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RESUMO

Introducédo: Acidente vascular encefalico isquémico (AVEI) é uma das principais
causas de morte e incapacidade em todo o mundo. Mecanismos inflamatoérios e
metabdlicos tém um papel importante no risco do AVE e sdo associados a um pior
progndstico. Niveiscirculantes elevados de marcadores inflamatérios ap6s o AVEI
estdo associados a mortalidade.Atualmente, o diagnostico precoce do AVEI
depende de exames clinicos e de neuroimagem, por iSso € muito importante
encontrar um biomarcador que identifigue o AVEI agudo e estabeleca procedimentos
de diagndsticos precoces e risco de morte a curto e longo prazo. Para o AVEI ainda
nao existe um biomarcador ideal. Objetivo: Esse trabalho teve como objetivo
principal identificar os melhores preditores de morte em pacientes com AVEI agudo.
Material e métodos: Foi realizado um estudo observacional, prospectivo,
longitudinal e de seguimento.Um total de 176 controles e 145 pacientes com AVEI
foram analisados. Do total de pacientes: 91 sobreviveram e 54 néo
sobreviveram.Foram coletados fatores de risco associados ao AVEI, dados
demogréficos, antropomeétricos e clinicos. Amostras de sangue foram coletadas em
até 24 horas apdés o diagnostico de AVEI. A Escala de Rankin Modificada (mRS) foi
avaliada até 8 horas do AVEI (momento da admissdo) e apls trés meses de
evolucdo. Os marcadores inflamatérios e metabdlicos analisados foram: niveis
séricos de proteina C reativa ultrassensivel (usPCR), interleucina 6 (IL-6), ferritina,
velocidade de hemossedimentacéo (VHS), leucdcitos periféricos, 25-hidroxivitamina
D [25(0OH)D], ferro sérico, proteina sérica total, glicose, insulina, lipoproteina de alta
densidade (HDL colesterol) e niveis plasmaticos de hidroperédxidos lipidicos. Esses
biomarcadores foram categorizados como indiceinflamatoério 1 e 2 (todos expressos
em Z escores). O indiceinflamat6rio 1 foi considerado como: usPCR, IL-6, ferritina,
VHS e leucécitos periféricos. O indiceinflamatério 2 foi considerado como: indice
inflamatdrio 1 menos [25(OH)D, ferro e proteinas totais]. Resultados:Os resultados
mostraram que 0s pacientes ndo sobreviventes eram mais velhos e apresentaram
um maior deficit neurologico (mRS) avaliado no momento da admissao comparados
aos que sobreviveram. Os pacientes nao sobreviventes apresentaram significamente
maiores niveis basais de IL-6, usPCR, ferritina e glicose; e menores niveis de HDL-
colesterol e 25 (OH) D do que os sobreviventes. Os néo sobreviventes apresentaram
significamente maior VHS e menores niveis séricos de proteinas totais do que os
controles, enquanto os sobreviventes ocuparam uma posicado intermediaria. As
analises de regressao binaria nos pacientes ndo sobreviventes mostraram que 0s
niveis de IL-6, glicose, ferritina, CL-LOOH e 25 (OH) D predizeram significativamente
a morte em pacientes com AVEI. O melhor preditor foi IL-6 seguido dos niveis de
glicose. Além disso, o indice inflamatério 1 e 0 mRS predizeram significamente a
morte em pacientes com AVEI. Nas analises da curva ROC com todos os
biomarcadores como variaveis discriminatorias, o indiceinflamatorio 1 e 2 mostraram
os melhores desempenhos de diagnodstico para prever morte apés AVEI, com uma
AUC igual a 0,870 e 0,851, respectivamente. A usPCR (AUC=0,776) e IL-6



(AUC=0,775) mostraram resultados satisfatorios com uma sensibilidade de 48,6% e
especificidade de 89,3% para usPCR> 13,5 mg/L; e uma sensibilidade de 51,4% e
especificidade de 84,6 % para IL-6> 20,4 pg/mL. Conclus&o: Nossos resultados
demonstraram que a ativacdo das vias inflamatdrias e metabdlicas estdassociada
com altas taxas de mortalidade apo6s AVEI. Esses dados poderiam ajudar no
desenvolvimento de novas ferramentas de biomarcadores, que prevéem a morte
pos-AVEI, e demostraram que as vias de sinalizacdo da IL-6, juntamente com 0s
desequilibrios redox, poderiam ser novos alvos de drogas na prevencdo da morte
apos o AVEIL.

Palavras-chave: Acidente vascular encefélico. Inflamacdo. Biomarcadores.
Proteina c-reativa.
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ABSTRACT

Introduction: Ischemic stroke is a major cause of death and long-term adult disability
worldwide. Inflammatory and metabolic mechanisms play an important role in the risk of
stroke and are associated with a worse prognosis. Elevated circulating levels of
inflammatory markers after stroke are associated mortality.At present, the diagnosis of
AVEI depends on clinical examination and neuro-imaging techniques, so it is very
important to identify a biomarker that identifies acute AVEI and establish procedures for
early diagnosis and risk of death in the short and long term. There is still no ideal
biomarker for AVEI. Objetive: The main objective of this study was to identify the best
predictors for stroke death in acute ischemic stroke (AIS) patients. Material and
methods: An observational, prospective, longitudinal and follow-up study was
performed.A total of 176 controls subjects and 145 patients with AIS were enrolled. Of
the total patients: 91 survived and 54 did not survive. Stroke risk factors, demographic,
anthropometric, and clinical data, as well as blood samples were obtained up to 24 hours
of stroke. The modified Rankin Scale (MRS) was applied up to eight hours of AIS
(baseline mRS) and after three-month follow-up. The imune-inflammatory and metabolic
biomarkers were C-reactive protein assayed with high sensitivity method (hsCRP),
interleukin (IL)-6, ferritin, erythrocyte sedimentation rate (ESR), peripheral leukocytes, 25
hydroxivitamin D [25(OH) vitD], iron, total 14serum protein (TSP), glucose, insulin, high-
density lipoprotein cholesterol (HDL) and lipid hydroperoxides (CL-COOH). These
biomarkers were categorized as INFLAM index 1 and 2 (all expressed in Z scores).
INFLAM index 1 was computed as: hsCRP, IL-6, ferritin, ESR and peripheral leukocytes.
INFLAM index 2 was computed as: INFLAM 1 — [25(OH)D + iron + TSP)]. Results: The
results showed that patients who died after stroke were significantly older and presented
the mRS neurological deficit score at the admission (baseline mRS) was higher than
patients who survived. Non-survivors showed higher baseline levels of IL-6, hsCRP,
ferritin and glucose and lower levels of HDL-cholesterol and 25(OH)D than survivors.
Non-survivors showed higher ESR and lowered TSP than controls, while survivors
occupied an intermediate position. Binary regression analysis showed that death after
AIS is best predicted by increased IL-6, glucose, ferritin and CL-LOOH and lowered
25(0OH) levels. The best predictor was IL-6 followed by glucose. Moreover, zINFLAM
index 1 together with baseline mRS significantly predicted stroke death versus survivors.
In the ROC curve analyses with all biomarkers as discriminatory variables, zINFLAM
index 1 e zINFLAM index 2 showed the best diagnostic performance with an AUC
equaling 0.870 and 0.851, respectively. The hsCRP (AUC=0.776) and IL-6 (AUC=0.775)
showed satisfactory results with a 48.6% sensitivity and 89.3% specificity for hsCRP >
13.5 mg/L and a 51.4% sensitivity and 84.6% specificity for IL-6 > 20.4 pg/mL.
Conclusion: Our results underscored the activation immune-inflammatory and metabolic
pathways is associated with high mortality rates after AIS. These data may help to
develop new biomarker tools, which predict post-stroke death, and show that IL-6 trans-
signaling coupled with redox imbalances could be new drug targets in the prevention of
death after AIS.

Keywords: Ischemic stroke. Inflammation. Serum biomarkers. C-reactive protein.
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1 INTRODUCAO

Acidente Vascular Encefélico (AVE) é definido como uma perda subita da
funcado cerebral devido a uma interrup¢éao do fluxo sanguineo em uma determinada
regido encefalica, levando a um déficit neurolégico (BRASIL, 2013).

AVE é umas das maiores causas de mortalidade no mundo, uma das
principais causas de internagdes e a maior causa de incapacitacao da populacao na
faixa etaria superior a 50 anos, sendo responsavel por 10% do total de 6bitos, 32,6%
das mortes com causas vasculares e 40% das aposentadorias precoces no Brasil
(ABRAMCZUK; VILLELA, 2009; GILES; ROTHWELL, 2008; PEREIRA et al., 2009).

Nosso pais vem seguindo uma tendéncia jA observada nos paises
desenvolvidos de queda nas taxas de mortalidade, masmesmo assim, o AVE
representa a primeira causa de morte e incapacidade no pais, 0 que cria grande
impacto econdmico e social. Dados provenientes de estudos prospectivos no Brasil
indicaram incidéncia anual de 108 casos por 100 mil habitantes, taxa de fatalidade
aos 30 dias de 18,5% e aos 12 meses de 30,9%, sendo o indice de recorréncia apos
um ano de 15,9% (ABRAMCZUK; VILLELA, 2009; BRASIL, 2016).

O AVE gera despesas por causa do grande nimero de mortes prematuras,
morbidade em muitos sobreviventes, atencdo aos cuidados para as familias ou
prestadores de assisténcia e afeta os servigos de saude. A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) define o AVE como comprometimento neuroldgico focal (ou as vezes
global), de ocorréncia subita e duracdo de mais de 24 horas (ou que causa morte) e
provavel origem vascular. Compreende um comprometimento neuroldgico, inicio
subito, duracdo de mais de 24 horas e possivel origem vascular. A definicdo exclui
ataque isquémico transitério (AIT), que é definido como sintomas neuroldgicos focais
mas com duracao inferior a 24 horas, hemorragia subdural, hemorragia epidural,
intoxicacao e sintomas causados por traumatismo (WHO, 2009).

A incidéncia de AVE em homens corresponde 33% a mais do que em
mulheres em 19 paises em 5 continentes diferentes. Observou-se que mulheres
aparecem com a doenca 4,3 anos depois que os homens. Estesindices de
prevaléncia foram ajustados a idade, significando que o AVE foi prevalente 41% a
mais nos homens em relacdo as mulheres. O fato das mulheres possuirem menos
incidentes dessa natureza talvez esteja nos fatores genéticos, na presenca

dohorménio estrogénio, na circulagédo cerebral ou na presséo arterial. Este ultimo é
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mais elevado em homens de idade semelhante as mulheres (APPELROS;
STEGMAYR; TERENT, 2009).

Ha dois principais tipos de AVE: o isquémico (AVEI) queocorre quando um
vaso sanguineo que irriga determinada regido encefalica sofre oclusdo (Figura l1a) e
o hemorragico (AVEH) quando o vaso sofre uma ruptura (Figura 1b). As principais
causas relacionadas as hemorragias intracerebrais espontanea e subaracnoéidea
sdo, respectivamente, a hipertensdo arterial sistémica, 0s aneurismas e
malformacgbes arteriovenosas cerebrais (BENJAMIN et al., 2017). O AVEH pode
levar a morte imediatamente apds o0 evento enquanto o AVEI raramente leva ao

Obito nas primeiras horas, sendo o mais frequente e correspondem a 85% doscasos.

@)

(b)

Figura 1a -AVE Isquémico: o fluxo sanguineo é interrompido devido a um ocluséo parcial ou total de

um vaso por trombo ou émbolo, privando o tecido cerebral de oxigénio.

Figura 1b - AVE Hemorragico: ruptura espontanea de um vaso, com sangramento para o interior do
cérebro, para o sistema ventricular e/ou para o espaco subaracnéideo.
Fonte: http://saudeexperts.com.br/avc-acidente-vascular-cerebral, acesso em 28.12.2017

A classificacdo do AVEI em categorias e subcategorias é fundamental para o
diagnostico, tratamento e prevencdo da doencga. Do ponto de vista etiologico, a mais
utilizada € definida pelo TrialofOrg 10172 in Acute StrokeTreatment (TOAST),
publicada em 1993 (ADAMS et al., 1993; CHUNG, 2014), que inclui 5 categorias
dependendo dos dados clinicos, dos exames laboratoriais e de imagem. Esta
classificagdo merece destaque por sua praticidade e utilidade nos estudos que
buscam os fatores de riscos genéticos para a doenca e suas influéncias na evolucao

clinica, mostrados na tabela 1.


http://saudeexperts.com.br/avc-acidente-vascular-cerebral
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Classificacdo de categorias (TOAST)

Aterosclerose de grandes artérias

(large artery atherosclerosis, LAAS)

Caracterizada por estenose (>50%) ou ocluséo
de uma artéria cerebral maior ou de um ramo
cortical, presumivelmente, causada pela
aterosclerose

Infartos cardioembélicos

(cardio embolic infarct, CEI)

Caracterizado por oclusdes causadas por

émbolos provenientes do coracao

Infartos lacunares

(lacunar infarct, LAC)

Oclusdo de pequeno vaso, identificado em
pacientes diabéticos e hipertensos clinicamente,
sindromes lacunares, apresentando exames de
imagem como: tomografia computadorizada (TC)
ou ressonancia magnética nuclear (RMN)
normais ou com lesdes relevantes subcorticais
hemisféricas ou no tronco cerebral com diametro

menor que 1,5 cm

AVE com outra etiologia determinada
(stroke of other determined etiology, ODE)

Engloba pacientes com causas raras de AVE,
como as vasculopatias ndo ateroscleroéticas,
estados de hipercoagulacdo ou desordens
hematoldgicas. Os pacientes devem ter achados
clinicos e TC ou RMN de AVEI agudo

independentes do tamanho ou localizagcéo

AVC com etiologia indeterminada

(stroke of undetermined etiology, UDE)

A causa do AVEI ndo pode ser determinada em
varias situagdes, com algum grau de
confiabilidade, a despeito de extensiva

investigacao

Tabelal: Classificacdo de categorias segundo TrialofOrg 10172 in Acute StrokeTreatment (TOAST).

O AVEI pode, também, ser classificado em 4 subtipos, dependendo dos sinais
neuroldgicos iniciais (ALMEIDA; DAL PIZzZOL; VALLER, 2012): 1: Sindromes

lacunares; 2: Sindromes da circulacdo anterior total; 3: Sindromes da circulacao

anterior parcial; e 4: Sindromes da circulag&o posterior.

A classificagdo utilizada no manejo dos pacientes com AVElI é a do

Nationallnstituteof Health StrokeScale (NIHSS) que quantifica o déficit neurologico

logo apos o evento isquémico. Nesta classificacdo, os pacientes sdo pontuados de
zero (sem déficit) a 42 (maior déficit) (BROTT; ADAMS; OLINGER, 1989).
A avaliacdo do estado de incapacidade funcional apés trés, seis ou doze

meses do evento isquémico pode ser expressa pelo indice de Rankin Modificado

(mRS). Descreve seis graus de incapacidade apés um acidente vascular cerebral:
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grau zero denota nenhum sintoma ou sequela, grau 5 denota incapacidade grave,
acamados e 6 indica Obito decorrente do evento isquémico (BONITA,
BEAGLEHOLE, 1988). O mRSé a escala mais popular de desfechos globais em
AVE, e vem sendo cada vez mais adotada com objetivos primarios de ensaios
clinicos em AVEI agudo.

Numero de o6bitos por AVEI diminuiram, mas a incidéncia da doenca e
sequelas aumentam ha trés décadas. Individuos com AVE possuem uma porcao
maior de AVEI comparado com AVEH, e o infarto lacunar é o tipo mais comum de
AVE. Acredita-se que isto ocorra devido alta prevaléncia de doenca microvascular e
pré-existéncia de hipertensdo, comum neste grupo de pacientes (BENJAMIN et al.,
2017)

Os principais fatores de risco do AVE dividem-se em trés grupos (BRASIL,
2016):

1) Grupo de risco ndo modificavel: idosos, sexo masculino, baixo peso ao
nascimento, negros (por associacdocom hipertensdo arterial maligna), historia
familiar de ocorréncia de AVE, historia pregressa de Acidente Isquémico Transitério
(AIT), condi¢cBes genéticas como anemia falciforme;

2) Grupo de risco modificavel: hipertensédo arterial sistémica, tabagismo,
diabete mellitus(DM), dislipidemia, fibrilacdo atrial, outras doencgas cardiovasculares;

3) Grupo de risco potencial: sedentarismo, obesidade, uso de contraceptivo
oral, terapia de reposicdo hormonal pdés-menopausa, etilismo, aumento da
homocisteina plasmatica, sindrome metabdlica por aumento da gordura abdominal,
uso de cocaina e anfetaminas.

As pessoas que pertencem ao grupo de riscos modificaveis precisam de
incentivo para que elas consigam mudanca no estilo de vida, e aquelas que
pertencem ao grupo de risco potencial, o desafio € ndo permitir que estes se tornem
um risco efetivo (BRASIL, 2016).

