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Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual de Londrina,
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RESUMO

O acidente vascular encefalico isquémico (AVEi) é uma das principais causas de morte e
incapacidade em todo o mundo. Como uma doenca complexa, apresenta interacao entre
fatores ndo modificdveis e modificaveis. A vitamina D tem sido objeto de estudos em vdrias
doencas infecciosas, autoimunes e cardiovasculares pelas suas propriedades anti-
inflamatdrias e antioxidantes. A deficiéncia deste hormoénio modifica indiretamente o risco
de AVEi pela associagdao com fatores de risco classicos, como diabetes mellitus (DM),
dislipidemia, hipertensao e fibrilacdo atrial. O objetivo deste estudo foi avaliar a associacdo
entre o status de vitamina D e o AVEi agudo, marcadores inflamatdrios e a evolugdo clinica.
O estudo incluiu 168 pacientes com AVEi atendidos no Pronto Socorro do Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana, e 118 controles sem
histérico de AVEi e infarto agudo do miocardio. Foram coletados dados demograficos,
antropomeétricos, epidemioldgicos e clinicos. O subtipo de AVEi foi classificado segundo os
critérios de TOAST e a incapacidade funcional dos pacientes foi avaliada no momento da
admissdo e apos trés meses de evolugao pela Escala de Rankin Modificada (mRS). Amostras
de sangue periférico foram coletadas em até 24 horas apds o diagndstico de AVEi para a
determinacdo de marcadores inflamatdrios, tais como contagem de leucdcitos periféricos e
plaquetas, velocidade de hemossedimentacdao (VHS), niveis séricos de proteina C reativa
ultrassensivel (usPCR), ferritina, fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-6 e IL-10.
A vitamina D foi avaliada pela forma 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] utilizando imunoensaio
quimioluminescente de microparticulas e seu valor foi utilizado para classificar os individuos
em trés subgrupos, como vitamina D suficiente (VDS) (230 ng/mL), vitamina D insuficiente
(VDI) (20-29,9 ng/mL) e vitamina D deficiente (VDD) (<20,0 ng/mL). A associacdo entre o
status de vitamina D e o AVEi foi avaliada usando analise de regressao logistica binaria em
diferentes modelos, controlados para covaridveis que poderiam confundir a associacdo de
interesse. Andlises de regressao logistica multinomial graduais automaticas foram utilizadas
para definir as varidveis significativas, com intervalo de confianga (IC) de 95% do status de
vitamina D em AVEi agudo utilizando as varidveis com valor de p<0,1. Entre os pacientes, 96
(57,14%) eram homens e os riscos modificdveis mais frequentes para AVEi foram
hipertensdo (145/83,30%), dislipidemia (74/44,04%), DM (64/38,1%) e tabagismo
(39/23,21%). Segundo os subtipos do AVEi, 58 (34,53%) pacientes apresentaram
aterosclerose de grandes artérias (LAAS), 53 (31,55%) infarto lacunar (LAC), 26 (15,47%)
cardioembdlico, 5 (2,98%) AVEI de outras etiologias (ODE) e 26 (15,47%) AVEi de etiologia
indeterminada (UDE). Os pacientes apresentaram maior frequéncia de DM (p=0,025)
tabagismo, hipertensdo arterial e VDD do que os controles (p<0,0001). Enquanto 73 (43,5%)
pacientes apresentaram VDD, apenas 6 (5,1%) dos controles apresentaram este status da
vitamina D. Os niveis [média * erro padrdao da média (SEM)] de 25(0OH)D foram 22,54 ng/mL
(0,82) nos pacientes e 30,37 ng/mL (0,80) no grupo controle (p<0,0001). Apds o ajuste das
varidveis associadas a ocorréncia de AVEi agudo, como idade, sexo, etnia, indice de massa



corpérea (IMC), tabagismo, presenca de DM, hipertensdo arterial, dislipidemia e
medicamentos, os pacientes com VDD mostraram 18,40 vezes mais chance de terem o AVEi
agudo do que aqueles com VDS (IC 95%: 6,14-55,175, p<0,0001). Os pacientes apresentaram
maiores valores de VHS e ferritina (p=0,002), maior contagem total de leucécitos periféricos,
usPCR, IL-6 (p<0,0001) e TNF-a (p=0,018) quando comparados aos controles. Pacientes com
status de VDD eram com maior frequéncia do sexo feminino, mais idosos e com mRS mais
elevado no inicio do estudo do que aqueles com VDI e VDS (p=0,008, p=0,003 e p=0,047,
respectivamente). Além disso, os niveis de VHS foram maiores nos pacientes com VDD do
qgue aqueles com VDS (p=0,016) e os niveis séricos de usPCR e IL-6 foram maiores nos
pacientes com VDD do que nos pacientes com VDI e VDS (p=0,002 e p=0,001,
respectivamente). Apds andlise de regressao logistica multinominal, as varidveis sexo e
niveis de usPCR permaneceram significativamente associadas com a VDD (p=0,023 e
p=0,043, respectivamente). Quando os pacientes foram avaliados apds trés meses do evento
isquémico, os que apresentaram pior evolucdo (mRS >3) apresentaram menores niveis de
25(0H)D (p=0,008) quando comparados com os pacientes com melhor progndstico (mRS<3),
resultado independente da idade, sexo e mRS de entrada. Além disso, os niveis de 25(0H)D
apresentaram correlagdo negativa com o mRS obtido apds trés meses de seguimento dos
pacientes (r=-0,239, p=0,005). Em conclusdo, os resultados mostraram que a VDD esta
associada ao AVEi agudo e com niveis mais elevados de usPCR, e baixos niveis deste
hormoénio foram associados com pior progndstico a curto prazo dos pacientes. Estes
resultados sugerem um possivel papel da vitamina D na fisiopatologia do AVEi exercendo um
efeito modulador na resposta inflamatoéria destes pacientes. Novos estudos com maior
numero de pacientes devem ser realizados para uma melhor compreensdo do papel deste
micronutriente na fisiopatologia do AVEi agudo.

Palavras-chave: Acidente vascular encefdlico. Vitamina D. Inflamacdo. Proteina C reativa.
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ABSTRACT

Ischemic stroke is a major cause of death and disability worldwide. As a complex disease,
shows an interaction between non-modifiable and modifiable risk factors. Vitamin D has
been studied in infectious, autoimmune, and cardiovascular diseases for its anti-
inflammatory and antioxidant properties. Deficiency of this hormone indirectly modifies the
risk for ischemic stroke through association with classic risk factors, such as diabetes mellitus
(DM), dyslipidemia, hypertension, and atrial fibrillation. The objective of this study was to
evaluate the association between vitamin D status and inflammatory markers and ischemic
stroke, and with clinical outcome. The study included 168 patients with acute ischemic
stroke treated at the Emergency Room of the University Hospital of the State University of
Londrina, Londrina, Parand, and 118 controls with no history of ischemic stroke and acute
myocardial infarction. Demographic, anthropometric, clinical, and epidemiological data were
collected. The ischemic stroke subtype was classified according to TOAST criteria and
functional impairment of the patients was assessed on admission and after three-month
follow-up using the modified Rankin Scale (mRS). Non fasting peripheral blood samples were
collected within 24 hours after the diagnosis of ischemic stroke to measure inflammatory
markers, such as peripheral white blood cell and platelet counts, erythrocyte sedimentation
rate (ESR), serum levels of high sensitivity C-reactive protein (hsCRP), ferritin, tumor necrosis
factor (TNF)-a, interleukin (IL)-6, and IL-10. Vitamin D was assessed through the 25-
hydroxyvitamin D [25(OH)D] using chemiluminescent microparticle immunoassay and its
value was used to classify individuals into three subgroups as vitamin D sufficient (VDD)
(230.0 ng/dL), vitamin D insufficient (VDI) (20 to 29.9 ng/mL), and vitamin D deficient (VDD)
(<20.0 ng/mL). The association between vitamin D status and acute ischemic stroke was
evaluated using binary logistic regression analysis with controlling covariates with could have
confounded the association of interest in different models. Automatic stepwise multinomial
logistic regression analyses was used to define the significant associations, with 95%
confidence interval (IC) of vitamin D status in acute ischemic stroke using the variables with
p value <0.10. Among the patients, 96 (57.14%) were men and the most common modifiable
risk for ischemic stroke were hypertension (145/83.30%), dyslipidemia (74/44.04%), DM
(64/38.1%), and smoking (39/23.21%). According to the subtypes of ischemic stroke, 58
(34.53%) patients had atherosclerosis of large arteries stroke (LAAS), 53 (31.55%) lacunar
stroke (LAC), 26 (15.47%) cardioembolic, 5 (2.98%) stroke of other etiologies (ODE), and 26
(15.47%) stroke of undetermined etiology (EDU). Patients presented higher frequency of
smoking (p<0.0001), hypertension (p<0.0001), DM (p=0.025), and VDD than controls
(p<0.0001). While 73 (43.5%) patients presented VDD, only 6 (5.1%) of the controls showed
this vitamin D status (p<0.0001). Levels [mean * standard error of mean (SEM)] of 25 (OH)D
were 22.54 ng/mL (0.82) in patients and 30.37 ng/mL (0.80) in the controls (p<0.0001). After
adjusting the variables associated with the occurrence of acute ischemic stroke, such as age,
sex, ethnicity, body mass index (BMI), presence of DM, hypertension, dyslipidemia, and
vitamin D levels, patients with VDD showed 18.40 times more likely to have the acute



