) DM tipo 2
() Dc¢a Autoimune () D¢a Hematoldgica
() Dca Infecciosa ( )AVC
( YIAM () Outro:__

Medicamentos de uso continuo:
() anti-hipertensivo ( ) hipoglicemiante ( ) hipolipemiante ( ) anticoagulante
() antioxidantes () vitaminas () Outro:

Antecedentes Morbidos Familiares: () Hipertensdo arterial sistémica ( ) DM tipo 2
() Dislipidemia ( )AVC
( )IAM () Outro:

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

Atividade fisica:
() SIM ( )1lxsemana ( )2x semana ( )3xsemana ( )> 3 xsemana
( )NAO

Historia Clinica e Exame Fisico da Entrada (baseline):
Peso (Kg) Altura (m)
Pressao arterial (mmHg) Circunferéncia abdominal (cm)
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APENDICE C
Escala de NIISS

Nivel de consciénca

Questdes e orientacdo

Resposta 3 comandos

Paralizia do olhar

Campo visual

Simetria facial

Fungdo motora (bracos
estendidos a 80%)

a) esquerda

b) direita

Funcdo motora (pernas
estendidas a 30%)

3) esquerda

b) direita

Atzxa de membros

Sensibilidade

Afasia

Disarina

Negligéncia

0=alers
1= confuso

2= obnubilado

2 = Comalirresponsivo

0 = duas resposias coretas

2 = uma resposta coreta

2 = nenhuma resposta comreta

0 = duas resposias corretas
1=uma resposta comrata

2 = nenhuma resposta correts

0 = movimento horizontal normal

1 = paralisia parcial

2 = paralisia tota!

0 = sem defeito de campo visual

1 = quadrantopsia

2 = hamianopsia parcial

3 = amaurgse

0= normal

1 = discreta paresia facial

2 = parasia facial parcal

2 = hemiparasia total facizal

0 =zem queds

1 = oscilacdo sem queda antes de 5 segundos
2 = queda antes de 10 segundos

2 = sem esforgo contra a gravidade
4 = auséncia de movimentos

0 =szem queda

1 = oscilacdo sem queda antes de 5 segundos
2 = queda antes de 5 segundos

2 = sem esforgo contra a gravidade
4 = auséncia de movimentos

0 = zem ataxia

1= 3taxiz de 1 membro

2 = ataxia de 2 ou mais membros
0= normal

1= hipoastasia

2 = anestesia

0= sem 3fasia

1 = afasia leve

2= afasia grave

3 = anartria ou mudo

0 = sem déficit

1 =disarinz leve

2 = disartna grave

0 = ausente

1 =lave (1 modalidade)

2 = grave (2 modalidades)
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APENDICE D
Escala de Rankin modificada

Escala de Rankin Modificada - mRS

Escala Descricao

0

Sem sintomas

Sintomas sem incapacidades; capaz de realizar suas atividades habituais prévias

Incapacidade leve; incapaz de realizar todas suas atividades habituais prévias,
mas capaz de realizar suas necessidades pessoais sem ajuda

Incapacidade moderada; requer alguma ajuda para suas atividades, mas &
capaz de andar sem ajuda de outra pessoa

Incapacidade moderada a grave; incapacidade de andar sem ajuda,
incapacidade de realizar suas atividades sem ajuda

Incapacidade grave; limitado a cama, incontinéncia, requer cuidados de
enfermerios e atencdo constante

Obito
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associacéo entre marcadores inflamatorios, anti-inflamatorios e metabodlicos 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

Instituicdao Proponente: CCS - Departamento de Patologia, Anélises 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-inflamatorios 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 hipoteses aceitas, processo inflamatério podera ser um
importante alvo terapéutico para o tratamento de pacientes com AVCI agudo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: (texto do pesquisador)

IAnalisar a associacéo entre alteracGes na resposta inflamataéria, anti-inflamataria 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 Secundanio: (texto do pesquisador)

- Determinar os niveis séricos de marcadores inflamatorios, anti-inflamataérios e metabélicos 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 associacéo entre as alteractes na resposta inflamatona, anti-inflamatana e metabalica
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
alteracGes 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 participacéo ndo
acarretara em qualguer risco a sua salide nem alteracdo de gualguer um dos tratamentos estabelecidos
pelo hospital. A ultrassonografia com doppler de carétida € um exame indolor e ndo 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,
néo 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 correlacio da
alteracéo da resposta inflamatoria, anti-inflamatéria e metabdlica 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 determinacées da Resolucéo 466/2012 e sua complementares.
Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

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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Continuago do Parecer: 1.816.305

Recomendacgoes:

néo ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

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:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacédo
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 Mana Vissoci Aceito

16:43:43 | Reiche
Qutros ParecerHUEMVR pdf 19/10/2016 |Edna Maria Vissoci Aceito
16:43:09 | Reiche
Declaracéao de Termo_confidencialidade PDF 03/10/2016 |Edna Maria Vissoci Aceito
Manuseio Material 10:45:01 |Reiche
Biolagico /
Biorepositario /
Biobanco
Declaracio de Declaracao_sigilio. PDF 03/10/2016 |Edna Maria Vissoci Aceito
Manuseio Matenal 10:44:33 |Reiche
Biolagico /
Biorepositério /
Biobanco
Declaracéao de Declaracao_normas.PDF 03/10/2016 |Edna Maria Vissoci Aceito
Manuseio Material 10:43:17 |Reiche
Biolagico /
Biorepositario /
Biobanco
TCLE/ Termos de | Termo_de_consentimento_livre_e_esclal 27/09/2016 |Edna Maria Vissoci Aceito
Assentimento / recido.doc 12:50:27 |Reiche
Justificativa de
Auséncia

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:
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Continuacdo do Parecer: 1.816.305
Néao

LONDRINA, 10 de Novembro de 2016

Assinado por:
Rosana Lopes

(Coordenador)
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