O diagnostico da doenca deve ser considerado quando o paciente
apresentar inicio subito de déficit neurolégico focal ou alteragdo do nivel de
consciéncia. Equipes de emergéncia devem reconhecer sinais e sintomas comuns
no AIT e no AVE. Observar sinais da circulacdo carotidea (anterior) como: paralisia
unilateral, dorméncia, distarbio de linguagem, distlrbios visuais, cegueira
monocular.Em relacdoa circulagdo vértebro-basilar (posterior)observar:vertigem,

distarbio visual, diplopia, paralisia, dorméncia, disartria, ataxia (AMERICAN HEART
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ASSOCIATION, 1997).0 AVEI caracteriza por fraqueza de um lado do corpo,
dificuldade na linguagem, diminuigéo ou perda da visdo e perda da sensibilidade de
um lado do corpo.O tipo hemorragico mostra indicios como alteracdo motora,
paralisia de um lado do corpo, dificuldade na fala, disturbio sensitivo, alteracdo no
nivel de consciéncia.

Atualmente o diagnéstico € realizado por meio de exames de imagens como
a TC e RMN.Dados do Ministério da Saude indicam que cerca de 68 mil mortes
acontecem no Brasil anualmente. E a primeira causa de morte e incapacidade,
gerando prejuizo econdmico e social. Em atendimento das urgéncias do AVE, foi
elaborado “A Linha de Cuidado do AVE”, um programa do governo federal, que visa
o tratamento imediato do paciente, que pode ser salvo em local preparado para dar
o atendimento. Inclui a rede basica de saude, Servico de Atendimento Moével de
Urgéncia (SAMU), unidades hospitalares de emergéncia, reabilitacdo ambulatorial e
atencao domiciliar. O idoso pode apresentar AVE por mais de uma vez, podendo ter
problemas de memoaria devido a somatodria de lesées no cérebro. Fatores de risco
vasculares devem ser controlados. Dentre eles a pressao arterial, DM, dislipidemias,
doencas cardiacas prévias, tabagismo, alimentacao e habitos de exercicios fisicos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Em 2005, dos 58 milhdes de ébitos no mundo, 35 milhdes tiveram como
causa as doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT). As doencas relacionadas ao
sistema circulatério sdo a principal causa de o6bito (30% de todos os casos). Nesse
periodo no Brasil, as doencas circulatérias representaram a terceira causa de
internacdo hospitalar no sistema puablico de saudde. Muito dosrecursos da
saudeforam utilizadospara tratamento de doencas cardiacas, AVE e diabetes,
estimando um custo de 27 bilhdes de ddlares. Paises desenvolvidos reduzem em
até 4% a mortalidade por doencgas ateroscleroticas intervindo na prevengao primaria
e secundaria da doenca. Além disso, o investimento no uso de drogas tromboliticas
e de novas drogas antitrombdticas, como também na anticoagulacdo de pacientes
com fibrilag&o atrial cronica, implantacdo de unidades de atendimento de AVE e a
endarterectomia carotidea, podem reduzir em até 80% a incidéncia de AVE
(MURRAY; LOPES, 1997; WALD; LAW, 2003).

O Brasil vem apresentando avancos consideraveis no atendimento aos
pacientes com AVE; todavia, ainda € necessaria melhoria das condigbes

socioeconbmicas, educativas, controle primario e secundario dos fatores de risco,
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prevencdo da doenca aterosclerética e na qualidade do atendimento hospitalar,
principalmente quando falamos em servicos publicos de saude (BOTELHO et al.,
2016; CABRAL, 2009).

Mecanismos inflamatérios e metabdlicos tém um papel importante no risco
do AVE e séo associados a um pior progndstico. Niveiscirculantes elevados de
marcadores inflamatoérios apds o AVEI estdo associados a mortalidade a curto prazo
(LIMA et al., 2015; RODRIGUES; SANTANA; GALVAO, 2017; WHITELEY et al.,
2009).

Um biomarcador ideal deve ser confiavel, rapido, sensivel, especifico e
disponivel. Pode auxiliar no diagnostico e no monitoramento do tratamento de
doencas. Para o AVEI ainda ndo existe um biomarcador ideal. E possivel agrupar
diferentes biomarcadores para predizer uma doenca ou seu progndstico. Entre as
diferentes moléculas da resposta inflamatéria avaliada como biomarcadores, a
Interleucina -6 (IL-6) tem exercido um papel importante no AVEI (BACKES, 2015). O
desafio dos biomarcadores € a comprovacdo de sua validade clinica e analitica,
utilidade clinica através de estudos prospectivos, estudos comparativos entre
biomarcadores, resultados semelhantes sem exames invasivos e caros (TAVARES,
2016).

1.1 AVEI e Inflamacéao

Existem evidéncias que a inflamagdo tem um papel importante na
fisiopatologia do AVEI. Uma das causas mais frequentes de AVEI é a aterosclerose,
considerada uma doenca inflamatoria crénica. A reacédo inflamatoria induzida pelos
fatores de risco e a resposta imunoldgica associada sd&o 0s principais
acontecimentos que favorecem o processo de aterosclerose (CHAMORO, 2004;
ROSS, 1999).

Microglia € uma célula residente no sistema nervoso central (SNC). Essas
células regulam a homeostase no SNC e desempenham uma variedade de papéis
na lesdo neuronal.Asmicroglias esvaziam detritos e reparam os tecidos danificados
durante as respostas inflamatérias primarias, mas podem também promover danos
apo6s a inflamacdo. Microglias reativas séo produtoras de mediadores pré-
inflamatorios, como:Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNFa) elnterleucina 1-beta (IL-

1B) apdés AVE,contribuindo para o aumento da degradacdo e permeabilidade
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neurovascular, por ativar fatores derivados de plaguetas e aumentar a expressao
demetaloproteinases (MMPs) como MMP-9, durante os estagios iniciais do acidente
vascular cerebral (RAYASAM, 2018).

Estudos tém demostrado que AVE gera resposta inflamatoria. Quando em
excesso, parece ser responavel pelas sequelas neuroldgicas. Também ha evidéncia
da supressao do sistema imunitario em resposta a lesdo cerebral, predispondo os
doentes as infec¢cdes bacterianas. Quando ocorre rompimento de vaso, diminui o
aporte sanguineo provocando falhas nos canais i6énicos, acumulo de sédio e calcio
intracelular, perda da integridade das membranas, morte celular imediata e
localizada. Os efeitos da hipoxia e diminuicdo do aporte de glicose levam a um
aumento da producdo de espécies reactivas do oxigénio (ERO) e a disfuncéo
mitocondrial, ativando as vias de necrose e de apoptose dos neurdnios (PARMAR,
2016).

As lesdes isquémicas cerebrais estdo associadas com a inducdo de uma
resposta inflamatériacaracterizada por ativacdo e liberagcdo de proteinas de fase
agudatais como proteina C-reativa (PCR) e citocinas. A maioria das reacdes
inflamatérias € mediadapor citocinas que podem potencializar a lesdo cerebral
isquémica alterando os mecanismos de regulagdo de moléculas de adesao,
recrutamento e ativacao de leucdcitos (FASSBENDER et al., 1994).

Os neutrdfilos sdo os primeiros leucécitos recrutados para o cérebro
isquémico e podem potencializar a lesdo diretamente secretando substancias
deletérias. Uma alteracdo laboratorial frequentemente associada ao AVEI é a
leucocitose com neutrofilia, e a diminuicdo do nimero de neutrdfilos foi associada
com melhora do curso clinico do evento isquémico (WANG; TANG; YENARI, 2007).
Leucdcitos ativados, especialmente neutréfilos, causam danos nas lesdes
isquémicas reperfundidas ou mecanismos de injuria secundaria. A contagem de
neutrofilos foi considerada um preditor independente de AVEI recorrente (GRAW et
al., 2004). Ap6s os neutréfilos, ocorre uma invasdo de mondcitos/macréfagos que
atingem um pico cerca de uma semana apos a isquemia e contribuem para a
fisiopatologia do estagio subagudo apds o AVEI (GARCIA; KAMIJYO, 1974).

Resposta inflamatdria forte e persistente estd associada com piores
resultados (HUANG et al., 2012).
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1.2 AVEI e Marcadores Inflamatorios

A inflamacdo € um dos fatores mais importantes na origem do AVEI,
especialmente na fase aguda, embora outros fatores estejam envolvidos. Age como
0 elemento patoldgico chave da progressdo do AVEI. Apds a isquemia cerebral
ocorre uma robusta reacdo inflamatéria caracterizada pelo influxo de leucécitos
periféricos no parénquima cerebral. Se a inflamacéo é destrutiva ou benéfica pode
depender de qudo grave a isquemia e em qual estagio da isquemia a resposta
inflamatéria contribui. O volume do infarto € um dos mais importantes fatores
implicados no desfecho funcional em pacientes com AVEI. Varios biomarcadores
tém sido associados com o volume final do infarto, alguns desses sendo marcadores
moleculares de inflamacéo (CASTELLANOS et al., 2002).

O bloqueio da cascata inflamatéria parece diminuir o dano cerebral em
modelos experimentais de AVEI (HAN; YENARI, 2003). Sendo assim, o estudo de
marcadores inflamatérios e metabdlicos nesses pacientes € extremamente
relevante, como:PCR avaliada por método ultrassensivel (usPCR), proteinas séricas
totais, IL-6, ferro sérico, ferritina, leucocitos, VHS, vitamina D, insulina, glicose, HDL

colesterol.

1.2.1 Proteinas de fase aguda positivas

A PCR é um proteina de fase aguda sintetizada pelo figado em resposta a
infeccdo ou processo inflamatério agudo. Trata-se de uma proteina ndo especifica
da resposta imune inata.Dentre os biomarcadores inflamatoérios usados, a usPCR
continua sendo uma das mais requisitadas no AVEI. Esta proteina € associada com
desenvolvimento de aterosclerose, sendo essa a principal causa do AVEI. A usPCR
€ um preditor de eventos vasculares em individuos aparentemente saudaveis(YU
et.al., 2016).

Atualmente, o diagnostico precoce do AVEI depende de exames clinicos e
de neuroimagem, por isso € muito importante encontrar um biomarcador que
identifique o AVEI agudo e estabeleca procedimentos de diagndsticos precoces.
Estudos tém encontrado associagdo dessa protéina com o AVEI em relacdo aos
seguintes fatores: diagndéstico precoce, subtipos de AVEI, progndostico, risco de

morte a curto e longo prazo (YU et.al., 2016).
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Entretanto, os valores dessa proteina podem ser influenciados por
polimorfismos genéticos (HUANG et al., 2012), raca, sexo, indice de massa corporea
(IMC) (YU et.al., 2016; CORREIA et al., 2010) e ambiente. Esses fatores podem
contribuir para resultados controversos entre os estudos que avaliam essa protéina
em situacdes de saude e doenca (YU et.al., 2016).

A expressdo da usPCR apresenta boa resposta a inflamacgédo e tem sido
estudada exaustivamente como um biormacador em doencas cardiovasculares e
AVEI. Em individuos aparentemente saudaveis o aumento dessa proteina tem sido
associado como preditor de um futuro evento cardiovascular. Também esti
envolvida na recaida de algumas doencas, como: Doenca Cardiaca Coronariana,
Doenca Arterial Periférica, Doencas da Aorta (HUANG et al., 2012). E uma proteina
plasmatica de fase aguda produzida principalmente pelos hepatoécitos, pertencente
da familia das pentraxinas. Existem numerosas evidéncias de sua participacdo na
aterogénese tais como: aumento da expressdo de Molécula de Adsédo
Vascular(VCAM), Molécula de Adeséo Inter Celular-1(ICAM-1), E-selectina, Proteina
Quimiotética de Mondcitos (MCP-1), aumento na migracdo de células musculares
lisas, promocao da disfuncdo endotelial in vivo (MINAME; SANTOS, 2009).

VanGilder e colaboradores (2014) avaliaram varios estudos que relacionavam
os niveis de PCR em pacientes pés AVEI e o estado funcional desses pacientes em
longo prazo. Os niveis dessa proteina foram avaliados dentro das 24 horas do inicio
dos sintomas e os resultados indicaram uma significativa associacdo entre niveis
elevados de PCR com estado funcional desfavoravel em longo prazo.

Em outro estudo realizado em 455 pacientes idosos, Strandberg e Tilvis
(2000) analisam os niveis de PCR em pacientes divididos em trés coortes (75, 80 e
85 anos de idade). Os resultados mostraram que os valores dessa proteina estavam
associados com os fatores de risco cardiovasculares nestes pacientes. Entretanto,
os resultados mostraram que os niveis de PCR predizem mortalidade nos pacientes
idosos, mas gque essa associacao foi significativa apenas no coorte de 75 anos. Essa
diferenca pode ser em parte devido aos medicamentos anti-inflamatoriosutilizados,
principalmente, na populagéo de mais idade, como aspirina e estatinas.

Outra proteina de fase aguda associada ao AVEI é o fibrinogénio. O
aumento destaproteina apés o AVEI esta associado ao aumento na mortalidade. O
fibrinogénio esta associado com o aparecimento de sinais precoces de aterosclerose

em individuos assintomaticos, sendo considerado importante risco de evento
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cardiovascular em individuos saudaveis e coronariopatas estaveis (DI NAPOLI et al.,
2005).

A hiperfibrinogenemia no AVEI agudo esta associado ao aumento de risco de
morte um ano apds acontemetimento do AVE e baixa funcionalidade dessa
proteina.Niveis elevados de fibrinogénio (e também PCR) podem ser reflexo da
carga de aterosclerose no inicio do AVE, aumentando seus valores durante a fase
aguda (SWAROWSKA et. al., 2014).

1.2.2 Interleucina - 6 (IL-6)

A IL-6 éuma citocina pré-inflamatéria de 26 kDA secretada pelas células
fagociticas, endoteliais e T ativadas do tipo Ty2. Seu papel no sistema imune é
estimular o figado a produzir proteinas de fase aguda positivas como fatores do
sistema complemento, da coagulacdo e PCR. A IL-6 estimula a proliferacdo e
diferenciacéo de linfécitos B em resposta fisiolégica ndo maligna. Neste ultimo caso
exerce efeito sobre a troca de classe da IgG (PEAKMAN; VERGANI, 1999). IL-6 esta
envolvida na regulacdo da apoptose de neurdnios e sua regulacdo € aumentada
apoés a isquemia cerebral (HERRMANN et al., 2003) (Figura 2).

VILA e colaboradores (2000) analisaram os niveis de IL-6 em 231 pacientes
com AVEI agudo e verificaram que a deterioracdo neuronal precoce esta associada
com altas concentracfes dessa citocina no plasma e
liguidocefalorraquidiano(LCR)desses pacientes (VILA et al., 2000).

A IL-6 e a PCR estao fortemente associadas a inflamacao, e ambas tém sido
intensivamente estudadas em pacientes com AVEI; entretanto, em um estudo
realizado com 203 pacientes ap0s AVEI, a elevagdo dos niveis de IL-6 foi o
marcador inflamatério que mostrou o maior valor preditivo independente associado
com a morte hospitalar (RALLIDIS et al., 2006).Altos niveis de fibrinogénio e IL-6 s&o
em longo prazo preditores de mortalidades independentes em pacientes que
sobreviveram de AVEI (FROYSHOV et al., 2017).

Lehmann (2015)descreveu que a IL-6 foi o Unico marcador que se mostrou
aumentado nos pacientes com AVEI tanto nos pacientes com leve quanto nos com
moderado/grave déficit neuroldgico, avaliada pela mRS, quando comparada aos
controles, sendo também significativamente mais elevada nos pacientes com

moderado/grave déficit neurolégico quando comparados aos com leve déficit
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neurolégico.
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Figura 2: Atividades biol6gicas da Interleucina-6 (COHEN, 2017).

1.3 AVEI e Marcador Anti-inflamatorio

1.3.1 Vitamina D

A vitamina D (colecalciferol) € um horménio esteroidal com funcdo de
regulacdo da homeostase do célcio, formacao e reabsorcédo 6ssea, na interacdo com
as paratireoides, rins e intestinos. A dieta representa 20% da fonte de vitamina D,
enquanto a principal fonte esta nos tecidos cutaneos apds exposi¢cdo aos raios
ultravioleta B solar. No sangue a vitamina D circula ligada principalmente a uma
proteina ligadora de vitamina D, e uma pequena fracdo permanece ligada a
albumina. Sofre hidroxilacdo no figado, mediada por uma enzima citocromo P450-
like, e é convertida em 25-hidroxivitamina D [25(OH)D], a forma circulante em maior
quantidade, porém biologicamente inerte. A etapa final da producdo do horménio é
a hidroxilagédo adicional nas células do tubulo contorcido proximal no rim, originando
a 1,25 desidroxivitamina D [1,25(0OH);D3], sua forma biologicamente ativa
(MARQUES et al., 2010).

A forma ativa da vitamina D atravessa a membrana celular, entra na célula

alvo e se liga ao receptor de vitamina D (VDR) que esta presente no citoplasma. Os
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VDR estdo presentes em células do tipo hematopoiéticas, linfécitos, epidérmicas,
pancreaticas, miocitos, nueronais, cardiomiécitos, células do musculo liso vascular,
endoteliais, placentéarias, osteoblastos, osteoclastos, epiteliais do intestino delgado e
tubulares renais (HOLICK, 2007).