ischemic stroke than those with VDI or VDS (95% IC: 6.14-55.17, p<0.0001). Patients
presented higher ESR (p=0.002), total peripheral leukocyte counts (p<0.0001), hsCRP
(p<0.0001), IL-6 (p<0.0001), ferritin (p=0.002), and TNF-a (p=0.014) than controls. Patients
with VDD status were more likely to be female, older, and with higher mRS at baseline than
those with VDI and VDS status (p=0.008, p=0.003, and p=0.047, respectively). Moreover, ESR
were higher in patients with VDD than those with VDS (p=0.016) and hsCRP and IL-6 serum
levels were higher in patients with VDD than VDI and VDS patients (p=0.002 and p=0.001,
respectively). After multinomial logistic analysis, sex and hsCRP levels remained significantly
associated with ischemic stroke (p=0.023 and p=0.043, respectively). When patients were
evaluated three months after the ischemic event, those with poor outcome (mRS >3) had
lower levels of 25(0OH)D (p=0.008) compared with patients with good outcome (mRS <3)
independently of age, sex and mRS at baseline. Furthermore, levels 25(0OH)D were negatively
correlated with mRS obtained after three-months of follow-up (r=-0.239, p=0.005). In
conclusion, the results showed that the VDD is associated with acute ischemic stroke and
higher levels of hsCRP, and low levels of this hormone have been associated with poor short-
term outcome of the patients. These results suggest a possible role of vitamin D in the
pathophysiology of ischemic stroke exerting a modulatory effect on the inflammatory
response in these patients. Further studies with larger numbers of patients should be
conducted to better understand the role of this micronutrient in acute ischemic stroke
pathophysiology.

Keywords: Ischemic stroke. Vitamin D. Inflammation. C-reactive protein.
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1. INTRODUCAO

O acidente vascular encefélico (AVE) é definido como uma subita perda de
funcdo cerebral resultante de interferéncia no suprimento sanguineo e é a segunda maior
causa de mortalidade e morbidade, principalmente na populagcdo acima dos 55 anos de
idade, causando forte impacto econémico e social (NASI, 2009). O National Health and
Nutrition Examination Survey indica que 6,8 milhdes de norte-americanos (2,8% da
populacdo) maiores de 20 anos tém diagndstico relacionado ao AVE. A cada ano, 795.000
pessoas sofrem um episdédio de AVE (610.000 casos novos/185.000 casos recorrentes).
Proje¢des indicam que esse numero deve chegar a 10 milhdes de vitimas em 2030 nos
Estados Unidos da América (GO et al., 2014).

No Brasil, o AVE ocorre com maior frequéncia na faixa etdria superior a 50
anos, sendo responsavel por 10,0% do total de obitos, 32,6% das mortes com causas
vasculares e 40,0% das aposentadorias precoces. O pais estd entre os dez primeiros com
maiores indices de mortalidade por AVE. O nimero de pacientes com AVE continua a
aumentar ao longo das décadas e se tornara um importante problema socioeconémico, uma
vez que 80,0% dos pacientes que sobrevivem ao AVE permanecem inativos
permanentemente (ABRAMCZUK; VILLELA, 2009). Em 2010, segundo dados do Ministério da
Saude, o AVE foi responsavel por 52,3 6bitos em 100 mil habitantes, representando 10% das
internacdes em hospitais publicos do Brasil (BRASIL, 2013).

Os fatores de risco cardiovasculares modificdveis incluem hipertensao,
dislipidemia, diabete mellitus (DM) tipo 2, obesidade, sedentarismo, tabagismo, etilismo,
fibrilacdo atrial, AVE e acidente isquémico transitério (AIT) prévio, uso de anticoncepcional
oral e estenose carotidea. Os ndo modificaveis incluem idade, sexo, etnia e variantes
genéticas (ADAMS et al., 2007; BANERJEE et al., 2012; JICKLING; SHARP, 2011; PETERS;
HUXLEY; WOODWARD, 2013; RENNA et al., 2014).

Cerca de 85,0% dos AVE sdo isquémicos (AVEi) e decorrentes de uma obstrucdo
arterial encefdlica. Dos 15,0% restantes, 10,0% sao decorrentes de hemorragia intracerebral
espontanea e 5,0% de hemorragia subaracnéidea (GO et al., 2014). O AVEi, por sua vez,
apresenta trés etiologias principais: doenca aterosclerdtica de grandes artérias (LAAS),
infarto lacunar (LAC) e infarto cardioembdlico (CEl). Além dessas, existem inUmeras outras

causas, como vasculites, trombofilias, anemia falciforme, disseccdo arterial e doencas
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genéticas, caracterizando como AVEi de outra etiologia determinada (ODE). Em até 30,0%
dos casos, a etiologia ndo pode ser definida, caracterizando o AVEi de etiologia
indeterminada (UDE). As principais causas relacionadas as hemorragias intracerebrais
espontanea e subaracndidea sdo, respectivamente, a hipertensao arterial sistémica e os
aneurismas e malformacdGes arteriovenosas cerebrais (ROSAMOND et al., 2008).

A localizagcdo e o tamanho da area isquémica variam na dependéncia de qual
artéria é obstruida e causam desregulacdes metabdlicas e funcionais. Apds o evento
isquémico agudo, duas regides principais de danos podem ser definidas de acordo com o
suprimento de sangue restante: 1) nucleo do insulto que corresponde a area do cérebro
onde ocorreu a escassez completa de fornecimento de sangue e 2) zona de penumbra que
corresponde a area que rodeia o nucleo e que estad hipoperfundida durante o periodo de
oclusdo (CEULEMANS et al., 2010). O metabolismo energético pode persistir nesta regido de
penumbra e, com a reperfusdao, pode ser rapidamente recuperada (DE KEYSER et al., 2005;
DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999). Por conseguinte, a penumbra é um alvo atrativo
para resgatar o tecido cerebral por permanecer potencialmente vidvel durante 16 a 48
horas, permitindo intervencdo médica para reduzir os danos causados pelo AVEi (DE KEYSER
et al., 2005).

As alteracbes celulares e moleculares presentes na cascata isquémica apds o
AVEi agudo estdo representadas na Figura 1 e podem ser explicadas em trés fases. A
primeira corresponde a fase aguda e ocorre dentro de minutos a algumas horas apés o inicio
da isquemia em que a diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral perturba a homeostase i0nica,
levando a um aumento das concentragdes intracelulares de célcio (Ca*) e estimulacdo da
liberacdo de glutamato, que causa excitotoxicidade (BARONE; FEUERSTEIN, 1999; CHU et al.,
2006). Nesta fase, ocorre aumento da entrada de agua para o espaco intracelular devido a
gradientes osmaticos resultando em edema vasogénico que pode influenciar negativamente
a reperfusdo, o que leva ao aumento da pressao intracraniana (BARONE; FEUERSTEIN, 1999).
Além disso, a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), especialmente se ocorrer a
reperfusdo, pode danificar membranas, mitocondrias e acido desoxirribonucleico (DNA). A
segunda fase é subaguda ocorre em algumas horas até alguns dias apds a isquemia, quando
uma resposta apoptotica e neuroinflamatdria desenvolve-se com o resultado da fase aguda
(BARONE; FEUERSTEIN, 1999; DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999). As altas

~ 2 . .
concentragdes de Ca“’ intracelular acumuladas durante a fase aguda culminam em
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hiperatividade de vérios sistemas de enzimas proteoliticas. Finalmente, na terceira fase, que
pode durar até alguns meses depois do AVEi, a reparacao e regenerac¢ao irdo determinar a
extensdo final dos danos (CHU et al., 2006). Por contraditério que possa parecer, a
reperfusdo apds uma oclusdo pode exacerbar a lesdo neuronal pelo do aumento da
producdo de EROS e da resposta inflamatéria (DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999). Por
outro lado, restabelecer rapidamente o fornecimento de sangue é vital, pois pode evitar os

danos irreversiveis na area de penumbra (CANDELARIO-JALIL, 2009) .

OCLUSAO ARTERIAL l
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Hipodxia NF-KB, JNK, MAPK
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I— Influxo de Ca?* Ativacdo
! I iNOS Leucdcitos e Microgia
Glutamato
* Enzimas proteoliticas Fosfolipases
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Degradacdo do citoesqueleto e —— Peroxidaco lipidica
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Figura 1 Alterag0es celulares e moleculares presentes na cascata isquémica apds o acidente
vascular encefélico isquémico agudo.

Fonte: Préprio autor.

1.1. Acidente Vascular Encefalico e Inflamacao

Na isquemia cerebral, a resposta inflamatéria desempenha um papel na

depuracdo de detritos celulares; no entanto, também aumenta o dano ao tecido. A resposta

imune no local da lesdo é caracterizada pela infiltracdo, acimulo e ativacdo de células
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inflamatdrias. Em poucas horas apds o inicio da isquemia cerebral, leucdcitos periféricos
aderem ao endotélio cerebral, atravessam a parede do vaso e invadem o parénquima
danificado (PETTY; WETTSTEIN, 2001; WANG; TANG; YENARI, 2007). Ao mesmo tempo,
astrocitos e a micréglia sdao ativados. Estes eventos celulares dependem da secregdo de
mediadores inflamatérios que sdo produzidos por células neuronais e gliais em resposta a
um insulto isquémico. Uma vez ativadas no local da lesdo, células inflamatdrias come¢cam a
produzir uma grande variedade de agentes citotdxicos, tais como citocinas, quimiocinas e
promovem o aumento da expressao de moléculas de adesdao, metaloproteinases de matriz
(MMPs) e a ruptura da barreira hematocencefdlica (BHE).

As micrdéglias sdo os macréfagos residentes do cérebro, sdo muito sensiveis as
alteragdes sutis no seu microambiente neuronal e, em resposta a uma lesao, rapidamente se
tornam ativados e sofrem transformacdes morfoldgicas, bem como alteracdes funcionais
(LADEBY et al., 2005; RAIVICH et al., 1999; STREIT; WALTER; PENNELL, 1999). Com a morte
dos neuronios, estes macréfagos cerebrais sdo estimulados e proliferam rapidamente para
sitios focais de lesGes devido a um aumento da expressao de moléculas da superficie das
células imunorreativas e pela producao de varias moléculas inflamatadrias, tais como fatores
quimiotdticos que induzem o recrutamento de outras células microgliais. Em modelo
experimental de isquemia cerebral, o acimulo da micréglia ativada é acompanhado por um
aumento da expressao de interleucina (IL)-1B, IL-4, IL-6, IL-10, das citocinas fator de necrose
tumoral (TNF)-a e intérferon (IFN)-y e das quimiocinas (GARDEN; MOLLER, 2006; HANISCH,
2002). Os astrocitos modulam as fungdes fagociticas da micréglia e promovem a expressao
de moléculas de adesdo na unidade neurovascular em células endoteliais e leucdcitos
circulantes (BEZZI et al., 2001; KIMELBERG, 2005). Estes processos inflamatdrios iniciais sdo

prejudiciais para a sobrevivéncia dos neurdnios.

1.1.1. Infiltracdo de leucdcitos

Pouco tempo depois do inicio da isquemia, a BHE é aberta pela ruptura das
juncdes endoteliais e a liberacdo de mediadores inflamatérios conduz a migracdo de
leucdcitos circulantes para o local da lesao em torno de 4-6 horas apds o evento isquémico
(DEL ZOPPO; HALLENBECK, 2000; WANG; TANG; YENARI, 2007). A infiltragdo de leucdcitos

ocorre em trés passos: rolamento na superficie das células endoteliais, a adesdo a parede
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endotelial e a migracdo ou a diapedese. A captura e migragdo inicial sao mediadas por
moléculas de adesdo, tais como P, E e L-selectinas, molécula de adesdo celular-vascular-1
(VCAM-1), molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e integrinas (SUGHRUE et al., 2004). A
ativacdo e acumulo de leucdcitos no cérebro isquémico resultam em maiores danos.
Evidéncias sugerem um papel imunolégico prejudicial da cicloxigenase (COX)-2 a partir de
neutroéfilos e células vasculares no cérebro isquémico (IADECOLA et al., 1999). O aumento da
regulacdo de moléculas pré-inflamatdrias e EROS apds isquemia cerebral ndo sdo a Unica
causa de lesdo secundaria. A expressao de genes de MMPs estd relacionada com a presencga
de células inflamatdrias no tecido isquémico. Entre as MMPs, a MMP-9 esta envolvida na
degradacdao dos componentes da matriz extracelular e da lamina basal, que pode potenciar
complicagdes hemorragicas apds o AVEi (ROSELL et al., 2008).

Leucécitos ativados, especialmente neutréfilos, causam danos nas lesdes
isquémicas reperfundidas. A contagem de neutréfilos foi considerada um preditor
independente de AVEi recorrente (ERNST et al., 1987; GRAU et al., 2004). Reforcando este
resultado, outro estudo demonstrou que a contagem de leucécitos totais e de neutrdfilos
puderam predizer a ocorréncia de futuros eventos isquémicos (WU et al.,, 2013). Os
neutrdfilos exercem um papel no desenvolvimento e instabilidade da placa aterosclerdtica e
liberam substancias que induzem vasoconstricdo e agregacao plaquetaria (CARBONE; MACH;
MONTECUCCO, 2015).

Apds os neutrdfilos, ocorre uma invasdo de mondcitos/macréfagos que atingem
um pico cerca de uma semana apos a isquemia (GARCIA; KAMIYO, 1974) e contribuem para
a fisiopatologia do estagio subagudo apds o AVEi. Os mondcitos circulantes sdao importantes
fontes de IL-8, considerada uma forte quimiocina para neutréfilos. Além disto, os
macréfagos derivados de mondcitos podem iniciar e amplificar eventos trombogénicos pela
expressao do fator tissular nas suas superficies celulares (EDWARDS; RICKLES; BOBROVE,
1979).

1.1.2.  Aregulacdo da transcricdo de moléculas inflamatérias

As alteracOes celulares e moleculares que ocorrem com a isquemia cerebral

desencadeiam a ativacdo de varios fatores de transcricio envolvidos na resposta

inflamatdria. O fator nuclear kappa B (NFkB), quando ativado, induz a expressdo de genes
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que codificam as moléculas de adesdo celular, receptores de superficie celular e citocinas
(BAEUERLE; HENKEL, 1994; STEPHENSON et al.,, 2000). Proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK) é uma das vias de sinalizacdo que regula positivamente a transcricdo de
genes inflamatdrios, tais como os que codificam o TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 e a COX-2
(COULTHARD et al., 2009). A ativacdo de C-jun N-terminal quinase (JNK) pode potenciar
ainda mais a lesdo do tecido cerebral e culminar com apoptose e necrose do tecido dentro
de horas e dias (DEL ZOPPO et al., 2000; FEUERSTEIN; WANG; BARONE, ; ISHIKAWA et al.,
2004). D-JNKI-1, um inibidor especifico da via JNK, foi demonstrado induzir um forte efeito
neuroprotetor em modelo experimental de isquemia cerebral (BORSELLO et al., 2003; HIRT

et al., 2004).

1.1.3.  Proteinas de fase aguda

A proteina C reativa (PCR) é uma proteina plasmatica sintetizada pelo figado,
considerada um marcador inflamatorio sistémico e dinamico (GABAY; KUSHNER, 1999). Sua
concentracdo pode aumentar em mais de 10.000 vezes durante a resposta inflamatdria
aguda frente a infeccdes e danos teciduais graves. Exceto nestas situagdes, suas variagoes
com a idade sdo semelhantes as dos niveis de colesterol e pressdo arterial sistélica. Além
disso, a quantificacdo dos niveis séricos de PCR por metodologia ultrassensivel (usPCR), pode
ser util na avaliagdo do risco cardiovascular. A PCR esta vinculada a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) do colesterol e esta presente nas placas de aterosclerose; desta forma, seus
niveis séricos estdo associados ao risco coronario (KAPTOGE et al., 2010).

O aumento nos niveis séricos de PCR e fibrinogénio também sdo sinais de
inflamacdo no AVEi e a PCR tem sido considerada como marcador de doenca
aterotrombdtica e pode refletir o nivel de atividade inflamatéria dentro das placas
aterosclerdticas (DANESH et al., 1998; ROST et al., 2001). Os niveis séricos de PCR tém sido
considerados indicadores sensiveis de eventos cerebrovasculares iniciais e recorrentes
(ARENILLAS et al., 2003; DI NAPOLI et al., 2005). Estudos sugerem uma associacdo entre
determinados polimorfismos do gene da PCR, em que ha maior producdo de PCR, e risco
para AVEi (MORITA; NAKAYAMA; SOMA, 2006).

Estudos prospectivos com individuos aparentemente sauddveis propuseram que,

independentemente de outros fatores de risco cardiovascular, niveis plasmaticos
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aumentados de PCR sdo preditores significativos de AIT e AVEi (ROST et al.,, 2001). A
guantificacdo dos seus niveis por metodologia ultrassensivel aumentou sua confiabilidade
como preditor de risco cardiovascular. Niveis elevados de usPCR estdo associados com um
pior progndstico apds o AVEi e esta associagdo estd mais relacionada a mortalidade e
gravidade do AVEi do que sua recorréncia. O significado prognéstico dos niveis séricos de
PCR no AIT e AVEi agudo é descrito como de grande valor pois niveis elevados da PCR foram
encontrados em pacientes com os piores resultados clinicos pds-AVEi agudo e indicam que o
aumento nos niveis séricos desta proteina estariam associados a piora a curto prazo no AVEi
(ABUBAKAR et al., 2013).