A vitamina 25(OH)D é o principal metabdlito circulante da vitamina D e € um
indicador do status dessa vitamina no individuo (SMOLDERS et al., 2008).

O principio do uso terapéutico da vitamina D foi para tratamento do
raquitismo em criancas, através de 0leo de figado de bacalhau. Em 1827 Trousseau
associou a cura na associacdo do Oleo com a exposicdo solar. Em 1925 foi
identificado as duas formas nutricionais da vitamina D, sendo vitamina D3
(colecalciferol) e vitamina D2 (ergocalciferol) (SOUSA, 2016).

Deficiéncia de vitamina D esta associada a fatores de risco para AVE e
serve como um marcador de diagndstico para AVEI, como hipertensdo arterial,
trombose, aterosclerose e inflamagéo. Esta vitamina € um tratamento efetivo para
evitar desenvolvimento de doencas musculoesqueléticas (BRONDUM-JACOBSEN
et al., 2013).

Na formagéo de 0sso a vitamina D inibe sintese de colageno tipo 1; induz
sintese de osteocalcina; promove diferenciacao, in vitro, de precursores celulares
mondcitos-macrofagos em osteoclastos, estimula a producdo do ligante RANK
(RANK-L), que resulta em um efeito que facilita a maturacdo dos precursores de
osteoclastos para osteoclastos (MARQUES et al., 2010).

A salde 6ssea € um problema importante devido ao alto risco de metastases
0sseas e ao uso prolongado frequiente de terapias hormonais que alteram o turnover
fisiol6égico do osso, levando ao aumento do risco de fratura. Pacientes com risco de
osteoporose e fraturas devido tratamento de cancer podem ser prevenidos com
suplemento de calcio e vitamina D.Mulheres pré-menopausicas submetidas a
supressdo ovariana recomenda-se suplementacdo de calcio e vitamina
D(HANDFORTH et al., 2017).

A vitamina D tem mostrado evidéncias em sua atuagdo no sistema imune.
Mediada pelo VDR, a vitamina D atua na proliferacdo e diferenciacado celular e
imunomodulagdo. A maioria das células imunoldgica expressa VDR, mas a maior
concentracdo estd em células imaturas no timo e linfécitos CD8 maduros. Células
apresentadoras de antigeno (macréfagos, mondcitos, células dendriticas)

apresentam efeitos mediados pela vitamina D como: inibicAo das moléculas de
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expressdéo MHC classe |Il; inibicdo da expressdo das moléculas co-
estimulantesCD40, CD80, CD86 e proteinas indutoras de maturacdo (CD1la, CD83);
aumento quimiotatico e fagocitico de mondcitos e citotoxidade contra células
tumorais e bactérias; inibicdo da liberacdo de IL-12 P70; inibicdo de IL-1 e TNF por
macréfagos e mondcitos. A acdo da vitamina D sobre linfécitos T inibe proliferacéo
de linfécitos T e secre¢do de citocinas; aumento da producéo de IL-4,IL-5 e IL-10;
inibicdo de IL-12, INF-y e IL-2. Nas células B a vitamina D tem efeito sobre a
expressdo do VDR; supressdo da excrecado de IgE. Nos linfécitos NK a vitamina D
inibe INF-y (MARQUES et al. 2010).

A Vitamina D possuium efeito imunomodulador por causar reducdo da
expressao de citocinas pro-inflamatorias, inducdo a apoptose de linfocitos T ativados
inibicdo da proliferacdo de linfocitos T e B(SMOLDERS et al., 2008).

Os valores de referéncia da vitamina D apontam se ha suficiéncia,
insuficiéncia ou deficiéncia do hormdnio. Existem dois critérios atuais. Pelo comité do
Instituto de Medicina dos Estados Unidos, valores inferiores a 20ng/ml indicam
deficiéncia da vitamina D; 10ng/ml como deficiéncia grave; 10-19ng/ml insuficiéncia.
Pela Endocrine Society, também nos Estados Unidos, a deficiéncia de vitamina D
possui valores inferiores a 20ng;ml; insuficiéncia entre 20-30ng/mL; suficiéncia com
valores acima de 30ng/mL (URRUTIA-PEREIRA; SOLE, 2015).

Em idosos que sofreram AVEI é comum niveis diminuidos de vitamina D e
também € um preditor da gravidade na admissao e no desfecho funcional precario
nesses pacientes (DAUBAIL et al., 2013).

Alfieri et al. (2016) avaliaram a relacao entre os niveis séricos de 25(0OH)D e
AVEI. Em relacdo aos controles, os pacientes com AVEI apresentaram menores
niveis deste micronutriente e pacientes com deficiéncia da vitamina D demonstraram
18,4 vezes mais chance para a ocorréncia de AVEI comparados aos com suficiéncia
desta vitamina. Alémdisto, pacientes com deficénciade vitamina D
mostraramniveismaiselevados de usPCR do queos com suficiénciadestavitamina e
osniveis de 25(OH)Dforamnegativamentecorrelacionados com o deficit neurolégico
(mRS) apostrésmeses de seguimento. Apos trés meses do AVEI, os pacientes com
baixos niveis de vitamina D apresentaram pior prognostico para a doenca, sugerindo
um importantepapeldestavitaminanarespostainflamatoria e patofisiolégica do
eventoisquémico (ALFIERI et al., 2016).
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1.4 AVEI e Marcadores Metabélicos

1.4.1 Glicose, insulina e HDL colesterol

Dentre os fatores de risco modificaveis do AVEl estdo a leséo
aterosclerotica, diabetes, hipertenséo, tabagismo e dislipidemia. A principal causa de
AVEI é a aterosclerose, sendo essa uma doenca inflamatoria crénica na qual os
mecanismos imunes podem interagir com fatores de risco como DM e assim iniciar,
ativar e propagar desordens vasculares nesses pacientes. O DM é uma doenca
comum com alta prevaléncia no mundo todo. DM tipo 2 ocasiona embolismo e
trombose extra-cranio, caroétida intracranio e sistemas artéria-vertebral. Na presenca
de tabagismo, etilismo, dislipidemia, hemoglobina glicada elevada e idade avancada,
o DM tem significativa influénciana na ocorréncia do AVEI (NATUVA et al., 2016).

Segundo as categorias clinicas daAmerican Diabetes Association, DM pode
ser classificadoem diferentes tipo 1 (pela destruicdo das céluas B do pancreas); tipo
2, devido a um defeito da secrecdo da insulina; outros tipos especificos de diabetes
devido a outras causas, como defeitos genéticos na fungdo das células 3, defeitos
genéticos na acdo da insulina, doengas do pancreas exocrino como fibrose cistica,
inducdo quimica ou drogas; e DM gestacional (American Diabetes Association,
2014).

Dentro das doencas cardiovasculares, o AVEI &€ uma complicacdo que
apresenta mortalidade e morbidade aumentadasem pacientes com DM de até quatro
vezes. Normalmente acompanham obesidade, dislipidemia e hipertensédo, que
somam aos fatores de risco para AVEI. A prevaléncia global do DM tipo 2, em 2015,
era estimada em 415 milhdes de adultos. A OMS estima que existem 900 milhdes de
pessoas acima de 60 anos e quedevera atravessar 2 bilhdes até 2050. Ja o DM tipo
1 aumenta o fator de risto para AVEI em menor escala. (AMERICAN DAIBETES
ASSOCIATION, 2014).

Resisténcia a insulina tem um papel importante nas doencas
cardiovasculares. Com o aparecimento de novas drogas antidiabéticas para o DM
tipo2, 0 uso de antigos hipoglicemiantes como a insulina e sulfonilureias s&o menos
indicadas pelos médicos. Metformina e a pioglitazona fornecem beneficio
cerebrovascular na populacdo resistente a insulina. Analogos deglucagon-

likepeptide-1(GLP-1) demonstram sua eficAcia em resultados cardiovasculares,
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juntamente com a reducg&o do peso e da presséao arterial. O uso de empagliflozina
mostrou resultados melhores nos pacientes com doencgas renais, demonstrando ser
melhor indicado para pacientes com doencas cardiovasculares com DM tipo 2 e com
nefropatia diabética.Melhora da funcéo renal foi obtida com uso de empagliflozina,
demonstrada recentemente que pode ser indicada em pacientes cardiovasculares
com DMtipo 2, na nefropatia diabética (TUN et al., 2017).

Assim como a hiperinsulinemia e hiperglicemia, a resisténcia a insulina é
fator de risco independente para o AVEIl. Em individuos com DM tipo 1, € mais
comum a disfuncéo diastdlica cardiaca que a sistolica. Também é alto o risco da
disfuncdo diastélica em pacientes com DM tipo2. No inicio da cardiomiopatia
diabética, adaptacfes estruturais e funcionais sdo promovidas pelos disturbios de
metabolismo, como a sinalizacdo metabdlica da insulina, excesso de insulina
ambiente, diminuicdo da absorcéo de glicose, disfungdo mitocondrial. Coletivamente
desenvolvem remodelacdo cardiaca, disfuncdo diastolica fibrética em individuos
diabéticos. Faltam conhecimentos dos mecanismos envolvidos no diabetes tipo 1 e 2
na disfuncao cardiaca. Necessita de ensaios clinicos prospectivos para confirmacao
se os dois tipos de diabetes aumentam isoladamente o risco de disfuncao cardiaca e
insuficiéncia cardiaca, com auséncia de outros fatores de risco (JIA; WHAKEY-
CONNELL; SOWERS, 2017).

Baixo nivel de lipoproteina de alta densidade (HDL colesterol) esta
relacionado a risco cardiovascular. Descontrole da glicemia, HDL-colesterol
diminuido e disturbios hemorragicos (maior viscosidade plasmatica e sanguinea,
agregacao eritrécitaria aumentada e deformidade eritrocitaria reduzida) associados,
predizem eventos adversos coronarianos e doenca coronariana. Estudo mostrou
interacdo entre esses parametros, que podem contribuir para a progressdo de
aterosclerose, e trombose (CHO et al., 2016). A diminuicdo dos niveis de HDL-
colesterol foi encontrada em pacientes que sofreram AVEI. Seu aumento reduz o
risco em até 31% em homens com doenca cardiaca congénita. E um importante
removedor de colesterol dos tecidos periféricos para o figado, metabolizador de
quilomicrons e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL colesterol) (PANDEY;
SHRIVASTAVA; SOLANKI, 2016).

A relagéo entre aterosclerose e niveis elevados de lipidios plasmaticos esta
bem definida e observa-se a diminuigdo do risco de AVEI quando h& tratamento

eficaz diminuindo a dislipidemia. AVEI é causado por um subito bloqueio das
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artérias, diminuindo a passagem do sangue ao cérebro. O excesso de colesterol nas
paredes da artéria diminui a luz interna do vaso, podendo haver formacédo de
trombos. Sabe-se, porém, que a unido de inflamacédo e hiperlipidemia pioram o
prognéstico do AVEIL Ha também relacdo entre niveis de lipoproteina de baixa
densidade (LDL-colesterol) e AVEI. Acredita-se que a LDL seja a mais aterogénica.
Experimentos mostraram sua presenga em niveis maiores no tipo isquémico
comparado ao acidente tipo hemorragico (ADIBHATLA; HATCHER, 2008).

Células espumosas se depositam na camada intima das artérias apos
ingestdo de LDL-colesterol pelos macréfagos. A progressao desses lipideos forma

ateromas ocasionando rompimento das artérias, surgindo doencas cardiovasculares,

levando a infarto do miocardio e acidentes vasculares encefalicos (DOMINGUES et
al., 2017) Figura 3.
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Figura 3: Instauracdo do processo aterosclerético. O endotélio ativado libera citocinas e
quimiocinas que atraem os mondcitos ao sitio da lesdo. Através das moléculas de adesédo PSGL-1 e
L-Selectina, os mondcitos interagem com E e P-Selectina e PSGL-1 endoteliais mediando o rolling. A
inducédo da expressdo de VCAM-1 e ICAM-1 no endotélio permite a adesao estavel dos mondcitos
através da interagdo com VLA-4,LFA-1 e Mac-1.0s mondcitos migram para a camada intima da
artéria onde se diferenciam em macro6fagos que, pela captura de LDLox, podem dar origem as células

espumosas, com alto conteuddo lipidico, caracteristica do ateroma. M, mondcito; E, endotélio;


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adibhatla%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18751914
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LDLoxLDL oxidada; Il, interleucina; MCP-1, proteina quimiotdtica de mondcitos; TNFa, fator de
necrose tumoral alfa; PSGL-1,glicoproteina ligadora de P-selectina; VLA-4, integrina a4p1; LFA-1,
aLB2; Mac-1, integrina aMB2; (MAUREIRA, 2013).

1.4.2 Ferritina e ferro

A maior parte do ferro armazenado no organismo esta na forma de ferritina.
Ferro € um metal critico para o funcionamento normal do cérebro humano. O TNF-a
e IL-2 regulam positivamente a sintese de ferritina em células mesenquimais,
hepatécitos e mondcitos-macrofagos independente da concentracdo de ferro
(MILLER et., 1991).

Os niveis plasméaticos elevados de ferritina tém sido associados com
deterioracdo neurolégica precoce. Valores maiores que 275 mg/mL predizem,
independentemente, a deterioracdo neuroldgica precoce em pacientes com infartos
hemisféricos (DAVALOS et al., 2000).

O ferro € um metal fundamental para a homeostase do organismo, mas em
excesso, pode ser deletério, aumentando o estresse oxidativo. Um desequilibrio
entre a formagao de radicais livres e as enzimas antioxidantes que defendem o
organismo dos seus danos, leva a oxidacao de elementos celulares e moleculares,
como por exemplo a neurodegeneracdo (FERNANDEZ et al., 2007).

Lehmann (2015) avaliou os niveis séricos de ferritina e verificou que valores
mais elevados foram obtidos nos pacientes com maior déficit neuroldgico

comparados aos controles.
1.5Tratamento do AVE

O melhor tratamento para o AVEI ainda é a prevencéo, possivel por meio da
abordagem dos fatores de risco cardiovasculares modificaveis (ALMEIDA; DAL
P1ZZOL; VALLER, 2012; ROSAMOND et al, 2008). O tratamento depende do tipo de
AVE que acomete o individuo e pode ser dividido nas fases pré-hospitalar e
hospitalar e visa o restabelecimento do fluxo sanguineo o mais precoce com maxima
preservacao da zona de penumbra. Isso pode ser feito por meio de cateteres, que
removem mecanicamente o0 coagulo (trombdlise mecanica) ou por meio de
medicamentos (trombdlise quimica). O tratamento trombolitico endovenoso é

utilizado desde 1995. Antes disso, era utilizado o acido acetilsalicilico (AAS), que
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apenas diminui o risco de um novo AVE e, por isso, é tido como um método de
prevencdo secundaria. Cada caso de AVEI deve ser considerado como potencial
recebedor de tratamento trombolitico endovenoso, independentemente da regido do
cérebro afetada. A avaliacdo da neuroimagem € fundamental no processo, uma vez
que a medicacao nao pode ser utilizada quando h& sinais de hemorragia cerebral ou
quando a &rea isquémica € maior do que um terco da area cerebral média
(ABRAMCZUK, VILLELA, 2009).

A Rede Nacional de Atendimento ao AVE, um programa idealizado no fim de
2007 pelo Ministério da Saude do Brasil, tem como objetivo melhorar a qualidade do
atendimento a doenca, diminuir o nUmero de pacientes incapacitados e a taxa de
mortalidade pelo AVE e diminuir o custo a longo prazo com internacfes e
tratamentos. O projeto prevé a criacdo de uma rede de assisténcia ao AVE em todos
0s niveis de atencdo: reconhecimento da populacdo, atendimento pré-hospitalar,
hospitalar, reabilitacdo e prevengdo. O programa conta com 45 centros
especializados, localizados no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Séo
Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo, Distrito Federal, Bahia e
Amazonas (ABRAMCZUK, VILLELA, 2009).