Bielewicz e colaboradores (2015) analisaram os niveis de PCR e S100BB
(proteina derivada das células da glia e pode ser detectada no sangue como um resultado da
destruicdo destas células e também pode ser considerada como um indicador de disfuncao
da BHE durando o evento isquémico causada pela isquemia) no 12, 32, 52 e 102 dia apds o
AVEi, estes autores viram que os niveis de PCR se correlacionam diretamente com a piora
clinica, além disso foi demonstrado uma correlagao positiva com os niveis de PCR e volume
da lesdo isquémica e a proteina S100BB. No grupo de pacientes com baixos niveis séricos
PCR (0,51-24,68 mg/mL), os niveis de S100BB e o volume da area isquémico foram menores
do que no grupo com niveis elevados de PCR (24,69-209 mg/mL).

Niveis elevados de PCR foram associados com pior evolucdo apds o AVEi e
hemorragico (CASTILLO et al., 2002; EVERETT et al., 2006). Uma coorte de 15.632 mulheres,
inicialmente saudaveis, foram monitoradas clinica e laboratorialmente por um periodo de 10
anos e os resultados demonstraram um risco relativo de 2,76, com intervalo de confianca
(IC) de 95%: 1,51-5,05 para um futuro AVEi e sugerem a usPCR como um marcador mais
potente de um futuro AVEi quando comparada aos niveis de lipideos, isoladamente
(EVERETT et al., 2006). Recentemente, Zhou e colaboradores (2015), em uma metanalise,
demonstraram que individuos que apresentaram altos niveis de usPCR tinham 46,0% mais
risco de AVEi; no entanto, ndo observaram efeito deste marcador sobre a previsdo de risco
de AVE hemorragico (ZHOU et al., 2015).

Di Napoli e colaboradores (2001) avaliaram a influéncia no prognéstico dos niveis
de fibrinogénio e PCR em relacdo a evolug¢do no primeiro ano pds AVEi em 128 pacientes. Os
autores observaram que pacientes com oclusdes pré-cerebrais tiveram aumento agudo nos

niveis de PCR e que, apesar da melhora nos tratamentos para AVEi, permaneceu alta a
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ocorréncia de novos eventos no ano seguinte ao episddio inicial. O estudo sugeriu que
elevados niveis de PCR estdo associados ao aumento do risco de morte ou de um novo
evento no ano seguinte (DI NAPOLI; PAPA; BOCOLA, 2001).

Uma vez que os pacientes com AVEi exibem varios fatores de risco, tais como
hipertensdo, DM e tabagismo, é possivel que estes pacientes apresentem um estado
inflamatdrio e prd-coagulante pré-existente, o que pode, pelo menos em parte, contribuir
para o aumento dos valores da velocidade de hemossedimentacdo (VHS) apds o AVEi (SINGH
et al., 2014). A elevacdo dos valores de VHS é observada nas primeiras 24 apds o AVEi e pode
refletir a relacdo entre o grau de resposta de fase aguda em fase precoce do AVEi e a
extensdo do dano cerebral local (ZAREMBA; SKROBANSKI; LOSY, 2004). No entanto, a VHS é
um marcador inespecifico de inflamacdo e deve ser analisado em conjunto com outros
achados clinicos e laboratoriais.

As citocinas estdo aumentadas em resposta a varios estimulos inflamatérios,
entre eles a isquemia que ocorre no AVEi, e sdo expressas tanto pelas células do sistema
imune, como também pelas células residentes do cérebro (LIU et al., 1994). As citocinas da
imunidade inata, tais como a IL-1B e TNF-a sdo as que iniciam esta resposta inflamatdria.
Esta ativacdo é muito precoce, porém transitéria. As citocinas tém importante papel no
desenvolvimento da reacdo da fase aguda, tais como febre, leucocitose, elevacdo das
proteinas de fase aguda positivas e na expressdo das moléculas de adesdo, as quais
contribuem para a agregacdao de leucdcitos e posterior adesdo na parede vascular
(DEGRABA, 1998; HALLENBECK, 1996). As citocinas IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10 e fator de
transformacdo do crescimento (TGF)-B sdo as mais investigadas relacionadas ao AVEi
(WANG; TANG; YENARI, 2007).

A micréglia ativada contribui com a maior parte da producdo inicial de IL-1pB,
seguida por astrécitos, neurdnios e células endoteliais (ROTHWELL; LUHESHI, 2000). O
aumento do mRNA de IL-1p foi observado entre 15-30 minutos apds isquemia (DAVIES et al.,
1999) e a expressao tardia é devida a um influxo de células inflamatdrias no sistema nervoso
central (SNC) (LEGOS et al., 2000; ROTHWELL; LUHESHI, 2000). A IL-1B promove proliferacao
e ativacdo de astrocitos que levam a astrogliose, exacerbacdo de perda neuronal e a maior
gravidade do AVEi (DAVIES et al., 1999; SIMI et al., 2007). No SNC, IL-1B estimula a sua

propria producdo e a expressao de outros mediadores pré inflamatdrios.
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Como a IL-1, o TNF-a também mostra um padrao de liberagao bifasica com um
primeiro pico de 1-3 horas e um segundo pico 24-36 horas apds o evento isquémico
(HOSOMI et al., 2005; WANG; TANG; YENARI, 2007). Micrdglia e macroéfagos ativados sdo
grandes produtores de TNF-a dentro das primeiras 6 horas apds a isquemia cerebral
(GREGERSEN; LAMBERTSEN; FINSEN, 2000; LAMBERTSEN et al., 2009). Niveis séricos de TNF-
a estdo elevados no liquido cefalorraquidiano (LCR) e no plasma de pacientes que sofreram
AVEi (VILA et al., 2000). No entanto, é importante fazer a distincdo entre o TNF-a soltuvel e o
ligado a membrana (MCCOY; TANSEY, 2008).

O TNF-a pode potenciar excitotoxicidade in vitro pela inibicdo da captacdo de
glutamato (SRIRAM; O’CALLAGHAN, 2007; ZOU; CREWS, 2005). Esta citocina também ativa
as células da glia, promovendo a sua prépria produgao e de outros mediadores neurotdxicos,
e maior produgdo de EROS (LAMBERTSEN et al., 2009). O TNF-a estimula a apoptose de
células endoteliais e contribui para o edema vasogénico e infiltragao de células inflamatdrias
(CHRISTOV; OTTMAN; GRAMMAS, 2004). Por outro lado, o TNF-a ativa processos de
reparacao da microvasculatura cerebral e medeia a plasticidade neuronal (SRIRAM;
O’CALLAGHAN, 2007).

Sugere-se que o efeito prejudicial do TNF-a ocorra na fase inicial da resposta
inflamatdria e os efeitos mais benéficos em uma fase posterior (AMANTEA et al., 2009).
Outra hipdtese relaciona-se com os receptores em que o TNF-a se liga. O TNF-a soltvel, que
se liga ao receptor de TNF1 (TNFR1), iria causar efeitos prejudiciais, enquanto que
principalmente o TNF-a ligado a membrana, que se liga ao receptor de TNF2 (TNFR2) seria
um sinal para a neuroprotecdo (FONTAINE et al., 2002; LAI; TODD, 2006). Em contraste, os
ratos knockout para ambos os receptores de TNF demonstraram volume maior de enfarte
apos a isquemia cerebral (BRUCE et al., 1996).

IL-6 é uma citocina pro-inflamatdria com diversas fungées bioldgicas e efeitos
deletérios que podem contribuir para a lesdo inflamatéria inicial no cérebro. IL-6 é detectada
4 horas apos o inicio do AVEi, com concentracGes de pico depois de um dia e permanece
detectavel por até 14 dias (NILUPUL PERERA et al., 2006). A micrdglia ativada, juntamente
com astrécitos, neurbnios e leucocitos compreendem as principais fontes de IL-6 (LEGOS et
al., 2000). Tal como a IL-1B, IL-6 é um pirégeno endégeno, atrai os linfécitos para o cérebro e

contribui para exacerbacdo da resposta inflamatéria (SHAAFI et al., 2014).
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A IL-6 estd envolvida na regulacdo da apoptose de neurdnios e sua regulacdo é
aumentada apds a isquemia cerebral (HERRMANN et al., 2003). Estudos clinicos em
pacientes com AVEi mostraram que a concentracdo sérica de IL-6 representa valor preditivo
independente para mortalidade hospitalar (RALLIDIS et al., 2006). Além disso, o aumento
dos seus niveis plasmaticos apresentou forte correlacdo com a intensidade da resposta de
fase aguda, considerado um potente preditor para deterioracdo neuronal precoce (VILA et
al., 2000). O aumento da IL-6 tem sido associado com maior volume da darea infartada
(CASTILLO et al., 2002) e com pior prognéstico do paciente (SMITH et al., 2004).

Na modulacdo da respota inflamatdria, citocinas como o TGF-f e IL-10 tém sido
avaliadas no AVEi. Apenas duas das cinco diferentes isoformas do TGF-B sdo proeminentes
apos AVEi: TGF-B1 e TGF-B2. Em geral, o TGF-B controla os processos celulares tais como a
proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e apoptose (KIM, 1996; ZHU et al., 2000). Os niveis de
TGF-B1 estdao aumentados apds a isquemia e sdo capazes de reduzir a ativagado glial, modular
a expressdo e a eficdcia de outras citocinas, diminuir a producdo de EROS, promover a
angiogénese na area de penumbra e reduzir a aderéncia de neutréfilos as células endoteliais
(PANTONI; SARTI; INZITARI, 1998). Em estudos experimentais, agonistas do TGF-f1
mostraram reduzir a morte de células neuronais e o tamanho do infarto apds o evento
isqguémico (GROSS et al., 1993; HENRICH-NOACK; PREHN; KRIEGLSTEIN, 1996). Embora o
TGF-B funcione, simultaneamente, em varias vias inflamatérias para proteger o cérebro, a
concentragdo enddgena é insuficiente para inibir danos graves apds o AVEi (DHANDAPANI;
BRANN, 2003).

Quanto a IL-10, esta citocina anti-inflamatdria é expressa apés o inicio do AVEi
com pico em 3 dias. Animais knockout para o gene da IL-10 apresentam exacerbacdo da
resposta inflamatdria frente a isquemia cerebral e maior area de lesdo (PEREZ-DE PUIG et al.,
2013); demonstrou-se, também, que a administracdo desta citocina pode reduzir os danos
apos isquemia cebral experimental (SPERA et al., 1998). O aumento da expressao da IL-10 foi
associado ao melhor progndstico e parece estar relacionado aos fatores de recuperacao

cerebral pés-AVEi (PROTTI et al., 2013; VAN EXEL et al., 2002).

1.2. Vitamina D

1.2.1. Sintese da vitamina D
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A vitamina D foi descrita pela primeira vez, em 1912, por Casimir Funk, e é
encontrada em duas formas: ergocalciferol (D2), encontrada em alimentos de origem
vegetal como produto da radiagdo do ergosterol, e calciferol (D3), sintetizada pela epiderme
humana pela radiacdo ultravioleta B (UVB) e mediante ingestdo de alimentos de origem
animal (LEE et al., 2008). As células da epiderme contém 7-dehidrocolesterol que, sob
radiacdo de raios UVB, é convertido para pré-vitamina D3 pela clivagem fotolitica seguido
por um rearranjo termal espontaneo e se transforma em vitamina D3 que é liberada no
sangue (MOZOS; MARGINEAN, 2015). Entretanto, quando ha exposicdo solar em excesso, a
pré-vitamina D3 é convertida por reacdo reversivel em seus metabdlitos biologicamente
inativos, lumisterol e taquisterol; por sua vez, o uso de bloqueador solar, por absorver os
raios UVB, diminui a producdo de vitamina D3 (BIKLE, 2009; MATSUOKA et al., 1987). A
proteina de ligacdao a vitamina D (VDBP) tem uma afinidade mais elevada para a vitamina D3
que D2 (ARMAS; HOLLIS; HEANEY, 2004) e isto resulta em uma meia vida mais longa da D3,
sendo mais potente do que D2 (TRANG et al., 1998).

Tanto a vitamina D proveniente da dieta, via absorcdo intestinal, e a formada a
partir da pré-vitamina D3 na epiderme s3o transportadas principalmente para o figado pela
VDBP (e uma menor porcentagem ligada a albumina) (BHAN, 2014) onde sofrem um
processo de hidroxilacdo pelos citocromos 25-hidroxilase (CYP2R1) e esterol 27-hidroxilase
(CYP27A1) no carbono de posicdo 25, resultando em 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] ou
calcidiol. 25(0OH)D é entdo hidroxilada novamente, desta vez no carbono 1, ao nivel
mitocondrial em células dos tubulos proximais renais, bem como em muitos outros tecidos,
sob a ag¢do do citocromo 1la-hidroxilase (CYP27B1), finalmente produzindo a 1,25-
diidroxivitamina D3 [1,25 (OH),D] ou calcitriol, a sua forma biologicamente ativa
(MANDARINO et al., 2015). A Figura 2 sumariza as vias de sintese da vitamina D.

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. Este complexo,
1,25(0OH),D-VDR, é submetido a translocacdo para o nucleo por meio do receptor do acido
retindico (RXR). Em seguida, o complexo de 1,25(OH),D-VDR-RXR liga-se aos elementos de
resposta de vitamina D no DNA aumentando a transcrigdo dos genes responsaveis pela
expressao de proteinas envolvidas nas acdes de vitamina D (HOLICK, 2007; PIKE et al., 2007).

Direta ou indiretamente, a 1,25(0OH),D regula mais de 200 genes, incluindo aqueles que
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estdo envolvidos na produgdo de renina no rim, a produgdo de insulina no pancreas,
liberacdo de citocinas pelos leucécitos, a producdo de catelicidina em macrofagos e
crescimento e proliferagdo do musculo liso vascular e cardiomidcitos (HOLICK, 2007).

Sabe-se que os VDR estdo presentes em muitos tipos celulares, incluindo células
hematopoiéticas, linfécitos, células epidérmicas, células pancredticas, midcitos, neurdnios,
cardiomidcitos, células do musculo liso vascular, células endoteliais e do tecido placentario,
além de osteoblastos, osteoclastos, células epiteliais intestino delgado e células tubulares
renais, o que explica a multiplicidade de a¢des nao calcémicas exercidas pela vitamina D
para varios tecidos, tais como o SNC e os sistemas enddécrino, cardiovascular e imunoldégico,
bem como as varias implica¢Ges da sua deficiéncia para a saude (HOLICK, 2007).

Finalmente, 25(0OH)D e 1,25(0OH),D podem ser metabolicamente inativadas e
transformadas em acido calcitréico pela hidroxilagdo de 24-hidroxilase (CYP24A1), limitando
assim a sua disponibilidade (PROSSER; JONES, 2004). A meia vida da vitamina D é diferente
dependendo da sua forma, sendo de 60 dias para a vitamina D nutricional, 15 dias para
25(OH)D e em torno de 15 horas para a 1,25(0OH),D (JONES, 2008). Embora os niveis séricos
de 25(0OH)D sejam 1000 vezes mais elevados que a 1,25(0H),D, a forma ativa da vitamina
tem 1000 vezes mais afinidade pelo VDR do que a 25(0OH)D (LIPS, 2007).

Os niveis séricos de 25(OH)D tém sido utilizados como marcador do status de
vitamina D na populacdo e obtidos por métodos sensiveis e especificos. No entanto, ainda
nao ha um consenso internacional sobre os valores de referéncia deste hormoénio bem como
dos valores de corte a serem utilizados na definicdo de suficiéncia, insuficiéncia ou
deficiéncia de vitamina D (VDD) (HOLICK et al., 2012; MANGIN; SINHA; FINCHER, 2014; ROSS
et al., 2011).

A hipovitaminose D tem sido observada em individuos saudaveis de diferentes
populagcdes mundiais, em especial em idosos (MACLAUGHLIN; HOLICK, 1985; MOSEKILDE,
2005). Os niveis sérios de vitamina D sdo influenciados por vérios fatores, tais como sexo,
idade, etnia, indice de massa corpodrea (IMC), geograficos, culturais, exposicdo solar, habitos
alimentares, além das variantes genéticas, em especial no gene que codifica o VDR. Além
disto, a VDD ndo s6 provoca o raquitismo nas criangas, mas também agrava a osteoporose
entre adultos e tem sido observada em varias condi¢des incluindo hipertensao, resisténcia a

insulina, diabetes mellitus (DM), cancer, doengas infecciosas e autoimunes, doencga renal
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cronica, doencas cardiovasculares e AVEl (revisado por HEWISON, 2012; HOLICK; CHEN,
2008; HOLICK, 2007; PALACIOS; GONZALEZ, 2014).

f <20 ng/mL 20-100 ng/mL >150 ng/mL

o}

Deficiency Preferred range Intoxication
30-60 ng/mL

Figura 2 Sintese de Vitamina D

Fonte: HOLICK, M, F. (2007). Vitamin D deficiency. N. Engl. J. Med. 357 266-81.
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1.2.2 Vitamina D e o sistema imune

O VDR é expresso, constitutivamente, em macrofagos e células dendriticas e,
indutivamente, em linfécitos ativados. A 1,25(0H),D pode ser sintetizada por células
apresentadoras de antigenos (APC) que expressam as enzimas 25-hidroxilase e 1la-
hidroxilase, que permitem a producdo de 25(OH)D e 1,25(0OH),D, respectivamente,
indicando um papel importante da vitamina D na modulacdo de resposta inflamatéria
(revisado por WHITE, 2012).

Na presenca de 1,25(0OH),D, ocorre diminuicao da resposta mediada por células T
helper (Th)1 com consequente diminuicdo da producdo de IFN-y e IL-2, assim como aumento
da resposta mediada por Th2, com aumento da produgdo de IL-4, IL-5 e IL-10, causando um
deslocamento da resposta imune para o padrdo Th2 (BOONSTRA et al., 2001; OVERBERGH et
al., 2000; PENNA et al., 2005). 1,25(0OH),D reduz a sintese de IFN-y pela ligacdo do RXR no
VDR, uma regido silenciadora na regido promotora do gene do IFN-y (ALROY; TOWERS;
FREEDMAN, 1995; CIPPITELLI; SANTONI, 1998). A 1,25(0OH),D desencadeia a regulagdo
positiva do fator de transcricdo proteina GATA de ligacdo 3 (GATA3) que favorece o
desenvolvimento da resposta por células Th2 (ZHU et al., 2006). Além disto, este hormonio
facilita a inducdo de células T regulatérias (Treg) Foxp3* (GREGORI et al., 2001; PENNA et al.,
2005) e apresenta uma correlacdo positiva com a capacidade das células Treg na supressao
da proliferacdao de células T (SMOLDERS et al., 2009).