Para o AVEI, é consenso ser ideal iniciar o tratamento terapéutico em até
quatro horas e meia ap0s o inicio dos sintomas, sendo, por isso, de extrema
importancia um atendimento emergencial rapido. Ado¢cdo e seguimento de
protocolos rigidos para conduta nos pacientes em fase aguda do AVEI séo
fortemente recomendados. O protocolo recomendado pelo grupo de estudos de AVE
do Ministério da Saude do Brasil (BRASIL, 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

Os dados descritos na literatura sugerem que as alteracdes em provas
inflamatorias na fase aguda do AVEI podem representar fatores importantes no seu
prognostico. Além disto, até a presente data sdo poucos 0s registros sobre o papel
da resposta inflamatéria e de alteragbes metabdlicas no déficit neurologico e
evolucéo clinica em pacientes da populacéo sul-brasileira. Nosso grupo de pesquisa
tem reportado resultados sobre a associacdo entre alteracfes inflamatérias e
metabdlicas e subtipos de AVEI, bem como com o déficit neurolégico apds o evento
isquémico e a evolugdo em curto prazo (LEHMANN, 2015). Também tem reportado
associacdo entre a deficiéncia de vitamina D, a chance de ocorréncia e déficit
neurolégico em curto prazo nestes pacientes (ALFIERI et al, 2016). No entanto, o
papel dos marcadores inflamatdérios, anti-inflamatérios e metabdlicos na predicdo de
morte nos pacientesque sofreram o AVEI ainda é pouco conhecido para a nossa
populacdo. Os resultados podem auxiliar na identificacdo de um conjunto de
marcadores que possam predizer o progndéstico destes pacientes e contribuir para a
utilizacdo de estratégias terapéuticas individualizadasque levem em consideracéo os
diferentes mecanismos fisiopatolégicos envolvidos no AVEL.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar marcadores inflamatdriose metabolicos como preditores de morte em

pacientes com acidente vascular encefalico isquémico agudo.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Descrever as caracteristicas demogréficas, epidemiologicas e clinicas dos
pacientes com AVElI agudo, atendidos no Hospital Universitario da
Universidade Estadual de Londrina (HU/UEL) de Londrina;

3.2.2 Avaliar a resposta inflamatodria, antiinflamatéria e metabdlica empacientes com

AVEI agudo e em individuos saudaveis;

3.2.3 Determinar a associagdo entre as caracteristicas demogréficas,
epidemioldgicas e clinicas dos pacientes com AVEI agudo com a ocorréncia

de morte apds trés meses do evento isquémico;

3.2.4 Verificar associacdo entre os marcadores inflamatorios, anti-inflamatérios e
metabdlicos obtidos nos pacientes com AVEI agudo com a ocorréncia de

morte apods trés meses do evento isquémico.
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4 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado a fim de dar continuidade ao desenvolvimento de um
projeto de pesquisa que avalia “Biomarcadores genéticos e de estresse oxidativo no
Acidente Vascular Encefalico”, j& aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos na UEL (Parecer 294/2011, CAAE: 0250.0.268.000-11,
Folha de Rosto: 462193, no qual foram inseridos 288 pacientes com possivel
diagnéstico de AVEI agudo, 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 responsaveis
(Anexo 2A e 2B).

4.1 Delineamento

Foi realizado um estudo observacional, prospectivo, longitudinal e de

seguimento.

4.2 Participantes

Pacientes com provavel diagnéstico de AVEI agudo, adultos, de ambos os
sexos, que deram entrada no Pronto Socorro do Hospital Universitario da UEL
(HU/UEL), em Londrina, Parana. Foiconvidado a participar do estudo um total de 288
individuos. O convite foi realizado de forma consecutiva, no periodo de janeiro de
2013 a janeiro de 2015. Neste mesmo periodo, foram convidados individuos adultos,
de ambos os sexos, sem historico de AVE e infarto agudo do miocardio. Participou
candidatos a doacdo de sangue do Hemocentro Regional de Londrina e da

populacao geral para formacgéo do grupo controle.

4.3 Amostra e coleta de dados

Amostras de pacientes diagnosticados pelo exame clinico e TCde cranio
e/ou RMN, num total de 145 pacientes com AVEI agudo. Tipo de amostra
consecutiva, de conveniéncia de tempo e local. O AVEI agudo foi diagnosticado
como déficit focal ao exame neuroldgico, com ou sem distlrbio de consciéncia; inicio
subito, agudo ou rapidamente progressivo que persistiu por >24 horas confirmado

por TC de cranio e/ou RNM. Para classificar os subtipos de AVC utilizou-se o Ensaio
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de ORG 10172 no Tratamento de Acidente Agudo (TOAST) para categorizar 0scinco
mecanismos de AVEI(ADAMS,1993)descritos na introducao deste documento.

A avaliacédo do estado de incapacidade funcional foi realizada pela escala de
Rankin modificada (mRS) (BONITA, BEAGLEHOLE, 1988; CHENG et al, 2014)
aplicada em até oito horas da admissédo no hospital (baseline). Os pacientes foram
prospectivamente acompanhados apds trés meses do evento isquémico, por meio
de consulta ambulatorial ou entrevista telefénica com o paciente ou 0 mais proximo
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 apdés o AVEI ou a mortalidade, de acordo com o
instrumento descrito no Anexo 3. No caso de oObito, o avaliador solicitava a data do
mesmo e se foi em decorréncia do AVEi ou por outra causa ndo relacionada ao
avento isquémico.

O grupo controle foi composto de 176 individuos selecionados entre
candidatos a doadores de sangue fidelizados do Hemocentro Regional de Londrina
e individuos da populacdo geral de Londrina. Os testes soroldgicos realizados para
todos participantes do grupo controle foram os de rotina para bancos de sangue,
exigidos pela portaria ministerial para doadores de sangue(BRASIL, 2004). Foram
testados anticorpos contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) tipos 1 e 2,
anticorpos contra o virus da hepatite C (HCV), antigeno de superficie do virus da
hepatite B (HBV), anticorpos contra o antigeno core do HBV, anticorpos contra o
virus linfotrépico de células T humanas tipos | e Il (HTLV I/ll), anticorpos anti-
Trypanosomacruzi, teste nao treponémico para sifilis, além de nédo terem histéria de
evento isquémico.

Foram coletados dados demogréficos (idade, sexo e etnia), epidemiolégicos
como fatores de risco associados ao AVEI (hipertensédo, sedentarismo, tabagismo,
dislipidemia e diabetes), antropomeétricos (peso, altura e IMC) e clinicos (presséo
sanguinea sistélica e pressdo sanguinea diastélica) dos individuos inseridos no
estudo. Os dados foram coletados pela aplicacdo de um questionario padrdo (Anexo
4), respondidos pelo paciente ou por seus responsaveis e pelo grupo controle. Os
dados foram, também, obtidos por meio de consulta aos prontuarios medicos e a
base de dados LABHOS do Laboratério de Analises Clinicas (LAC) do HU/UEL e do
Hemocentro Regional de Londrina. As medidas antropométricas avaliadas foram

peso corporal (kg) e altura (m), obtidas, por interrogatorio, durante a aplicacdo do
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questionario. O IMC foi calculado como peso (kg) dividido pela altura (m) ao
quadrado e expresso em kg/m2. Presséo arterial diastolica (PAD) e presséo arterial
sistélica (PAS) no periodo da admisséao foram obtidas pelo uso de aparelho digital
devidamente calibrado e expressas em mmHg.

Para definir hipertensdo considerou-se como critérios PAS 2130 mmHg e
PAD 290 mmHg ou uso de anti-hipertensivo (JAMES et al., 2014). Definicdo de DM
tipo 2 foi glicemia em jejum =126 mg/dL, e ndo-jejum =200 mg/dL e/ou o uso de
medicamentos hipoglicemiantes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).
Dislipidemia foi definida pela presenca de uma ou mais das concentragdes anormais
de lipideos no soro, como colesterol total 2200 mg/dL, LDL colesterol 2130 mg/dL;
HDL colesterol <40mg/dL para homem e <50mg/dL para mulher (GRUNDY et al.,
2004).

4.4 Critérios de Excluséao

Como critérios de excluséo, inseriram-se aqueles que recusaram a participar
do estudo; que apresentavam processo inflamatério autoimune ou infeccioso;
pacientes em uso cronico de corticosteréides ou imunossupressores; portadores de
doenca renal crénica, hepatopatia cronica, neoplasias, doenca de Alzheimer, doenca
de Parkinson; os que apresentaram AIT, AVEH, infarto agudo do miocardio; pos-
operatoério imediato; trauma nos ultimos 30 dias, pacientes com dados incompletos
ou que ndo tinham amostra biolégica para as andlises laboratoriais previstas.

Destes, somaram um total de 120 pacientes.

45 Exames Laboratoriais

Para o grupo de pacientes, as amostras de sangue periférico foram
coletadas com e sem condi¢des de jejum. Para o grupo controle, foram coletadas
amostras de sangue periférico em condicdo de jejum. Dos pacientes as amostras
foram coletadas nas primeiras 24 horas da admissao no hospital. Coletou-se 10 mL
de sangue em tubo a vacuo sem anticoagulante e dois tubos de 10 mL com
anticoagulante EDTA. O material foi encaminhado imediatamente ao laboratoério para
registro, processamento e armazenamento das amostras. Soro e plasma foram

obtidos apoés centrifugacao (10 min 2500 rpm) e armazenados em freezer -80 °C até
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0 momento das andlises quando as amostras ndo eram analisadas no mesmo dia.
Todos o0s pacientes e controles e suas respectivas amostras foram identificados por
namero e letra para garantir o anonimato e confidencialidade dos individuos e dos
resultados obtidos.

Os exames laboratoriais que fazem parte da rotina no atendimento dos
pacientes com AVElI no HU/UEL foram realizados nos setores de Exames
Hematoldgicos, Bioquimica Clinica e Imunologia Clinica do LAC/HU, utilizando-se de
métodos padronizados e reagentes disponiveis comercialmente. Foram
considerados os valores de referéncias de normalidade estabelecidos pelos
fabricantes dos reagentes utilizados.

4.5.1 Marcadores inflamatoérios

Os exames de contagem total de leucdcitos periféricos (células/mm?) e VHS
(mm/12hora) foram realizados por método automatizado (equipamento MINDRAY-
BC 6800,/ ALIFAX- TEST1 THL, respectivamente), sendo que os resultados de
leucécitosforam categorizados em <10.570 células/mm?® =10.570células/mm?; e o
VHS < 22,50mm/12hora e = 22,50 mm/12horapara analise estatistica.

A dosagem dos niveis plasmaticos de citocinas IL-6 foi realizada por método
imunoenzimético (ELISA- eBioscience), com limite de deteccdo de 1,0 ng/mL, de
acordo com o fabricante. Os resultados foram categorizados em <20,40 ng/ml e =
20,40 ng/ml.

Os niveis séricos de usPCR foram avaliados imunoensaio de microparticula
com quimioluminescéncia (AbbottLaboratory-Architech™), com sensibilidade
analitica de 0,175 mg/L. Os valores foram categorizados em<13,50mg/L e = 13,50
mg/L.

Como marcador do estresse oxidativo, foram avaliados os niveis plasmaticos
de hidroperéxidos lipidicos pela técnica de quimiluminescéncia (QL) induzida por
terc-butil-hidroperéxido (CL-COOH) como descrito por Gonzales-Flecha e

colaboradores (1991). Os resultados foram expressos em contagens por minuto

(cpm).
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4.5.2 Marcadores anti-inflamatérios

Os niveis séricos da 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] foram determinados por
imunoensaio de quimiluminescéncia por microparticulas (Abbott Laboratorio-
Architech™). De acordo com o0s niveis séricos de 25(OH)D, os valoresforam
categorizados em < 18,90 ng/ml e = 18,90 ng/ml.

4.5.3 Marcadores metabdlicos

Foram analisados marcadores metabolicos como niveis séricos de proteinas
totais, HDL colesterol, ferro e glicemia por método automatizado (Dade Behring-
Dimension Dade AR). Os valores de proteinas totais foram categorizadas em
<6,68g/dl e = 6,68g/dIpara analise estatistica. Os valores para ferro sérico foram
categorizados para homens entre 65-175 pg/dL e mulheres entre 50-170 ug/dL.

A dosagem de insulina foi avaliada por imunoensaio de microparticula com
guimioluminescéncia (Abbott Laboratory-Architech™), e valores maiores que 10,4
pU/mL foi considerado significativamente elevado.

Os niveis séricos de ferritina foram avaliados por imunoensaio de
microparticula com quimioluminescéncia (Abbott Laboratory-Architech™), sendo que
valores > 274,7 ng/mL e > 204,0 ng/mLforam considerados elevados para homens e

mulheres, respectivamente, segundo as recomendacdes do fabricante.

4.6 Andlise Estatistica

As anadlises de contingéncia (teste x?) foram utilizadas para verificar as
associacfes entre as variaveis categoricas e grupos de diagnéstico. Foram
avaliadas as diferengas das variaveis continuas entre os grupos utilizando analises
de variancia (ANOVA), seguidas pelo teste de Tukey para examinar as comparacdes
multiplas entre médias de grupos. As variaveis categoricas foram expressas em
namero absoluto (n) e o percentual (%), e as varidveis continuas foram expressos
como média * erro padrdo da média (SEM).

Modelo de analise linear geral (GLM) foi utilizado para avaliar os efeitos de
multivariaveis das variaveis preditoras (como AVEI, idade, sexo, tabagismo, DM,

hipertenséo, dislipidemia e uso de medicamentos) nos marcadores inflamatorios,
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anti-inflamatoérios e metabdlicos como variaveis dependentes. Quando os testes
multivariados foram significativos foram usados testes de efeitos entre as variaveis
para delinear o efeito univariado de cada variavel explanatéria. Portanto, ndo foram
utilizados testes para correcéo do valor de “p” para interpretarmos os marcadores
analisados devido ao fato dos testesunivariados serem realizados somente quando
os efeitos na analise multivariada foram significativos. Andlises de regresséo
logistica multinomial graduais automaticas, utilizando as variaveis com valor de
p<0,1, foram utilizadas para delinear os marcadores que foram mais
significativamente associados com AVEI e os que poderiam predizer os escores de
déficit neurolégico (MRS) na admissédo do paciente e apds trés meses do evento
isquémico. Oddsratio (OR) e intervalo de confianga (IC) de 95% foram calculados. A
analise estatistica foi realizada com SPSS para Windows, versao 22 (SPSS Inc.,
CHIGADO, IL, EUA). A significAncia estatistica foi definidacomo p <0,05.

Os marcadores inflamatérios e metabdlicos foram categorizados
biomarcadores. Foram categorizados como indiceinflamatério 1 e 2 (todos
expressos em Z escores). O indiceinflamatorio 1 foi considerado como: usPCR, IL-6,
ferritina, VHS e leucdcitos periféricos. O indiceinflamatério 2 foi considerado como:

indice inflamatério 1 menos [25(OH)D, ferro e proteinas totais].
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos em
um artigo original cientifico intitulado: “Prediction of death following stroke by
immune-inflammatory and metabolic biomarkers”, e submetido a revista

Molecular Neurobiology, com fator de impacto 6.190, conforme e-mail em Anexo 4.



42

5.1 Artigo

Immune-inflammatory, oxidative stress and metabolic biomarkers predicting death after acute ischemic

stroke

Edna Maria Vissoci Reiche', Jair Roberto Gelinksi®, Daniela Frizon Alfieri®, Tamires Flauzino®, Marcio
Francisco Lehmann®, Maria Caroline Martins de Aradjo®, Marcell Alysson Batisti Lozovoy', Andrea Name

Colado Siméo*, Elaine Regina Delicato de Almeida’, Michael Maes®"®

!Department of Pathology, Clinical Analysis, and Toxicology, Health Sciences Center, State University
OfLondrina, Parang, Brazil;

2 Clinical and Laboratory Pathophysiology Postgraduate Program, Health Sciences Center, State University
of Londrina, Londrina, Parand, Brazil;

® Health Sciences Postgraduate Program, Health Sciences Center, State University of Londrina, Londrina,
Parana, Brazil

* Department of Clinical Surgery, Health Sciences Center, and Neurosurgery Service of the University
Hospital, State University of Londrina, Londrina, Parana, Brazil;

® Neurology Postgraduate Program, Health Sciences Center, State University of Londrina, Londrina, Paran4,
Brazil;

8 IMPACT Strategic Research Centre, School of Medicine, Deakin University, Geelong, Victoria, Australia.
7 Department of Psychiatry, Faculty of Medicine, Chulalongkorn, University, Bangkok, Thailand

8 Department of Psychiatry, Medical University Plovdiv, Plovdiv, Bulgaria

Address for correspondence: Edna Maria Vissoci Reiche, Department of Pathology, Clinical Analysis
and Toxicology, Health Sciences Center, Londrina State University, Av. Robert Koch, 60,
CEP 86.038-440, Londrina, Parang, Brazil. Phone/FAX number: + 55-43-3371-2619.

e-mail: reiche@sercomtel.com.br



mailto:reiche@sercomtel.com.br

43

ABSTRACT

Background: Acute ischemic stroke (AIS) is accompanied by peripheral activation of immune-inflammatory
pathways, including elevated levels of C-reactive protein (CRP) and interleukin (IL)-6, lipid peroxidation and
lowered antioxidant defense, such as vitamin D.

Aim: To examine whether death within 3 months after AIS is predicted by immune-inflammatory, oxidative
stress and metabolic biomarkers measured within 24 hr after AlS onset.

Methods: We recruited 176 normal volunteers and 146 AIS victims and measured IL-6, CRP with high
sensitivity method (hsCRP), ferritin, iron, total serum protein (TSP), erythrocyte sedimentation rate (ESR), white
blood cells, 25 hydroxyvitamin D [25(OH)D], lipid hydroperoxides (CL-LOOH), insulin, glucose and high
density lipoprotein (HDL)-cholesterol within 24 hr after AIS onset.