A vitamina D também exerce efeito anti-inflamatdrio pela inibicdo da expressao
de IL-6 (XUE et al., 2002), citocina fundamental para a diferenciagao das células Th naive em
Th17, como também pela supressdo da IL-12p70, IL-23p19, o que resulta em uma menor
expressao de RNAm de IL-17 (DANIEL et al., 2007). A vitamina D tem um efeito direto nas
células B e inibe producdo de imunoglobulinas (LEMIRE et al.,, 1984). Além disso, a
diferenciacdo de linfécitos B é interrompida in vitro quando exposta a 1,25(0OH),D (CHEN et
al., 2007).

Um aspecto relevante do metabolismo da vitamina D em macréfagos e células
dendriticas refere-se ao fato de os mecanismos de regulacdo la-hidroxilase nestas células
sdo diferentes dos mecanismos que regulam esta enzima no rim. Embora, nos rins, l1a-

hidroxilase seja regulada principalmente pelo paratorménio (PTH), Ca®* e 1,25(OH).D,
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observa-se que, em macréfagos e células dendriticas, 1a-hidroxilase é predominantemente
regulada por IFN-y e lipopolissacarideo (LPS) (VAN ETTEN; MATHIEU, 2005).

Em macréfagos incubados com 1,25(0OH),D e depois estimuladas com LPS,
observa-se que a vitamina D aumenta a expressao do RNAm e a estabilidade do inibidor |
kappa B (IkB) e diminuicdo da fosforilacdo de IkB. O aumento dos niveis de IkB leva a uma
reducdo na transloca¢ao nuclear de NFkB, causando, com isto, diminui¢cdo da atividade desta
célula. Tendo em vista o papel fundamental do NFkB como um fator de transcricio de
mediadores inflamatdrios, é sugerido que a 1,25(0OH),D tem acdo anti-inflamatdéria em
macrofagos (COHEN-LAHAV et al., 2006). Além disso, a 1,25(0OH),D suprime a expressao de
RNAm de receptores tipo toll (TLR)2 e TLR4 em mondcitos em uma forma tempo e dose-
dependentes (SADEGHI et al., 2006).

Outro mecanismo anti-inflamatério da vitamina D é mediado pela inibicdo da
sintese da IL-6 pelos mondcitos, que é o principal estimulo para a sintese de PCR pelo figado
(ROSTKOWSKA-NADOLSKA et al., 2010; ZHANG et al., 2012). Varios estudos que investigaram
a relagdo entre a vitamina D e marcadores inflamatdérios, como a PCR, mostraram resultados
conflitantes. Liefaard et al., (2015) analisaram 9649 participantes do Rotterdam Study, uma
coorte prospectiva de base populacional, e mostraram uma associa¢do inversa entre a
vitamina D e PCR. Em individuos saudaveis, a VDD foi associada ao aumento da PCR e, apds
suplementacdo com vitamina D, os niveis de PCR foram normalizados (TIMMS et al., 2002).
Outros estudos também encontraram uma associagao inversa entre a vitamina D e PCR
(AMER; QAYYUM, 2012; LIU et al., 2011). No entanto, a associa¢do entre PCR e vitamina D
n3o foi observada por outros autores (BJORKMAN; SORVA; TILVIS, 2009; HYPPONEN et al.,
2010; PARK et al., 2015; SHEA et al., 2008). A Figura 3 apresenta os principais efeitos da

vitamina D na resposta immune inata e adaptativa.
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ANTIMICROBIAL RESPONSE

Chemotaxis
m Phagocytosis

Cathelicidin

Defensin 4

Reactive oxygen species

INNATE (1aOHase |
IMMUNITY

ADAPTIVE
IMMUNITY

Figura 3 Vitamina D na resposta imune inata e adaptativa
Fonte: MATHIEU, C. (2011). Vitamin D and the immune system: Getting it right IBMS
BoneKEy, 178-186, 1.

1.2.3. Vitamina D e efeitos no sistema nervoso central

Os principais metabdlitos da vitamina D estdo presentes no LCR (BALABANOVA
et al., 1984) e, de uma forma similar a outros neuroesterdides, podem atravessar a BHE
(PARDRIDGE; SAKIYAMA; COTY, 1985). No entanto, a permeabilidade da BHE pode ndo ser
necessaria, pois as enzimas do citocromo P450 envolvidas com a conversdo de 25(OH)D para
1,25(0H),D e 1,25(0OH),D para 24,25(0H,)D (CYP27B1 e CYP24A1, respectivamente) estdo
presentes no cérebro. Isto indica que o cérebro tem o potencial para sintetizar o metabdlito
ativo 1,25(0OH),D. Em culturas primarias de células gliais de ratos, a expressdo do RNAm de

CYP24A1 foi aumentada de uma forma dose-dependente apds a adicdo de 1,25(OH),D,
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indicando que os niveis de 1,25(0OH),D podem ser regulados localmente no cérebro
(NAVEILHAN et al., 1993).

A vitamina D tem mostrado ter func¢des troficas gerais relacionadas com a
diferenciacdo, maturacao e crescimento neuronal. A primeira evidéncia que implica um
papel neurotréfico para a vitamina D foi adquirida a partir de estudos in vitro que
demonstraram que a sintese de fator de crescimento do nervo (NGF) foi estimulada pela
1,25(0OH),D (PRUFER et al., 1999); a relevancia bioldgica deste fendmeno foi mais tarde
confirmada em modelos in vivo de ratos adultos (BAAS et al., 2000). Além disto,
demonstrou-se que a 1,25(OH),D regula positivamente a sintese de fator neurotrofico
derivado da linha de células da glia (GDNF) e neurotrofinas (LANGUB et al., 2001;
NAVEILHAN et al., 1996).

Evidéncias sugerem um papel neuroprotetor para a vitamina D e a sua
administragdo ou dos seus metabdlitos mostrou reduzir a lesdo neuroldgica e/ou
neurotoxicidade em modelos experimentais, incluindo a atenuacdo da darea isquémica
cerebral em ratos pela regulacao positiva de GDNF (BREWER et al., 2001) e a diminuicao da
morte neuronal em culturas induzidas por neurotoxicidade. Além disso, outros estudos
demonstraram que o tratamento com 1,25(OH),D aumentou os niveis de antioxidantes,
além de inibir a sintese de NO (6xido nitrico) pela dxido nitrico induzivel (iNOS), reduzindo o
estresse oxidativo e prevenindo a morte neuronal (GARCION et al., 1997, 1998, 1999; WANG
et al., 2001). Recentemente, Huang e colaboradores (2015) analisaram o papel da vitamina D
em culturas de células da glia e investigaram como a 1,25(OH),D poderia afetar a
neuroinflamacao e observaram que o tratamento com a 1,25 (OH),D suprimiu a produgao de
EROS induzidos por LPS, reduziu a producdo de IL-6 e a expressdo da (iNOS) sem causar
morte celular. Estes resultados sugerem que a vitamina D atenua a neuroinflamacao
inibindo a via de sinalizacdo das MAPK em culturas de células da glia. A ativacdo da via MAPK
por LPS inicia uma cascata caracterizada pela ativacdo de células da glia e um aumento de
producdo de mediadores inflamatérios, incluindo EROS, NO, citocinas e quimiocinas.
Portanto, o controle da ativacdo das células da glia, como resultado da suplementacdo com
vitamina D, pode ser usado como estratégia terapéutica integrativa para a modular a
neuroinflamacao (HUANG et al., 2015). Estes resultados sugerem um efeito neuroprotetor

importante para a forma ativa da vitamina D, ao diminuir os danos oxidativos para o SNC.
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O VDR é expresso ao longo do tecido cerebral humano, incluindo cerebelo,
talamo, hipotalamo, ganglios basais, hipocampo, sistema limbico temporal e orbital (EYLES
et al., 2005), assim como na maioria dos neurdnios e células gliais (EYLES et al., 2005;
PRUFER et al., 1999). O tratamento com 1,25(0OH),D previne a ruptura da BHE por
mecanismos dependentes do VDR (WON et al.,, 2015) e a expressdo adequada deste
receptor é necessdria para evitar a ativacdo descontrolada do NFkB; dessa forma, a
sinalizacdo prejudicada do VDR leva a ativacdo de células endoteliais e aumento de
interagbes entre leucécitos e endotélio vascular, gerando um acumulo de células
inflamatdrias (BOZIC et al., 2015; WON et al., 2015).

Em adi¢do ao papel da vitamina D no crescimento e sobrevida dos neurdnios,
tem-se demonstrado que este hormoénio e seus metabdlitos modulam a sintese de uma
variedade de neurotransmissores, incluindo acetilcolina, catecolaminas, serotonina e
dopamina (GARCION et al., 2002). Portanto, a presenca de metabdlitos de vitamina D,
enzimas de ativacdo e o VDR no cérebro indica que, tal como outros neuroesterdides, a
vitamina D pode desempenhar um papel na manuteng¢ado e neuroprotec¢do da fungao normal

do cérebro.

1.2.4. Vitamina D e doenca cardiovascular

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAA) mantém a resisténcia vascular
devido a sintese de angiotensina Il e a homeostase dos fluidos de volume extracelular (LI et
al., 2002). Foi demonstrado que a vitamina D diminui a atividade do sistema RAA suprimindo
a expressao da renina (WANG et al., 2008). A vitamina D regula os genes envolvidos na
producdo de renina, por meio de um elemento cis-DNA no promotor do gene da renina (LEE
et al., 2008; LI, 2003), diminuindo a expressdao do RNAm de renina e dos niveis séricos (LI et
al., 2002). A sintese de renina leva a um aumento da producdo de angiotensina I, que é um
forte vasoconstritor, permitindo o desenvolvimento de hipertensdao. Camundongos knockout
para o VDR apresentam um aumento da expressdo da renina e angiotensina Il e
desenvolvimento de hipertensao e hipertrofia cardiaca (CHEN et al., 2011; LI et al., 2002). In
vitro, a vitamina D regula a express3o da renina independente do metabolismo do Ca** e
calcitriol e suprime significativamente a transcricao de renina por um mecanismo mediado

pelo VDR (LI et al., 2002).
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Estudos epidemiolégicos revelaram a VDD como um marcador de risco
cardiovascular (PILZ et al., 2013) promovendo aterosclerose acelerada (NORMAN; POWELL,
2005; WANG et al., 2008) e eventos cardiovasculares posteriores (KUNADIAN et al., 2014). A
deficiéncia crénica de vitamina D provoca hiperparatiroidismo secundario, aumentando a
resisténcia a insulina, prejudicando a funcdo das células B-pancreaticas, e permitindo o
desenvolvimento de sindrome metabdlica e diabetes (LEE et al., 2008; MAKI et al., 2009).

Niveis baixos de vitamina D foram associados com o aumento da prevaléncia de
hipertensdo arterial (ALMIRALL et al., 2010; MARTINS et al., 2007; NIGWEKAR; THADHANI,
2013; PILZ et al., 2009). Estudos clinicos demonstraram, uma relacdo dose-resposta inversa
entre 1,25(0OH),D e pressdo arterial ou a atividade da renina em pacientes hipertensos e
normotensos (BURGESS; HAWKINS; WATANABE, 1990; KRISTAL-BONEH et al.,, 1997;
RESNICK; MULLER; LARAGH, 1986).

A vitamina D regula a resposta endotelial a lesdo (CAPRIO; MAMMI; ROSANO,
2012; TARCIN et al., 2009), restaura o relaxamento do endotélio prejudicado em artérias e
normaliza as proteinas relacionadas ao estresse oxidativo que danificam o vaso (DONG et al.,
2012). Além disso, também ajuda a regular a coagulacdo sanguinea diminuindo a formacao
de trombos e da atividade do fator tissular (AIHARA et al., 2004). In vitro, células musculares
humanas mostram que a ativacao do VDR pela 1,25(0OH),D conduz a uma regulacdo negativa
da expressdo de proteinas trombogénicas (WU-WONG; NAKANE; MA, 2007). Pacientes
hipertensos com VDD foram associados com um risco duas vezes maior de eventos
cardiovasculares, incluindo infarto do miocdardio, angina, AVEi, AIT e insuficiéncia cardiaca
(WANG et al., 2008).

Recentemente, Durup e colaboradores (2015), em estudo de coorte, analisaram
a associagcdo entre os niveis de 25(0H)D e mortalidade por doencas cardiovasculares, como
o AVE e infarto agudo do miocardio em mais de 200 mil individuos. Apds sete anos de
seguimento, 5454 individuos morreram de doencas cardiovasculares, incluindo 1574 por
AVE e 702 por infarto agudo do miocardio. Os niveis de 25(OH)D préoximos a 28 ng/mL foram
associados com o menor risco de mortalidade por doengas cardiovasculares. Comparada a
esse nivel, o risco de mortalidade por doenca cardiovascular foi de 2,0 (IC 95% 1,8-2,1) para
niveis abaixo de 5 ng/mL. Para niveis acima de 50 ng/mL, o risco de mortalidade por doenca
cardiovascular foi de 1,3 (IC 95% 1,2-,4), com risco semelhante para homens e mulheres.

Estes autores demonstraram uma associagdo nao-linear entre os niveis de 25(0OH)D e
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mortalidade, em que niveis elevados e diminuidos de 25(OH)D foram associados com
aumento da mortalidade por AVE. A menor taxa de mortalidade por AVE foi observada em
cerca de 30 ng/mL, ajustado para idade, sexo e estacdo do ano. Estes resultados devem ser
levados em consideragdao em relagdo a importancia para definir os niveis adequados de

vitamina D que podem ser suficientes para suas importantes funcdes biolégicas.

1.2.4.1. Vitamina D e o acidente vascular encefalico isquémico

Vérios estudos associaram baixos niveis de 25(OH)D ao AVEi (BR@NDUM-
JACOBSEN et al., 2013; CHAUDHURI et al., 2014; MICHOS et al., 2012; SUN et al., 2012; TU et
al., 2014). No entanto, outros autores ndo encontraram diferencas da 25(OH)D entre
pacientes com AVEi e grupo controle (BOLLAND et al., 2010; DRECHSLER et al., 2010; GUPTA
et al., 2014; MAJUMDAR et al., 2015).

Do mesmo modo, a frequéncia de VDD em pacientes com AVEi varia em
diferentes populagdes e os estudos apresentam resultados conflitantes, devido a diferentes
fatores genéticos, condicGes geograficas, fisicas e culturais, diferentes critérios de definicdo
de VDD e metodologias de diagndstico.

Brgndum-Jacobsen e colaboradores (2013) verificaram que os individuos com
niveis menores de 10 ng/mL de 25(0OH)D apresentaram maior risco de AVEi comparados com
individuos com niveis suficientes de vitamina D (VDS) durante 21 anos de seguimento. Sun e
colaboradores (2012) avaliaram 464 mulheres com AVEi e 464 mulheres sem histdrico de
AVEi e demonstraram associa¢do entre os baixos niveis de 25(0OH)D (<10 ng/mL) e maior
incidéncia de AVEi independente do estilo de vida e fatores dietéticos. Esta observacao foi
confirmada por uma meta-analise realizada pelo mesmo grupo de pesquisadores que
analisaram seis outros estudos prospectivos que, em geral, também demonstraram
associacdo inversa entre os niveis de 25(0OH)D e AVEi. O Third National Health and Nutrition
Examination Survey avaliou os niveis de 25(0OH)D e fatores de risco para doenca
cardiovascular no periodo de 1988-1994 e demonstrou que niveis <15 ng/mL de 25(OH)D
estdo associados com AVEi fatal somente em individuos caucasianos (MICHOS et al., 2012).

Alguns estudos demonstraram a associagdo entre vitamina D e a incapacidade
funcional de pacientes com AVEi agudo. Baixos niveis de 25(OH)D mostraram ser um
preditor de incapacidade funcional na alta hospital e mortalidade apés 1 ano (DAUBAIL et

al., 2013, 2014; WANG et al., 2014). Park e colaboradores (2015) analisaram 818 pacientes
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com AVEi e demonstraram que os pacientes com vitamina D acima de 30 ng/mL
apresentaram maiores niveis de triglicerideos, colesterol total e menor incapacidade apds
trés meses quando comparados com os outros subgrupos com diferentes status vitamina D.
Varios estudos analisam a relagao entre progndstico do AVEi e niveis de vitamina
D; no entanto, até presente data, apenas dois estudos avaliaram o papel deste hormoénio na
resposta inflamatdria em pacientes com AVEi. Tu e colaboradores (2014) demonstraram que
os niveis de 25(0OH)D estdo inversamente correlacionados com a PCR. No entanto, Park e
colaboradores (2015) ndo encontraram associacdo entre niveis de 25(0H)D e PCR e
leucécitos periféricos; estes resultados contraditérios podem ser explicados, em parte, pelos
diferentes critérios de inclusdo dos pacientes que eram de até sete dias apds o evento
isquémico. Por outro lado, apenas dois estudos dosaram a forma ativa da vitamina D,
1,25(0H),D. Baixos niveis de 1,25(0OH),D foram associados com um maior risco de AVEi
durante 10 anos de seguimento (MARNIEMI et al., 2005) e foram considerados como um

fator preditivo independente para AVEi fatal (PILZ et al., 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

Os dados descritos na literatura sugerem que a resposta inflamatdria envolvida
na fase aguda da isquemia pode representar um fator importante para o desenvolvimento e
progndstico dos pacientes com AVEi. Sabe-se que a vitamina D possui atividade anti-
inflamatdria e a deficiéncia deste hormonio modifica indiretamente o risco de AVEi pela
associacao com fatores de risco cldssicos.

As justificativas do presente estudo incluem a variabilidade da frequéncia de
VDD em pacientes com AVEi observada em diferentes populagdes, os resultados conflitantes
em relacdo ao papel da vitamina D na susceptibilidade ao AVEi assim como no progndstico
dos pacientes apds o evento isquémico.