Results: Non-survivors within 3 months after AIS (n=54) showed higher baseline levels of IL-6, hsCRP, ferritin
and glucose and lower levels of HDL-cholesterol and 25(OH)D than survivors (n=91). Non-survivors showed
higher ESR and lowered TSP than controls, while survivors occupied an intermediate position. Binary regression
analysis showed that death after AIS is best predicted by increased IL-6, glucose, ferritin and CL-LOOH and
lowered 25(OH) levels. A z unit weighted composite score based on immune-inflammatory biomarkers predicted
death after AIS with sensitivity of 71.7% and specificity of 87.1%.

Conclusion: Activation of peripheral immune-inflammatory and oxidative pathways is critically associated with
high mortality rates after AIS. Our results may help to develop new biomarker tools, which predict post-stroke
death, and show that IL-6 trans-signaling coupled with redox imbalances are new drug targets in the prevention

of death after AlS.

KEYWORDS: Ischemic stroke, mortality, inflammation, IL-6, vitamin D, biomarkers
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INTRODUCTION

Stroke is a major global health problem and the majority of global stroke burden is in low- and middle-
income countries (Benjamin et al., 2017). While age-standardised rates of stroke mortality have decreased
orldwide in the past two decades, the absolute number of people who have a stroke every year, live with the
consequences of stroke, and die from their stroke is increasing (Feigin et al., 2015). In 2013, there were globally
almost 25.7 million stroke survivors with 71% with acute ischemic stroke (AIS), 6.5 million deaths from stroke
51% died from AIS), 113 million disability-adjusted life-year (DALYS) due to stroke (58% due to AlS), and
10.3 million people having a first stroke (67% AIS) (Feigin et al., 2015). Around one third of stroke victims die
and another one third being permanently disabled and requiring permanent residential care (Townsend et al.,
2012; Benjamin et al., 2017). Among patients with cardiovascular disorder (CVD), stroke is the second most
important contributor to hospital care costs explaining the high socioeconomic costs of this event (Townsend et
al., 2012; Benjamin et al., 2017).

Stroke results from the cumulative, long-term effects of irreversible factors, including age, sex, and
ethnicity, as well as modifiable risk factors, including hypertension, heart diseases, diabetes mellitus (DM), body
mass index (BMI), hyperlipidemia, smoking, excess alcohol consumption, and sedentary life style (Sacco et al.,
1997; Chen et al., 2014; Huo et al., 2013; Benjamin et al., 2017). The risk of having a stroke increases with age
and doubles each decade after the age of 55 years (Sacco et al., 1997; Benjamin et al., 2017), while men show a
higher incidence of stroke than women (Sacco et al., 1997; Benjamin et al., 2017). The risk of stroke is increased
in individuals with hypertension, especially in those with systolic blood pressure (SPB) > 140 mm Hg (Sacco et
al., 1997; Chen et al., 2014; Choudhury et al., 2015; Benjamin et al., 2017). Increased BMI or body weight are
associated with stroke risk factors including hypertension thereby increasing risk of stroke (Kurth et al., 2002;
Choudhury et al., 2015; Benjamin et al., 2017). Metabolic biomarkers associated with BMI and DM also
increase stroke risk, including increased insulin resistance, hyperinsulinemia and glucose intolerance (Denti,
Licia et al., 2003; Choudhury et al., 2015; Benjamin et al., 2017). Increased levels of low-density lipoprotein
(LDL)-cholesterol are associated with acute ischemic stroke (AIS), while high-density lipoprotein (HDL)-
cholesterol may have protective effects (Luo et al., 2014; Demarin et al., 2010). Current smoking may increase
the risk to develop stroke (Chen et al., 2014; Choudhury et al., 2015; Benjamin et al., 2017).

Interruption of cerebral blood flow by embolism or a thrombus causes AIS leading to necrotic and
glutamate-related excitotoxic cell death in the ischemic core (Tobin et al., 2014; Rodrigo et al., 2013; Coull et al.

2004). Neuroinflammatory (microglia activation) and oxidative processes following AIS are critically involved



45

in the primary insult leading to apoptosis, necrosis or authophagy and consequent brain cell death in the
penumbra (Rodrigo et al., 2013; Tobin et al., 2014; Becker et al., 2016; Mcdonough et al., 2016). Reperfusion is
accompanied by secondary neurotoxic responses induced by a second burst in reactive oxygen species (ROS)
and neuroinflammatory responses including increased production of pro-inflammatory cytokines, such as
interleukin (IL)-6, IL-1p and tumor necrosis factor (TNF)-a (Tobin et al., 2014; Rodrigo et al., 2013). Moreover,
peripheral activation of immune-inflammatory pathways occurring after stroke plays a critical role in
neurological outcome (Chapman et al., 2009). Immune and oxidative mediators generated in the brain may
propagate into the systemic blood (spill-over) causing a peripheral immune-inflammatory response (Anrather
and ladecola 2016). Increased ROS and altered endothelial cell functions disrupt the blood brain barrier (BBB)
contributing to infiltration of blood-derived neutrophils, M1 macrophages and activated T cells thereby
aggravating neuroinflammation and neurotoxicity (Tobin et al., 2014; Anrather and ladecola 2016; Shirley et al.,
2014; Rodrigo et al., 2013; Wang et al., 2007). Moreover, experimental stroke causes a peripheral immune-
inflammatory response, which peaks 4 h after stroke and precedes the peak in neuroinflammation 20 h later. This
response is characterized by elevated levels of plasma IL-6 and C-reactive protein (CRP) (Chapman et al., 2007),
the latter being associated with a worse clinical outcome (Matsuo et al., 2016). Likewise, stroke is accompanied
by peripheral signs of lipid peroxidation including increased lipid peroxides and lowered levels of antioxidant
defenses, including vitamin D (Rodrigo et al., 2013; Poole et al., 2006).

One third of stroke individuals will die within some months from stroke or its complications (World
Health Organization). Mortality after stroke is one of the leading causes of death worldwide (Feigin et al., 2015;
Strong et al., 2007; Sacco et al., 1997). Short-term (1 week - 3 months) post-stroke death is predicted by fever,
age, plasma glucose levels, previous stroke, severity of neurological deficits and size of lesion (Koton et al.,
2010; Henon et al., 1995; Das et al., 2012; Adam et al., 1999). Nevertheless, there are no data whether peripheral
signs of activated immune-inflammatory pathways within 24 hr after stroke onset may predict stroke-associated
mortality 3 months later. In patients with atrial fibrillation, increased 1L-6 and CRP levels predict cardiovascular
events and death (Aulin et al., 2015). All-cause mortality due to for example CVD, pneumonia, cancer and
chronic kidney disease is predicted by a number of immune and metabolic biomarkers including 1L-6, CRP,
albumin and glucose levels, white blood cell (WBC) counts and oxidative stress biomarkers of lipid peroxidation
(Bruunsgaard et al., 2003; Lepper et al., 2012; Goodson et al., 2005; Singh-Manoux et al., 2017; Ridker, 2008;

Proctor et al., 2015; Huerta et al., 2005).
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Hence, the aim of the present study is to examine whether death within 3 months after AIS is predicted
by immune-inflammatory, oxidative stress and metabolic biomarkers measured within 24 hr after stroke onset
including IL-6, CRP, WBC count, erythrocyte sedimentation rate (ESR), ferritin, lipid hydroperoxides, vitamin
D, iron and total serum protein (TSP), HDL-cholesterol, plasma insulin and glucose levels, while adjusting for

extraneous and confounding variables, including age, sex, smoking, BMI, DM and hypertension.

MATERIAL AND METHODS
Study subjects

The protocol was approved by the Institutional Research Ethic Committee of the State University
of Londrina, Parana State, Brazil (CAAE 0250.0.268.000-11) and a written consent form was obtained from all
of the individuals. A total of 145 AIS patients diagnosed with focal neurological signs or symptoms thought to
be of vascular origin that persisted for >24 h, confirmed by brain computed tomography (CT) and clinic
examination in baseline conditions were consecutively recruited during January 2013-2015 from the Emergency
Room of the University Hospital of State University of Londrina. The stroke subtypes were classified according
to the TOAST criteria (ADAMS et al. 1993). The functional impairment was evaluated using the modified
Rankin Scale (mRS) (BONITA; BEAGLEHOLE, 1988) applied within the first 24 h of admission (MRS
baseline) and the values were used to categorize the patients as mild functional impairment (mRS <3) and
moderate/severe functional impairment (mRS >3). The mRS was also applied after three-month follow-up
through clinical examination or using telephone interviews with the patients or their relatives (WANG et al.,
2014)and the values were used to categorizethe patients as stroke survivors (mRS <6) and stroke death (MRS=6)
(PARK et al., 2015). All the patients were managed using a standardized protocol adapted from international
guidelines for managing AIS (BRAZIL, 2013).

As controls, 176 healthy individuals from general population of Londrina were enrolled in the same
period, with similar demographic and anthropometric characteristics and no history of stroke/ myocardial
infarction.

Exclusion criteria for patients and controls were recent history of fever within last seven days prior to
onset of stroke symptoms, acute inflammatory diseases, haemorrhagic stroke, acute transient ischemic attack
(AIT); chronic infectious, such as human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1), hepatitis B virus and hepatitis

C virus infections, autoimmune diseases, renal or liver failure, history of myocardial infarction, surgery within
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last 30 days, angiography within last seven days, trauma within last 30 days, malignancies, steroid or non-

steroidal anti-inflammatory therapies and immunosuppressive drugs use.

Demographic, epidemiological, anthropometric and clinical data

Demographic, epidemiological, anthropometric, and clinical data with AIS risk factors and the use
of any therapeutic drugs before the inclusion in this study were obtained using a standard questionnaire at the
admission of the individuals. The anthropometric measures were verified by body weight and height reported by
the individuals, when it was possible, or by the patient’s family. BMI was calculated as weight (kg) divided by
height (m) squared. The ethnicity was self-reported as Caucasian and non-Caucasian (Asiatic, Black, and Afro-
Brazilian) (BRAZIL, 2011). Baseline blood pressure evaluations were obtained at the admission of the
individuals in the study (patients and controls) using digital apparatus properly calibrated, and the mean of these
measurements was used in the analysis. Use of antihypertensive medication was an indication of hypertension
(JAMES et al., 2014); DM was defined as a fasting serum glucose >126 mg/dL, a non-fasting serum glucose >
200 mg/dL and/or use of hypoglycemic medication (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014);
dyslipidemia was defined by the presence of one or more than one of the abnormal serum lipid concentration:
total cholesterol >200 mg/dL, LDL-cholesterol >130 mg/dL; HDL-cholesterol <40 mg/dL, and triglycerides >
150 mg/dL (NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM (NCEP) EXPERT PANEL ON

DETECTION, EVALUATION, 2002).

Immune-inflammatory, metabolic, and oxidative stress biomarkers

Peripheral blood samples were obtained under non-fasting state, with and without EDTA as
anticoagulant. From the stroke patients, the samples were obtained at the admission in the hospital; from
controls, the samples were obtained at the time of inclusion in the study. Plasma and serum samples were
immediately separated by centrifugation (2,500 rpm for 15 min) and stored in aliquots at -80 °C until analyzes.
As immune-inflammatory biomarkers, plasma levels of 1L-6 were evaluated using a sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA, eBioscience, San Diego, California, USA); WBC counts and ESR were
determined using hematological autoanalyzers; serum levels of CRP determined with high sensitivity method
(hsCRP), and ferritin were determined using chemiluminescence microparticle assay (CMIA, Architect, Abbott
Laboratory, Abbott Park, IL, USA).

Among the metabolic biomarkers, the study included glucose, HDL-cholesterol, TSP, and iron

levels that were evaluated using a biochemical auto-analyzer (Dimension Dade AR Dade Behring, Deerfield, IL,
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USA); insulin and hydroxyvitamin D [25(0OH)D] levels were determined using chemiluminescent microparticle
immunoassay (CMIA) (Architect, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA). The oxidative biomarker lipid
hydroperoxide-initiated chemiluminescence (CL-LOOH)was also determined to measure lipid hydroperoxides
(GONZALEZ FLECHA; LLESUY; BOVERIS, 1991) and the results were expressed in counts per minute
(cpm).

The immune-inflammatory and metabolic biomarkers were categorized as INFLAM index 1 and
INFLAM index 2. INFLAM index 1 was computed as z transformation of hsCRP (z hsCRP) + z IL-6 + z ferritin
+ z ESR + z WBC count (expressed in z scores). | INFLAM index 2 was computed as INFLAM index 1 — z

25(0OH) D - ziron - z TSP (expressed in z scores)

STATISTICAL ANALYSIS

We used analyses of variance (ANOVA) to check between-group differences in scale variables and
analyses of contingency tables (X*-tests) to check associations between nominal variables. Results of multiple
comparisons were p-corrected for false discovery rate (Benjamini and Hochberg, 1995). We employed
multivariate general linear model (GLM) analyses to delineate the effects of survival versus non-survival versus
controls (the primary explanatory), and with immune, oxidative and metabolic biomarkers as dependent
variables, while adjusting for extraneous variables including age, sex, diabetes, BMI, hypertension, smoking and
use of medications. When the multivariate GLM analyses were significant, we employed tests for between-
subject effects to assess the univariate effects of the explanatory variables. Model-generated estimated marginal
means obtained by these GLM analyses were computed and protected, pairwise post-hoc analyses were used to
assess the differences in estimated marginal means between the diagnostic groups. We used binary logistic
regression analysis to delineate the most important biomarkers that are associated with post-stroke death.
Receiver operating characteristic (ROC) curves were computed using the biomarkers predicting post-stroke
death. The area under the ROC curve (AUC ROC), and sensitivity and specificity of the biomarkers for post-
stroke death were computed. All statistical analyses were performed using IBM SPSS windows version 22. Tests
were 2-tailed and an alpha level of 0.05 indicated statistically significant results.

We have computed two z unit weighted composite scores reflecting activation of peripheral immune-
inflammatory pathways. The first (INFLAM index1) reflects the cumulative effects of CRP, I1L-6, WBC count,
ferritin and ESR and is computed as:

INFLAM index1 = z transformation of hsCRP (zCRP) + zIL-6 + zFerritin + ZWBC + zESR.
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Consequently we have computed the sum of zTSP + zVitamin D + zlron (three biomarkers that
decrease during immune-inflammatory responses) and computed the second index as:

INFLAM index2 = zZINFLAM index1 — (zTSP + zVitamin D + zlron)

RESULTS
Descriptive statistics

Table 1 shows the demographic data of the normal controls and patients divided into those who
survived and those who died within the first 3 months after stroke. P-correction showed that the results of the
multiple univariate tests presented in Table 1 remained significant after correction for false discovery rate.
Nevertheless, the results are not adjusted for the various extraneous or confounder variables and thus less reliable
than the results displayed in Tables 2-4, which were adjusted for extraneous and confounding variables. The data
showed in Table 1 suggests the following: non-survivors were significantly older than patients who survived and
normal controls (p< 0.001). There were significantly more males among patients with stroke, but no significant
differences between survivors and non-survivors (p<0.001). While there were no significant differences in BMI
between the three study groups, patients with stroke showed a higher SBP and diastolic blood pressure (DBP) as
compared to controls (p<0.001).The mRS neurological deficit score at the admission (baseline mRS) was
significantly higher in stroke patients who died versus survivors (p<0.001).

Baseline HDL-cholesterol and insuline levels were significantly different between stroke patients and
controls (p<0.001), while glucose levels were significantly different among the three study groups and increased
from controls to survivors and non-survivors (p<0.001).

There were significantly more smokers among stroke patients as compared with controls and CL-
LOOH levels were increased in stroke victims as compared with controls (p=0.001 and p<0.001, respectively).
There were significantly differences in INFLAM index 1 and INFLAM index 2 among the three groups with
both values increasing from controls to stroke survivors to non-survivors (p<0.001). There were no significant
associations between subjects who suffered from a previous stroke and survivors versus non-survivors
(p=0.328). The prevalence of DM and hypertension, but not dyslipidemia, was significantly higher in stroke
patients than in controls (p<0.001 and p=0.788, respectively).

Inspection of the intercorrelation matrices showed that IL-6 is significantly correlated with hsCRP
(r=0.443, p<0.001, n=326), while both IL-6 and hsCRP are correlated with ESR (r=0.327, n=277 and 0.434,

n=274, respectively, p<0.001) and WBC count (r=0.270, n=295 and r=0.457, p<0.001, n=294). IL-6 and hsCRP
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are also correlated with ferritin (r=0.136, p=0.017, n=309 and r=0.231, p<0.001, n=311, respectively, p<0.001)
and iron (r=-0.370, n=326 and r=-0.450, n=335, respectively, all p<0.001). IL-6 and hsCRP are inversely
correlated with HDL-cholesterol (r=-0.246, n=331 and r=-0.309, n=340, respectively, all p<0.001). IL-6 and
hsCRP are positively correlated with glucose levels (r=0.289, n=323 and r=0.417, n=333, respectively, both
p<0.001). IL-6 and hsCRP are also correlated with TSP (r=-0.269, n=326 and r=-0.255, n=326, respectively,
both p<0.001) and 25(OH)D (r=-0.202, n=323 and r=-0.295, n=332, respectively, both p<0.001). INFLAM
index1 is significantly correlated with 25(OH)D (r=-335, p<0.001, n=243), TSP (r=-274, p<0.001, n=246), iron

(r=-0.492, p<0.001, n=252), glucose (r=483, p<0.001, n=249) and HDL-cholesterol (r=-0.339, p<0.001, n=252).

Immune/metabolic biomarkers of stroke survivors and deaths post-stroke versus controls

Table 2 shows the results of multivariate GLM analyses with INFLAM index1 and index2, CL-LOOH,
HDL-cholesterol, glucose and insulin as dependent variables and diagnosis (the three study groups as shown in
Table 1) as primary explanatory variable, while adjusting for sex, smoking, age and BMI. Tests for between-
subject effects showed significant effects of diagnosis on all biomarkers. Post-hoc analyses performed on the
model-generated estimated marginal mean values showed significant differences among the three study groups
in INFLAM index1 and INFLAM index2, glucose and HDL-cholesterol with INFLAM index1 and INFLAM
index2 increasing from controls to stroke survivors to stroke non-survivors. Insulin levels were significantly
higher in stroke survivors than in controls and non-survivors. CL-LOOH levels were significantly higher in
stroke patients than in controls. Figure 1 shows the mean values of the INFLAM index 1 and INFLAM index2

in the three study groups.

Immune-inflammatory biomarkers of death after stroke

Figure 2 shows the z transformed values of the 11 biomarkers in the 3 study groups. Table 3 shows
the results of multivariate GLM analysis with effects of diagnosis (three study groups as in Table 2) as primary
explanatory variable and sex, smoking, age and BMI as additional independent variables and with WBC count,
IL-6, hsCRP, ferritin, ESR, 25(OH)D, TSP and iron as dependent variables. We found significant effects of all
independent variables except BMI. Tests for between-subject effects showed a significant impact of diagnoses
on all immune-inflammatory variables. Model-generated estimated marginal mean values and protected post-hoc
analyses show that IL-6, hsCRP and 25(OH)D were significantly different between all three study samples.

Thus, IL-6 and hsCRP increased, while 25(OH)D decreased from controls to stroke survivors to stroke non-
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survivors. ESR was significantly higher, while TSP was significantly lower in post-stroke non-survivors and
controls, with stroke survivors occupied an intermediate position. Serum ferritin levels were significantly higher
in non-survivors versus controls and stroke survivors. Serum iron was lower while WBC count was greater in
stroke patients than controls. Parameter estimates showed a significant association between age and IL-6, while

BMI was positively associated with hsCRP and ESR. Ferritin was significantly higher in males than females.

Biomarkers of death after stroke (non-survivors versus survivors and controls)

Table 4 displays the results of a multivariate GLM analysis with the same immune-inflammatory and
metabolic variables as shown in Table 2 as dependent variables and diagnosis (two study groups, namelynon-
survivors versus survivors + controls) as primary explanatory variable, while controlling for sex, smoking, age
and BMI. Tests for between-subject effects showed a significant impact of diagnosis on INFLAM index1 and
INFLAM index2, glucose and HDL-cholesterol. Model-generated estimated marginal mean values showed that
INFLAM index1, INFLAM index2 and glucose were significantly higher, while HDL-cholesterol was
significantly lower in stroke non-survivors than in survivors. Similar findings were established when examining
the differences between non-survivors versus survivors (F=3.55, df=6/70, p=0.004). Figure 3 shows the z
transformed values of both INFLAM index 1 and INFLAM index2, HDL-cholesterol, insulin, glucose and CL-
LOOH in both patient groups. The differences in INFLAM index1 (F=8.60, df=1/75, p=0.004), INFLAM index2
(F=5.30, df=1/75, p=0.024), glucose (F=8.64, df=1/75, p=0.004) and HDL-cholesterol (F=4.84, df=1/75,

p=0.031) were significant.

Effects of confounding variables
The multivariate GLM analysis in Table 2 showed significant effects of sex, age and BMI on the
dependent variables. Univariate tests showed significant effects of sex on INFLAM index2 (mean £SE: in
females: 1.63 +0.45 and in males: 0.42 +0.45) and HDL-cholesterol levels (mean £SE: in females: -0.18 +0.14
and in males: -0.68 +0.14). Parameter estimates showed that age is associated with INFLAM index2 (positively)
and HDL-cholesterol (inversely), while BMI is associated with INFLAM index2 and insulin (both positively).
We have also examined the possible effects of hypertension (n=118 subjects), diabetes (n=50 subjects)
and dyslipidemia (n=63) on the results. There was a significant effect of hypertension (F=4.38, df=6/155,
p<0.001), with between subject effects showing an impact on HDL-cholesterol (F=9.95, df=1/160, p=0.002;

lower in those with hypertension) and glucose (F=10.06, df=1/160, p=0.002; higher in those with hypertension).
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There was a significant effect of DM (F=14.05, df=6/155, p<0.001), with between-subject effects showing an
impact on CI-LOOH (F=5.29, df=1/160, p=0.023; higher in DM) and glucose (F=70.20, df=1/160, p<0.001;
higher in diabetes). There was a significant effect of dyslipidemia (F=2.20, df=6/155, p=0.045), which
significantly impacted CL-LOOH (F=4.69, df=1/160, p=0.032) and glucose (F=5.71, df=1/160, p=0.0189 (both
higher in dislipidemia). Most importantly, the entry of these three diagnoses in the GLM regression shown in
Table 2 did not change either the multivariate or the univariate results presented in Table 2 or the pairwise post-
hoc tests showing differences between the three categories (also Table 2).

Consequently, we have examined possible effects of the drug state of the participants. Sixty-one
subjects were taking antihypertensive drugs but we did not find significant effects of these drugs on the
biomarkers shown in Table 2 (F=1.58, df=6/146, df=0.158). Use of hypolipemiant drugs (taken by 46 subjects)
showed no significant effect on the biomarkers (F=1.44, df=6/146, p=0.205). In the multivariate analysis,
treatment with hypoglycemic drugs (n=38) showed a significant effect (F=7.89, df=6/146, p<0.001), while tests
for between-subject effects showed a significant effect on glucose only (F=37.86, df=1/151, p<0.001). Patients
who were treated with hypoglycemic drugs have higher glucose values than those without (0.98 £0.14 versus
0.05 £0.11, expressed in z scores). This indicates that patients with higher glucose levels were treated with
hypoglycemic drugs, rather than causal effects of hypoglycemic drugs. Most importantly, the significant
associations between diagnosis and the biomarkers shown in Table 2 and the significant differences in the
biomarkers (see Table 2) remained unchanged after covarying for use of hypoglycemic, hypolipemiant and

antihypertensive drugs.

Best prediction of death after stroke

In order to delineate the best predictors for death after AIS we have performed binary regression
analyses with death following AIS as dependent variable (and no death as reference group) and using the
biomarkers as explanatory variables. Table 5 shows the results of two binary regression analyses with all
biomarkers with (regression #2) or without (regression #1) baseline mRS as explanatory variables. We compared
death due to AIS with all other subjects (combined controls and survivors; regression #1) or survivors only
(regression #2). Regression #1 shows that glucose, ferritin, IL-6, CL-LOOH and 25(OH)D significantly
predicted stroke death (X°=74.52, df=5, p<0.001; Nagelkerke=0.461; correctly classified subjects=87.8% with
42.1% of sensitivity and 96.5% of specificity). The best predictor was IL-6 followed by glucose. Regression #2

shows that INFLAM index1 coupled with baseline mRS score significantly predicted death after AIS (X?=35.26,
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df=2, p<0.001; Nagelkerke=0.361; correctly classified subjects=79.6% with 76.6% of sensitivity and 81.8% of
specificity). We have rerun this analysis in the patient study groups, considering the separation of non-survivors
versus survivors and the results showed that INFLAM index2 (Wald=11.94, df=1, p=0.001, OR=2.51) and CL-
LOOH (Wald=7.67, df=1, p=0.006, OR=2.12) best predicted death after AIS versus survival (X°=22.72, df=2,
p<0.001; Nagelkerke=0.279; correctly classified subjects=77.6% with 62.5% of sensitivity and 87.9% of

specificity).

ROC curves

In order to examine whether some of the variables may be used in the clinical practice to predict death
after AIS we have performed ROC curve analyses with the biomarkers as discriminatory variables. INFLAM
index1 and INFLAM index2 showed the best diagnostic performance with an AUC equaling 0.851 and 0.870,
respectively. INFLAM index1 showed that 71.7% of the death cases were correctly classified with specificity of
85.3%. hsCRP (AUC=0.776) and IL-6 (AUC=0.776) showed satisfactory results with a 48.6% of sensitivity and
of 89.3% specificity for hsCRP > 13.5 mg/L and a 51.4% of sensitivity and 84.6% of specificity for IL-6 > 20.4
pg/mL. We have rerun these analyses in the patient study groups examining the discrimination of non-survivors
versus survivors. For example, INFLAM index2 yielded a significant separation with an AUC ROC=0.728

[standard error (SE)=0.051] and a sensitivity=55.7% and specificity=75.0%.

Discussion

The main finding of this study is that death within 3 months after AIS is significantly predicted by
immune-inflammatory, oxidative and metabolic biomarkers, which are measured within 24 hr after hospital
admission. Thus, increased levels of IL-6, hsCRP, ferritin and glucose and lower levels of HDL-cholesterol,
insulin and 25(OH)D were significantly associated with death after AIS. Moreover, higher ESR and lowered
TSP were observed in stroke victims who had died as compared with normal controls, while stroke survivors
occupied an intermediate position.

Increased peripheral levels of IL-6, which are associated with increased hsCRP, higher ESR and WBC
counts, indicate that 1L-6-associated immune-inflammatory responses play a critical role in death after stroke.
These results extend those of previous reports showing that increased peripheral levels of IL-6 and hsCRP
predict increased mortality in individuals with serious medical conditions (Goodson et al., 2005; Singh-Manoux

et al., 2017; Ridker et al., 2007; Proctor et al., 2015; Groschel et al., 2007; Boger et al., XX; Aulin et al., 2015).
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It may be hypothesized that increased IL-6 trans-signaling rather than classical IL-6 signaling is critically
involved in mortality after stroke, because the former is pro-inflammatory and the latter is protective (Maes et
al., 2014). Firstly, increased IL-6 trans-signaling and enhanced ROS production may reciprocally induce each
other, causing greater oxidative damage to membrane lipids, proteins, DNA and mitochondria (Maes et al.,
2014). Secondly, increased IL-6 may cause a T helper (Th)-17 shift with increased IL-17 production thereby
facilitating autoimmune responses and formation of neoantigens directed against oxidatively modified lipid
structures (Hirano et al., 2010; Jones et al., 2010; Maes et al., 2014). Thirdly, IL-6 trans-signaling may block the
development of T regulatory (Treg) cells thereby changing the balance between autoreactive effector versus
protective Treg cells (Dominitzki et al., 2007; Hirano et al., 2010). Fourthly, increased overexpression of IL-6 in
plasma and the brain enhances neurodegenerative processes by aggravating neuro-inflammation, favouring
recruitment of T cells to the brain, lowering hippocampal neurogenesis and neuroplasticity and enhancing the
activity of the tryptophan catabolite (TRYCAT) pathway resulting in enhanced detrimental effects trough N-
methyl-D-aspartate (NMDA) receptors (Maes et al., 2014; Erta et al., 2012; Anderson and Maes, 2013).
Nevertheless, to fully appreciate the effects of IL-6 trans-signaling we would need additional measurements of
the soluble IL-6 receptor (sIL-6R), which may bind sIL-6 to form a sIL-6R/IL-6 complex that propagates IL-6
trans-signaling, and soluble gp130 molecule, which attenuates IL-6 trans-signaling (Maes et al., 2014).

The current study found that increased ferritin is a biomarker of stroke and death after stroke. Increased
plasma levels of ferritin indicate the presence of an immune-inflammatory or acute phase response (Maes et al.,
1996; Millerot et al., 2005; Kell and Pretorius, 2014; Wang et al., 2010). Interestingly, elevated levels of plasma
ferritin measured within 24 to 48 h after stroke may predict a worse prognosis after stroke (Davalos et al., 2000;
Erdemoglu and Ozbakir et al., 2002), while increased ferritin levels are a risk factor for consequent AIS in
postmenopausal women (van der, 2005). In a rodent model, induced brain ischemia is accompanied by increased
levels of plasma ferritin in rats subjected to severe insults (Millerot er al., 2005). In our study, plasma iron levels
were not associated with post-stroke death but were significantly lower in stroke patients than in controls.
Generally, activation of immune-inflammatory pathways is accompanied by reduced serum iron and other
erythron markers (Maes et al., 1986). The associations between stroke and serum iron (lowered) and ferritin
(increased) may be explained by effects of IL-6 trans-signaling. Thus, IL-6 enhances hepatic ferritin production
and lowers plasma iron through effects of IL-6 on hepcidin, the main regulator of plasma iron levels (Maes et al.,
1986; Kobune et al., 1994; Nakagawa et al., 2014). Also our findings show significant inverse associations

between increased IL-6 (and the consequent elevations in hsCRP) and increased ferritin and lowered iron levels.
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Reduced plasma iron and elevated ferritin have protective functions during immune-inflammatory responses
mainly by preventing iron overload, which may have direct effects on ferroptosis (Morris et al., 2017), the
development of thrombosis (Day et al., 2003) and enhanced hydroxyl radical production through the Fenton
reaction (Miller et al., 2016). Moreover, ferritin stores cellular iron thereby attenuating the production of
hydroxyl radicals and, therefore, increased ferritin protects against the consequences of oxidative stress (Wang et
al., 2010; Zielinska-Dawidziak, 2015). Nevertheless, ferritin may also display detrimental effects including
nuclear factor-xB activation, induction of apoptosis and increased ROS production through its iron-storing
ability (Lombardi et al., 2016; Knovich et al., 2009; Bresgen et al., 2010).

Another major finding of this study is that increased levels of lipid hydroperoxides (CL-LOOH), an
oxidative stress biomarker, are associated with death after stroke. Previously, it was shown that stroke is
accompanied by increased levels of CL-LOOH and malondialdehyde (MDA) (Rodrigo et al., 2013) and that
increased MDA levels predict mortality in institutionalized elderly, while antioxidant defenses, such as
superoxide dismutase and vitamin E are associated with survival (Huerta et al., 2005). As explained in the
Introduction section of the present study, increased ROS production and damage to lipids and proteins, DNA and
mitochondria is a key component of neuronal damage in the penumbra, while ROS-induced BBB disruption may
lead to increased passage of activated T cells, effector cells and M1 macrophages (Rodrigo et al., 2013).
Moreover, ROS supports the formation of cerebral edema, the leading cause of death after stroke (Rodrigo et al.,
2013). Vasogenic cerebral edema follows breakdown of the BBB and affects white matter, while cytotoxic
edema is a primary mechanism of cerebral edema during ischemia by generating hydroxyl radical formation and
formation of peroxynitrite (Rodrigo et al., 2013).

Our results also extend those of previous studies showing that AlS is accompanied by lowered serum
vitamin D (Poole et al., 2006; Kim et al., 2017), and that lowered vitamin D increases risk towards AIS (Sun et
al.,, 2012; Kienreich et al., 2013; Gupta et al., 2014; Manouchehri et al., 2017; Alfieri et al., 2017) and is
inversely associated with mortality from stroke (Sheerah et al., 2018). An umbrella review, however, concluded
that the association between increased vitamin D levels and lowered stroke risk is not very convincing
(Theodoratou et al., 2014). Nevertheless, lowered vitamin D is associated with more severe stroke, while vitamin
D supplementation may improve the outcome of stroke (Narasimhan et al., 2017). In patients with myocardial
infarction, vitamin D deficiency is linked with post-infarction complications, cardiac remodeling and the number
of affected coronary arteries, while in peripheral artery disease vitamin D deficiency is associated with

atherosclerosis and arterial stiffness, arterial aging and vascular calcifications (Mozos and Marginean, 2014).
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There is an inverse, dose-response relationship between lowered plasma vitamin D concentrations and blood
pressure (Kienreich et al., 2013; Mozos and Marginean, 2014). Moreover, vitamin D deficiency is associated
with other modifiable predictors of stroke, including increased BMI and the metabolic syndrome (Mozos and
Marginean, 2014). Nevertheless, these established effects of vitamin D deficiency are probably less relevant to
the higher mortality after stroke because none of the above stroke risk factors is significantly associated with
death after stroke. More importantly, vitamin D has strong anti-inflammatory, antioxidant and neuroprotective
effects (Kienreich et al., 2013; Calton et al., 2015). Notably, vitamin D may suppress expression and/or
production of pro-inflammatory mediators and cytokines, including IL-6 (Calton et al., 2015; Berridge, 2017).
Vitamin D enhances superoxide dismutase activity, improves glutathione system activities, controls the
expression of Nrf2, maintains mitochondrial respiration and protects against lipid peroxidation (Mokhtari et al.,
2017; Berridge, 2017). Moreover, vitamin D has neuroprotective properties, for example by enhancing
neurotrophin release and intracellular calcium homeostasis, and reduces neuronal injury and inflammation
following traumatic brain injury (Lawrence and Sharma, 2016; Wrzosek et al., 2013). Therefore, the inverse
association between vitamin D and the inflammation indexes (INFLAM index1 and INFLAM index2) found in
the current study, may suggest that lowered vitamin D levels in AIS victims aggravate the ongoing immune-
inflammatory and oxidative responses and attenuate neuroprotection thereby contributing to detrimental
processes leading to death.

Finally, we also observed that two “metabolic” variables significantly predicted death after AIS, namely
HDL-cholesterol and glucose. Our results extend previous findings that increased blood glucose levels may
predict risk of early death in heart failure patients and in patients hospitalized for pneumonia (European Society
of Cardiology, 2015; Lepper et al., 2012). Previous reports showed that aberrations in glucose metabolism may
predict stroke (Choudhury et al., 2015) and that glucose intolerance highly significantly increases risk of brain
infarction in nondiabetic individuals (Denti, Licia et al., 2003). In animal models of ischemia, hyperglycemia is
associated with increased neuronal damage (Ginsberg et al., 1980; Pulsinelli et al., 1982). Following
intracerebral hemorrhage, hyperglycemia exacerbates brain edema and causes perihematomal cell death (Song et
al., 2003). Blood glucose may cross the BBB and may promote free radical generation, impair radical
scavenging and glutathione cycle functions, induce aberrant osmolarity in brain cells, and promote protein
glycation with formation of advanced glycation end-products (Tomlinson and Gardiner, 2008).

There is also some evidence that HDL-cholesterol may protect against stroke (Choudhury et al., 2015).

Decreased HDL-cholesterol is associated with AIS especially in individuals less than 70 years old (Luo et al.,
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2014). Individuals with lower HDL-cholesterol show a trend towards higher stroke risk (Demarin et al., 2010)
and increased risk towards cardiovascular events (Acharjee et al., 2013; Demarin et al., 2010). Interestingly, in
our study there was a significant inverse association between HDL-cholesterol levels and inflammation indexes,
IL-6 and hsCRP levels, suggesting that attenuated HDL-cholesterol-associated antioxidant defenses participate
in the immune-inflammatory pathophysiology of death after stroke. In the plasma, paraoxonase 1 (PONL1) is
integrated into HDL-cholesterol and protects HDL-cholesterol from oxidation and stimulates cholesterol efflux
from macrophages (Gugliucci and Menini, 2014; Efrat and Aviram, 2010; Watson et al., 1995). The HDL-PON1
complex also protects against macrophage-mediated oxidation of LDL-cholesterol and shows anti-inflammatory
properties (Mackness and Mackness, 2015; Costa et al., 2005), for example by attenuating IL-6 production
(Gomaraschi et al., 2005). During inflammation and oxidative stress, myeloperoxidase (through increased HOCI
production) and peroxynitrite may damage the PON1-HDL complex (Gugliucci and Menini, 2014) resulting in
increased lipid peroxidation and aldehyde formation (Gugliucci and Menini, 2014). In our study, TSP was
significantly lower in stroke non-survivors versus healthy controls, while survivors showed an intermediate
position. Moreover, there was a significant inverse association between TSP and the z unit weighted
inflammation index as well as IL-6 and hsCRP. An acute phase response is indeed accompanied by lowered
levels of TSP and albumin, indicating that lowered TSP is an indicant of the ongoing inflammatory process (van
Hunsel et al., 1996).

In our study, significant associations were established between AIS and male sex, hypertension, DM
and smoking, but not dyslipidemia. Nevertheless, we could not observe that any of these AIS predictors was
associated with death after stroke. Most importantly, the associations between death after stroke and the
abovementioned biomarkers remained significant after adjusting for these established predictors of AIS.
Nevertheless, non-survivors showed a higher age than survivors, while increasing age also contributes to
INFLAM index2 and HDL-cholesterol. This indicates that aberrations in immune-inflammatory and oxidative
pathways fueled by changes in HDL-cholesterol and glucose levels are more important in predicting death than
the established predictors of stroke, while age may have a minor contribution to the inflammatory response.
Furthermore, in the present study we found that the effects of the biomarkers predicting death were not affected
by use of hypoglycemic, hypolipemiant and antihypertensive drugs. This shows that in the clinical practice the
predictive value of the biomarkers is not substantially affected by these different confounding and extraneous

variables.
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In this respect, we computed z unit weighted composite scores based on immune-inflammatory
biomarkers, which yielded a good prediction of death 3 months after stroke with a sensitivity of 71.7% and
specificity of 87.1%. Using more immune-inflammatory biomarkers, including other cytokines and receptor
levels such as IL-1p and soluble IL-1 receptor antagonist (sIL-1RA), TNFa and its STNF-receptors, sIL-6R, 1L-4
and IL-10, may result in a better prediction of death after stroke. In addition, the measurement of more oxidative
stress variables including xanthine oxidase, superoxide dismutase, catalase, PON1 and glutathione peroxidase,
and lipid and protein oxidation products, including MDA, 4-hydroxynonenal, protein carbonyls or advanced
protein oxidation products (AOPP), may also help to enhance the diagnostic performance of our composite
scores.

Importantly, our results show that activated immune-inflammatory pathways, oxidative stress and
lowered levels of vitamin D and HDL-cholesterol are new drug targets in the prevention of death after AIS. New
possible treatments are targeting immune-inflammatory pathways by IL-6 trans-signaling blockade
(Tocilizumab) and maybe blockade of TNF-a signaling (Etanercept) and IL-1p signaling. Moreover, compounds
with combined anti-inflammatory, antioxidant and neuroprotective properties may have some benefit including
allopurinol, minocycline and statins (Maes et al., 2012; de Melo et al., 2017). These treatments can be combined
with antioxidant supplements, which target the same pathways including vitamin D, curcumin, coenzyme Q10,

resveratrol and zinc (de Melo et al., 2017).
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Table 1 Demographic and biomarkers data in ischemic stroke patients and healthy controls. Patients were

divided into stroke survivors versus non-survivors (three months after stroke onset)

o Controls # Survivors ® Non-survivors © ,
Characteristics F/X df p value
(n=176) (n=91) (n=54)

Age (years) 63.2 (11.3) © 65.9 (14.0) © 72.3(2.0) *P 12.62 2/318 <0.001
Sex

Male 49 (27.84%) B¢ 58(63.73%) "  27(50.00%)”  33.60 2 <0.001

Female 127 (72.16%) 33 (36.27%) 27 (50.00%)
Ethnicity

Caucasian 129 (73.3) 75 (82.4) 43 (79.6) 2.82 2 0.244

Non-Caucasian 47 (26.7) 16 (17.6) 11 (20.4)
BMI (kg/m?) 26.79 (4.28) 26.31 (5.48) 26.49 (5.40) 029  2/285 0.749
Hypertension 77 (45.56%) B° 75 (82.42%) " 49 (92.45%) " 57.1 2 <0.001
SBP (mmHg) 122.5 (14.9) B¢ 146.4 (26.1)* 151.9 (32.2)"  50.04 2/288 <0.001
DBP (mmHg) 79.1 (12.1) B¢ 87.1(20.6)* 91.0 (17.6) A 13.62  2/288 <0.001
DM 36 (20.45%) B© 36 (39.56%) * 23 (42.59%)"  15.77 2 <0.001
Dyslipidemia 68 (40.23%) 39 (57.14%) 24 (44.44%) 0.48 2 0.788
Smoking 12 (6.82%) B° 19 (20.88%)" 12 (22.22%) "  14.82 2 0.001
Previous Stroke - 34 (37.39%) 24 (44.44%) 0.96 1 0.328
mRS - 3.41(1.24) € 4.48 (1.06) ® 27.62 1/141 <0.001
CL-LOOH (cpm) 16556 (11484)5¢ 25672 (18515)* 31077 (34926)" 12.89  2/284 <0.001
INFLAM index1 -1.66 (2.11) B¢ +1.05(2.28)*¢  +3.13(2.60)*®  82.47  2/224 <0.001
INFLAM index2 277 (2.46) B¢ +1.62 (3.27)A°  +4.67(3.84)*® 107.49 2/212 <0.001
Insulin (1U/L) 10.7 (7.3) B¢ 27.7 (40.4) * 19.6 (18.7) A 15.62  2/297 <0.001
Glucose (mg/dL) 98.1 (29.2) B¢ 133.4 (53.6)*C  168.0 (79.2)*®  47.72  2/308 <0.001
HDL (mg/dL) 54.9 (15.3) B¢ 43.7 (16.8) # 40.1 (12.9)# 27.29 2/315 <0.001

The continuous variables were expressed as mean (SD); categorical variables were expressed as number (n) and
percentage (%). BMI: body mass index; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; DM:
diabetes mellitus; mRS: modified Rankin Scale; CL-LOOH: lipid hydroperoxide-initiated chemiluminescense;
HDL: high density lipoprotein cholesterol; df: degree of freedom; cpm: counts per minute

INFLAM index1: computed as z transformation of C-reactive protein with high sensitivity method (z hsCRP) +
z interleukin-6 + z ferritin + z erythrocyte sedimentation rate + z number of peripheral leukocytes (expressed in z
scores); INFLAM index2: INFLAM index1 — z 25(hydroxyvitamin D) - z iron - z total serum protein (expressed
in z scores).

ABC: results of pairwise protected post-hoc analyses (all p<0.05)
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Table 2 Results of multivariate GLM analysis with the inflammatory indices, glucose, insulin, high-density
lipoprotein (HDL)-cholesterol and lipid hydroperoxides (CL-LOOH) as dependent variables

Test Dependent variables Explanatoryvariables F df p
INFLAM index1 Diagnosis 16.95 12/312 <0.001
INFLAM index2 Sex 3.79 6/156 0.001
Multivariate HDL-cholesterol , Smoking 1.16 6/156 0.333
Glucose, Insulin, Age 289 6/156 0.011
CL-LOOH BMI 4.87 6/156 <0.001
INFLAM index1 Diagnosis 45.40 2/161 <0.001
INFLAM index2 Diagnosis 68.89 2/161 <0.001
Sex 6.52 1/161 0.012
Age 4.70 1/161 0.032
BMI 4.75 1/161 0.031
Between HDL-cholesterol Diagnosis 9.68 2/161 <0.001
subject effects Sex 11.51 1/161 0.001
Age 6.56 1/161 0.011
Glucose Diagnosis 31.15 2/161 <0.001
Insulin Diagnosis 14.21 2/161 <0.001
BMI 17.72 2/161 <0.001
CL-LOCH Diagnosis 7.52 2/161 0.001

Model-generated estimated marginal means (£SE and expressed as z-values as obtained by the GLM analysis
presented in Table 2) in healthy controls and stroke victims divided into survivors and non-survivors three
months after stroke onset

Variables

Controls #

Survivors®

Non-survivors®

INFLAM index1
INFLAM index2
z Glucose

z Insulin

z HDL-cholesterol

z CL-LOOH

-1.57 (0.35) B©
-2.70 (0.45) B¢
-0.39 (0.13) B¢
-0.27 (0.14) ®
-0.03 (0.14) B¢
-0.16 (0.14) B¢

+1.25 (0.37) A€
+1.90 (0.48) A€
+0.35 (0.14) A°¢
+0.59 (0.15) A°¢
-0.38 (0.15) ¢
+0.44 (0.15) #

+2.61 (0.49) *B
+3.87 (0.63) A8
+0.98 (0.18)*®
+0.04 (0.20) ®
-0.88 (0.19) ®
+0.36 (0.20) #

INFLAM index1: computed as z transformation of C-reactive protein with high sensitivity method (z hsCRP) + z
interleukin-6 + z ferritin + z erythrocyte sedimentation rate + z number of peripheral leukocytes

INFLAM index2: INFLAM index1 — z 25(hydroxyvitamin D) - z iron - z total serum protein;

GLM: General linear model; df: degree of freedom; HDL: high density lipoprotein; CL-LOOH: lipid
hydroperoxide-initiated chemiluminescense; BMI: body mass index; 25(OH)D: 25 hydroxyvitamin D

ABC: results of pairwise protected post-hoc analyses (all p<0.05)
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Table 3 Results of multivariate GLM analyses with the 8 immune-inflammatory biomarkers as dependent

variables
Test Dependent variables Explanatoryvariables F df p value
Diagnosis 9.80 16/354 <0.001
While blood cells, IL-6, Sex 3.20 8/177 0.002
Multivariate hsCRP, Ferritin, ESR, Smoking 2.31 8/177 0.022
25(CH)D, TSP, Iron Age 2.11 8/177 0.037
BMI 1.45 8/177 0.180
L6 Diagnosis 27.92 2/263 <0.001
Age (+) 13.68 1/263 <0.001
Diagnosis 55.43 21275 <0.001
hsCRP

BMI (+) 5.49 1/275 0.020
Diagnosis 4.88 2/216 0.008

ESR
BMI (+) 5.69 1/216 0.018

Univariate
. Diagnosis 8.74 2/254 <0.001
Ferritin

Sex (M>F) 452 21254 0.034
Iron Diagnosis 24.99 2/275 <0.001
While blood cells Diagnosis 37.29 2/232 <0.001
25(0OH)D Diagnosis 17.52 2/273 <0.001
Total serum protein Diagnosis 4.89 2/228 0.008

Model-generated estimated marginal means (£SE and expressed as z-values as obtained by the GLM analysis
presented in Table 3) in healthy controls and stroke victims divided into survivors and non-survivors three
months after stroke onset

Variables Controls * Survivors® Non-survivors®
IL-6 (ng/mL) -0.38 (0.10) ¢ +0.27 (0.11)*° +0.74 (0.15) *®
hsCRP (mg/L) -0.51 (0.09)®¢ +0.38 (0.10) ¢ +0.83 (0.13) *®
ESR (mm/h) -0.12 (0.12) © +0.14 (0.13) +0.45 (0.17) #
Ferritin (ng/mL) -0.28 (0.10) © -0.13(0.11) © +0.38 (0.14) B
Iron(ug/dL) +0.44 (0.10) B¢ -0.42 (0.12) # -0.33(0.16) #
While blood cells(cells/mm?) -0.56 (0.11) B¢ +0.34 (0.11) # +0.64 (0.14) #
25(0OH)D (ng/mL) +0.42 (0.11)®¢ -0.16 (0.12)*¢ -0.54 (0.17)*®
Total serum protein (g/dL) +0.16 (0.10) © -0.07 (0.11) -0.36 (0.15)*

All data are shown in z scores obtained by z transformations
ABC: results of pairwise protected post-hoc analyses (all p<0.05)

GLM: General linear model; df: degree of freedom; IL: interleukin; hsCRP C-reactive protein with high
sensitivity method (hsCRP); ESR: erythrocyte sedimentation rate; BMI: body mass index; M: male; F: female;

25(0OH)D: 25-hydroxyvitamin D, TSP: total serum protein
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Table 4 Results of multivariate GLM analysis with inflammation indices, high density lipoprotein (HDL)-
cholesterol, insulin, glucose and lipid hydroperoxides (CL-LOOH) as dependent variables and diagnosis (post-
stroke death versus all other subjects) as primary explanatory variable, while adjusting for confounding variables

Type test Dependent Variables Explanatory Variables F df p value
INFLAM index1, DiagnOSiS 12.25 6/157 <0.001
INFLAM index2, Sex 4.31 6/157 <0.001
Multivariate HDL-cholesterol , Smoking 1.24 6/157 0.290
Insulin, Glucose, Age 305  6/157 0.008
CL-LOOH BMI 3.05 6/157 0.008
INFLAM index1 Diagnosis 32.04 1/162 <0.001
INFLAM index2 Diagnosis 40.33 1/162 <0.001
Between . .
) HDL-cholesterol Diagnosis 19.41 1/162 <0.001
subject
Insulin Diagnosis 0.03 1/162 0.868
effects
Glucose Diagnosis 32.60 1/162 <0.001
CL-LOOH Diagnosis 191 1/162 0.169

Model-generated estimated marginal means (£SE and expressed as z-values as obtained by the GLM analysis
presented in Table 4) in stroke victims divided into survivors and non-survivors three months after stroke onset

Variables Controls + Survivors Non-survivors
INFLAM index1 -0.28 (0.34) +2.77 (0.55)
INFLAM index2 +0.60 (0.47) +4.14 (0.77)
zHDL-cholesterol -0.15(0.11) -0.95 (0.19)
z Glucose -0.06 (0.12) +1.02 (0.19)

INFLAM index1: computed as z transformation of C-reactive protein with high sensitivity method (z hsCRP) +
zInterleukin-6 + z Ferritin + z Erythorcyte sedimentation rate + z number of peripheral leukocytes;

INFLAM index2: Inflam index1 — z 25(0OH) vitamin D - z iron - z total serum protein;

GLM: General linear model; HDL.: high density lipoprotein; BMI: body mass index; CL-LOOH: lipid
hydroperoxides; 25(OH)D: 25 hydroxyvitamin D



69

Table 5 Results of binary regression analyses with post stroke death as dependent variable

Test Explanatoryvariables Wald df p value OR Cl 95%
Glucose 10.25 1 0.001 2.05 1.32-3.17

Ferritin 3.89 1 0.049 1.60 1.00-2.57

Regression #1 IL-6 18.71 1 <0.001 2.97 1.81-4.86
CL-LOOH 4.89 1 0.027 1.73 1.06-2.80

25(0H)D 4.62 1 0.032 0.63 0.41-0.96

Regression 2# INFLAM index1 6.10 1 0.013 1.22 1.04-1.43
mRS basal 11.38 1 0.001 2.49 1.46-4.23

OR: odds ratio; Cl: confidence interval,

IL: interleukin; 25(OH)D: 25-hydroxyvitamin D; CL-LOOH: lipid hydroperoxides

INFLAM index1: computed as z transformation of C-reactive protein with high sensitivity method (z hsCRP) +
zInterleukin-6 + z Ferritin + z Erythrocyte sedimentation rate + 2z number of peripheral leukocytes; mRS:
modified Rankin Scale;

Regression #1: performed in patients and controls

Regression #2: performed in patients
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Variables AUCROC SE p value 95% ClI Cut-off Sens (%)  Spec (%)
INFLAM index1 0.851 0.030 <0.001  0.792-0.910 >1.93 65.9 85.3
INFLAM index2 0.870 0.030 <0.001  0.812-0.928 >2.91 71.7 87.1
IL-6 (ng/mL) 0.775 0.037 <0.001  0.703-0.848 >20.40 51.4 84.6
hsCRP (mg/L) 0.776 0.040 <0.001  0.698-0.853 >13.50 48.6 89.3
WBC 0.756 0.042 <0.001  0.675-0.838 >10.570 50.0 90.0
(cells/mm®)

ESR (mm/h) 0.709 0.045 <0.001  0.621-0.790 >22.50 455 81.8
Glucose (mg/dL) 0.767 0.042 <0.001  0.685-0.849 >142.5 48.6 88.6
25(0H)D 0.717 0.043 <0.001  0.633-0.802 <18.90 48.6 85.2
(ng/mL)

TSP (g/dL) 0.749 0.042 <0.001  0.667-0.831 <6.68 45.5 86.6

SE: standard error; CI: confidence interval; Sens: sensibility; Spec: specificity;

INFLAM index1: computed as z transformation of C-reactive protein with high sensitivity method (z hsCRP) + z

interleukin-6 + z ferritin + z erythrocyte sedimentation rate + z white blood cell counts; INFLAM index2:

INFLAM index1 — z 25 hydroxyvitamin D - z iron - z total serum protein;

IL: interleukin; hsCRP: C-reactive protein with high sensitivity method; WBC: white blood cell count; ESR:

erythrocyte sedimentation rate; 25(OH)D: 25-hydroxyvitamin D, TSP: total serum protein



71

B iNFLAMINdex1
6.00- s B INFLAMINdex2

4.007

2.009
c
o
L
=

004

-2.00

-4.00 T T T
controls survivors death
death_all

Error bars: +/- 1 SE

Fig 1 The mean values of the INFLAM index 1 and INFLAM index2 among the three study groups: healthy
controls, and those survivors and non-survivors (death) patients after three-month follow-up the acute ischemic
stroke. Post-hoc analyses performed on the model-generated estimated marginal mean values showed significant
differences among the three study groups, with INFLAM index1 and INFLAM index2 increasing from controls
to stroke survivors to stroke non-survivors.
INFLAM index 1 was computed as z transformation of inflammatory variables, such as C reactive protein
evaluated with high sensitivity method (z hsCRP) + interleukin 6 (z IL-6) + z ferritin + erythrocyte
sedimentation rate (z ESR) + white blood cell count (z WBC), expressed in z scores.
INFLAM index 2 was computed as INFLAM index 1 — z 25-hydroxyvitamin D [z 25(0OH) D] - z iron - z total
serum protein z (TSP), expressed in z scores. SE: standard error.

The results of pairwise protected post-hoc analyses.

* survivorsversus controls: p < 0.001;

** non-survivors (death) versus controls and versus survivors: p< 0.001.
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Fig 2The z transformed values of the 11 biomarkers in the three study groups: healthy controls and those
survivors, and non-survivors (death) patients after three-month follow-up of acute ischemic stroke.

IL-6: Interleukin 6; hsCRP: C reactive protein evaluated with high sensitivity method; WBC: White blood cell
count; ESR: erythrocyte sedimentation rate; TSP: total serum protein; LnHDL: Logarithmic transformation of
HDL-cholesterol values; LnGlucose: Logarithmic transformation of glucose; LnLOOH: Logarithmic
transformation of CL-LOOH values; SE: standard error. The results of pairwise protected post-hoc analyses.

*: non-survivors (death) versus controls (p<0.05)

**: non-survivors (death) versus survivors and versus controls (p<0.05)
: survivors versus controls and versus non-survivors (death) (p<0.05)
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Fig 3 The z transformed values of both INFLAM index 1 and INFLAM index2, HDL-cholesterol, insulin,
glucose and CL-LOOH in both acute ischemic stroke patient groups: survivors and non-survivors after three-
month follow-up. INFLAM index 1 was computed as z transformation of inflammatory variables, such as C
reactive protein evaluated with high sensitivity method (z hsCRP) + interleukin 6 (z IL-6) + z ferritin +
erythrocyte sedimentation rate (z ESR) + white blood cell count (z WBC),expressed in z scores.

INFLAM index 2 was computed as INFLAM index 1 — z 25-hydroxyvitamin D [z 25(OH) D] - z iron - z total
serum protein z (TSP), expressed in z scores. SE: standard error. The differences in INFLAM index1 (p=0.004),
INFLAM index2 (p=0.024), glucose (p=0.004) and HDL-cholesterol (p=0.031) were significant.

The results of pairwise protected post-hoc analyses.

*: non-survivors (death) versus survivors (p<0.05)
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6 CONCLUSOES

O presente estudo permitiu as seguintes conclusodes:

Em relacdo a idade dos individuos analisados, os pacientes que morreram
apos o AVEI eram mais velhos comparados aos que sobreviveram e ao grupo
controle;

Entre os pacientes com AVEI, o déficit neurologico avaliado no momento da
admissao foi significativamente maior nos pacientes que morreram
comparados aos que sobreviveram;

Pacientes ndo sobreviventes apresentaram significamente maiores niveis
basais de IL-6, usPCR, ferritina e glicose e menores niveis de HDL-colesterol
e 25 (OH) D do que os sobreviventes.

Os nédo sobreviventes apresentaram significamente maioresniveis de VHS e
menores niveis séricos de proteinas totais do que os controles, enquanto os
sobreviventes ocuparam uma posi¢ao intermediaria.

As analises de regressao binaria nos pacientes nao sobreviventes mostraram
gue os niveis de IL-6, glicose, ferritina, CL-LOOH e 25 (OH) D predizeram
significativamente a morte em pacientes com AVEI. O melhor preditor foi IL-6
seguido dos niveis de glicose.

indice inflamatério 1 e o mRS predizeram significamente a morte em
pacientes com AVEI,

Nas andlises da curva ROC com todos os biomarcadores como variaveis
discriminatdrias, o indiceinflamatério 1 e 2 mostraram o0s melhores
desempenhos de diagnéstico para prever morte apdés AVEI, com uma AUC
igual a 0,870 e 0,851, respectivamente;

A usPCR e IL-6, com uma AUC igual a 0,776 e 0,775, respectivamente
mostraram resultados satisfatorios com uma sensibilidade de 48,6% e
especificidade de 89,3% para usPCR> 13,5 mg/L; e uma sensibilidade de
51,4% e especificidade de 84,6 % para IL-6> 20,4 pg/mL.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse estudo demonstraram que a ativacdo das vias
inflamatdrias e metabdlicas estdo associadas criticamente com altas taxas de
mortalidade apos AVEL.

A determinacdo de marcadores inflamatérios e metabdlicos como
preditoresde morte em pacientes com AVEI agudo é extremamente relevante, com
abertura para novas opinides terapéuticas no tratamento desses pacientes.

Esses dados poderiam ajudar no desenvolvimento de novas ferramentas de
biomarcadores, que prevéem a morte pds-AVEI, e demostraram que as vias de
sinalizagdo da IL-6, juntamente com os desequilibrios redox, poderiam ser novos

alvos de drogas na prevencao da morte ap6s o AVEI.
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ANEXO 2A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
GRUPO DE PACIENTES COM AVC

“RESPOSTA INFLAMATORIA E IMUNOLOGICA NOS PACIENTES COM
ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL ISQUEMICO AGUDO E SUA RELACAO
COM O DEFICIT NEUROLOGICO E EVOLUCAO CLINICA ™

Prezado (a) Senhor (a):

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “RESPOSTA INFLAMATORIA E
IMUNOLOGICA NOS PACIENTES COM ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL
ISQUEMICO AGUDO E SUA RELACAO COM O DEFICIT NEUROLOGICO E
EVOLUCAO CLINICA”, realizada no Hospital Universitario da Universidade
Estadual de Londrina. O objetivo da pesquisa € saber se existe algum exame de
sangue que possa indicar de forma mais rapida e simples sinais de que um acidente
vascular cerebral (AVC ou derrame no cérebro) tem maiores riscos de evoluir de
maneira desfavoravel. A sua participacdo é muito importante e ela se daria da
seguinte forma: coleta de amostra de sangue (20 ml) no dia de sua entrada no
hospital e apdés trés meses da alta hospitalar, na época do atendimento
ambulatorial para avaliacdo do quadro clinico. Gostariamos de esclarecer que
sua participacdo € totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou
mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou
prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as informacdes 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 autorizacdo para que ap0s o término do presente
estudo, o material de sangue coletado possa ser armazenado, identificado de
maneira sigilosa sob a responsabilidade da equipe de pesquisadores, para ser
utilizada em futuros estudos sobre os fatores de risco associados ao acidente
vascular cerebral a serem desenvolvidos por esta mesma equipe de pesquisadores.
Caso nao autorize, informamos que o material coletado para este estudo, sera

descartado apds o término da presente pesquisa.
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Os beneficios esperados sdo que caso a hipotese da pesquisa seja
confirmada, estes resultados poderdo agilizar e facilitar os tratamentos disponiveis
para um derrame. O sangue que sera coletado para a pesquisa sera parte da
mesma coleta de exames de rotina que sera realizada independentemente de sua
participagdo ou nao no estudo e desta forma, ndo vos acarreta em nenhum risco
adicional.

Informamos que o senhor ndo pagard nem serda remunerado por sua
participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da
pesquisa serdao ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua
participagdo na pesquisa.

Caso vocé tenha davidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode
contatar o médico Dr. Marcio Francisco Lehmann, pelo telefone 43 - 9928 5518,

ou e-mail mflehmann@hotmail.com ou procura-lo no Hospital Universitario de

Londrina, na Av. Robert Koch 60, 3371-2000, Setor de Neurologia), ou procurar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual
de Londrina, na Avenida Robert Koch, n° 60, ou no telefone 3371-2490. Este termo
devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas, devidamente
preenchida e assinada entregue a voceé.

Londrina, _ de de
20
Pesquisador Responsavel: Dr. Marcio Francisco Lehmann, médico,
CRM/PR 16.049. RG 4.481.314-9 SSP/PR, fone: 43 - 9928 5518,

e-mail: mflehmann@hotmail.com

(nome por extenso do sujeito de

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

Assinatura (ou impressao dactiloscépica):

Data:
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ANEXO 2B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
GRUPO DE CONTROLES

“RESPOSTA INFLAMATORIA E IMUNOLOGICA NOS PACIENTES COM
ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL ISQUEMICO AGUDO E SUA RELAGAO
COM O DEFICIT NEUROLOGICO E EVOLUGAO CLINICA”

Prezado (a) Senhor (a):

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa: “RESPOSTA INFLAMATORIA
E IMUNOLOGICA NOS PACIENTES COM ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL
ISQUEMICO AGUDO E SUA RELACAO COM O DEFICIT NEUROLOGICO E
EVOLUCAO CLINICA”, realizada no Hospital Universitario de Londrina. O objetivo
da pesquisa € saber se existe algum exame de sangue que possa indicar de forma
mais rapida e simples sinais de que um acidente vascular cerebral (AVC ou derrame
no cérebro) tem maiores riscos de evoluir de maneira desfavoravel. A sua
participacdo € muito importante e ela se daria da seguinte forma: coleta de amostra
de sangue (20 ml) no dia de sua entrada no hospital. Gostariamos de esclarecer que
sua participacdo é totalmente voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou
mesmo desistir a qualqguer momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou
prejuizo a sua pessoa. Informamos ainda que as informacfes serdo utilizadas
somente para os fins desta pesquisa e seréo tratadas com o mais absoluto sigilo e
confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.

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

Os beneficios esperados sado que caso a hipotese da pesquisa seja confirmada,
estes resultados poderdo agilizar e facilitar os tratamentos disponiveis para um
derrame. O sangue que sera coletado para a pesquisa sera parte da mesma coleta
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de exames de rotina que serd realizada independentemente de sua participacdo ou
nao no estudo e desta forma, ndo vos acarreta em nenhum risco adicional.
Informamos que o senhor ndo pagara nem sera remunerado por sua participacao.
Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serao
ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participagao na
pesquisa.
Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos
contatar Dr. Marcio Francisco Lehmann, Av. Robert Koch 60, 3371-2000, ou
procurar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert Koch, n° 60, ou no telefone
3371-2490. Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo
uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a voceé.

Londrina, _ de de
20
Pesquisador Responsavel: Dr. Marcio Francisco Lehmann, médico,
CRM/PR 16.049. RG 4.481.314-9 SSP/PR.

(nome por extenso do sujeito de

pesquisa), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da

pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscépica):
Data:




87

ANEXO 3 - QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS PACIENTES E

CONTROLES

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

Projeto de Pesquisa aprovado pelo CEP/UEL,
CAE 0250.0.268.000-11

Data de internacéo / / Horario da coleta -
IDENTIFICACAO

Nome: ID

Idade: anos Sexo: ()M ( )F

Etnia

Antecedentes Morbidos Pessoais: () HAS ( )DM

() Dislipidemia () Sedentarismo
() Dca Autoimune () Dca Hematoldgica
( ) Dcalnfecciosa ( )AVC ( ) IAM

Outros:

Medicamentos de uso continuo:

() Uso de antioxidantes () Uso de vitaminas

Outros

Antecedentes Morbidos Familiares: ( ) HAS () DM () Dislipidemia
( YAVC ( )IAM ( ) Ourtro:

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

Historia Clinica e Exame Fisico da Entrada (baseline):
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Peso (Kg) Altura (m)
Presséao arterial (mmHgQ) Circunferéncia abdominal
(cm)

Atividade fisica:

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

( )NAO

Escala de Rankin Modificada

0- Nenhum sintoma

1- N&o apresentam incapacidade significativa, apenas sintomas; capaz de realizar as
obrigac@es e atividades habituais

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

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

4- Moderada /ou severa incapacidade; incapaz de andar sem assisténcia e nao
consegue realizar sozinho o cuidado consigo préprio

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

6- Morte

TOTAL (0-6):
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ANEXO 4 — E-MAIL DE SUBMISSAO DO ARTIGO A REVISTA

Molecular Neurobiology - Submission Notification to co-author

Molecular Neurobiology <em@editorizlmanager.com: € Responder | v
qua 28/02, 1422

Voce y

Mestrado AC 2016

Re: “"Immune-inflammatory, oxidative stress and metabolic biomarkers predicting death after acute ischemic stroke”

Full author list: Edna Maria Vissoci Reiche, Doctor of Science; Jair Roberto Gelinksi, Master in Clinical Analysis; Daniela Frizon Alfieri, Master in Health Sciences; Tamires Flauzino, Master in Health Sciences;
Marcio Francisco Lehmann, Doctor in Health Sciences; Maria Caroline Martins Aradjo, Specialist in Clinical Neurology; Marcell Alysson Batisti Lozovay, Doctor in Experimental Pathology; Andrea Name
Colado Simdo, Doctor in Experimental Pathology; Elaine Regina Delicato de Almeida, Doctor in Experimental Pathology; Michael Maes, MD, PhD

Dear Dr Elaine Regina de Almeida,

We have received the submission entitled: “Immune-inflammatory, oxidative stress and metabolic biomarkers predicting death after acute ischemic stroke” for possible publication in Molecular
Neurobiology, and you are listed a5 one of the co-authors.

The manuscript has been submitted to the journal by Dr, Dr Edna Maria Vissoci Reiche who will be able to track the status of the paper through his/her login.

If you have any objections, please contact the editorial office as soon as possible, If we do not hear back from you, we will assume you agree with your co-autharship.
Thank you very much.

With kind regards,

Springer Journals Editorial Office
Molecular Neurabiology