Até presente data, ndo temos registro de estudos sobre a frequéncia da
deficiéncia deste hormonio nos pacientes com AVEi na populagdo brasileira, assim como sua
relagdo com marcadores inflamatdrios e de progndstico nesta populagao.

Diante deste cendrio, fica evidente a importancia da vitamina D nos processos
lesivos envolvidos na fisiopatologia do AVEi como inflamacdo e morte cerebral, o que a torna
um atraente marcador laboratorial que possa utilizado na avaliacdo da susceptibilidade e

progndstico do evento isquémico.



35

3. OBIJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a associacdo entre os niveis de vitamina D e o AVEi, marcadores

inflamatdrios e progndstico a curto prazo em pacientes com AVEi agudo

3.2.  Objetivos Especificos

= Descrever as caracteristicas demograficas, antropométricas, epidemioldgicas e

clinicas dos pacientes com AVEi agudo e do grupo controle;

= Determinar os niveis séricos de 25()H)D e o status de vitamina D em pacientes com

AVEi e o grupo controle;

= Avaliar a resposta inflamatéria em pacientes com AVEi agudo e o grupo controle;

= Determinar a associacdo entre as caracteristicas demograficas, antropométricas,

epidemioldgicas, clinicas, marcadores inflamatérios e a incapacidade funcional nos

pacientes com AVEi agudo com o status da vitamina D dos mesmos;

= Avaliar a associacdo dos niveis séricos de 25(OH)D com o progndstico dos pacientes

apos trés meses de seguimento.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (UEL) (CAAE 0176.0.268.000-10, Parecer
CEP/UEL 181/2010, Anexo 1). Os individuos foram convidados a participar voluntariamente
da pesquisa e um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido dos

individuos envolvidos na pesquisa ou de seus responsaveis (Apéndice 1A e 1B).

4.2, Delineamento

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

com os delineamentos caso-controle e de seguimento.

4.3. Populacao

Foram convidados a participar do estudo 288 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. 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 histdrico de
AVE e infarto agudo do miocdardio, entre os candidatos a doadores de sangue do

Hemocentro Regional de Londrina e da populagdao em geral para constituir o grupo controle.

4.4, Amostra

Trata-se de uma amostra consecutiva, de conveniéncia de tempo e local, com a
inclusdo, prospectivamente, de 168 pacientes com AVEi agudo, diagnosticados pelo exame
clinico e tomografia de cranio (TC) de cranio e/ou resonancia magnética nuclear (RNM). O
AVEi agudo foi diagnosticado como déficit focal ao exame neuroldégico, com ou sem disturbio

de consciéncia; inicio subito, agudo ou rapidamente progressivo que persistiu por >24 horas
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confirmado por TC de cranio e/ou RNM. Os subtipos de AVEi foram classificados segundo os
critérios definidos pelo Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST), que inclui 5
categorias dependendo dos dados clinicos, dos exames laboratoriais e de imagem, tais como
LAAS, CEI, LAC, ODE e UDE (ADAMS et al., 1993).

A avaliacdo do estado de incapacidade funcional foi realizada pela escala de
Rankin modificada (mRS) (BONITA; BEAGLEHOLE, 1988) aplicada em até oito horas da
admissdo no hospital (baseline). Os pacientes foram prospectivamente acompanhados apds
trés meses do evento isquémico, por meio de consulta ambulatorial ou entrevista telefonica
com o paciente ou o mais préximo dele ou responsavel, quando apropriado (OH et al.,
2011). Neste momento, foram coletados dados sobre os cuidados médicos recebidos
durante o periodo de seguimento, o estado funcional apdés o AVEi ou a mortalidade, de
acordo com o instrumento descrito no Apéndice 1C. No caso de 6bito, o avaliador solicitava
a data do mesmo e se foi em decorréncia do AVEi ou por outra causa nao relacionada ao
avento isquémico.

O grupo controle foi composto de 118 individuos selecionados entre candidatos
a doadores de sangue fidelizados do Hemocentro Regional de Londrina e individuos da
populacdo geral de Londrina. Os individuos deveriam apresentar auséncia de reatividade em
todos os testes soroldgicos realizados na triagem de doadores de sangue, como 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 |l
(HTLV 1/11), anticorpos anti-Trypanosoma cruzi e teste ndo treponémico para sifilis, além de
nao terem histdria de evento isquémico.

Foram coletados dados demograficos (idade, sexo e etnia), epidemioldgicos
como fatores de risco associados ao AVEi (hipertensdo, sedentarismo, tabagismo,
dislipidemia e diabetes), antropométricos [peso, altura e indice de massa corpdrea (IMC)] e
clinicos [pressdo sanguinea sistdlica (PAS) e pressdo sanguinea diastdlica (PAD)] e
medicamentos em uso no periodo que antecedeu o evento isquémico.

PAS >130 mmHg e PAD 290 mmHg ou uso de anti-hipertensivo foram os critérios
considerados para definir hipertensdao (JAMES et al., 2014). Presenca de diabetes foi
definida como glicose em jejum 2100 mg/dL, e ndo-jejum 2200 mg/dL e/ou o uso de

medicamentos antidiabéticos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014). Dislipidemia foi
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definida pela presenga de uma ou mais das concentragdes anormais de lipideos no soro,
como colesterol total 2200 mg/dL, LDL >130 mg/dL; colesterol de lipoproteina de alta
densidade (HDL) <40 mg/dL (NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM EXPERT
PANEL ON DETECTION, EVALUATION, 2002).

Os dados foram coletados pela aplicacdo de um questionario padrdo (Apéndice
1C), respondidos pelo paciente ou por seus responsaveis e pelo grupo controle. Os dados
foram, também, obtidos por meio de consulta aos prontudrios médicos e a base de dados
LABHOS do Laboratério de Andlises Clinicas (LAC) do HU/UEL e do Hemocentro Regional de
Londrina. As medidas antropométricas avaliadas foram peso corporal (kg) e altura (m),
obtidas, por interrogatério, durante a aplicagdao do questionario. O IMC foi calculado como
peso (kg) dividido pela altura (m) ao quadrado e expresso em kg/m” PAD e PAS foram
obtidas no periodo da admissdo pelo uso de aparelho digital devidamente calibrado e

expressas em mmHg.

4.5. Critérios de Exclusdo

Foram excluidos 120 pacientes pelos seguintes critérios: recusaram-se a
participar do estudo; apresentando processo inflamatdrio, autoimune ou infeccioso;
pacientes em uso cronico de corticosteroides ou imunossupressores; portadores de doenca
renal cronica, hepatopatia crénica, neoplasias, doenca de Alzheimer, doenga de Parkinson;
os que apresentaram AIT, AVE hemorrdgico, infarto agudo do miocardio; pds-operatério
imediato; trauma nos ultimos 30 dias, pacientes com dados incompletos ou que ndo tinham

amostra bioldgica para as andlises laboratoriais previstas.

4.6. Exames Laboratoriais

Amostras de sangue periférico, com e sem condicdes de jejum para os pacientes
e jejum para o grupo controle, foram coletadas nas primeiras 24 horas da admissdo no
hospital pelos participartes do projeto, segundo a requisicdio de exames laboratoriais
padronizada pelo hospital. Foram coletados 10 mL em tubo de coleta a vacuo sem
anticoagulante e dois tubos de 10 mL com anticoagulante EDTA. O material foi encaminhado

imediatamente ao laboratério para registro, processamento e armazenamento das
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amostras. Plasma e soro foram obtidos apds centrifugagdo (10 min 2500 rpm) e
armazenados em freezer -80 2C até o momento das analises quando as amostras ndo eram
analisadas no mesmo dia. Todos os pacientes e controles e suas respectivas amostras foram
identificados por numero 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 AVEi no HU/UEL foram realizados nos setores de Exames Hematoldgicos,
Bioguimica Clinica e Imunologia Clinica do LAC/HU, utilizando-se de métodos padronizados e
reagentes disponiveis comercialmente. Foram considerados os valores de referéncias

estabelecidos pelos fabricantes dos reagentes utilizados.

46.1. VitaminaD

Os niveis séricos de 25(0OH)D foram determinados por imunoensaio de
quimiluminescéncia por microparticulas (Architect i2000°, Abbott Laboratério, Abbott Park,
IL, USA). De acordo com os niveis séricos de vitamina D, os grupos de pacientes e controles
foram classificados em: vitamina D suficiente (VDS) quando os valores eram >30 ng/mL;
vitamina D insuficiente (VDI) quando valores eram > 20 < 30 ng/mL e VDD quando os valores

eram <20 ng/mL (HOLICK, 2007).

4.6.2. Marcadores inflamatodrios

Os exames de contagem total de leucécitos periféricos (células/mm?), contagem
de plaquetas (células/mm?) e VHS (mm/12hora) foram realizados por método automatizado;
a dosagem dos niveis plasmaticos de citocinas TNF-a, IL.-6 e IL-10 foram realizadas por
método imunoenzimatico (ELISA, eBioscience, San Diego, Califérnia, USA), com limite de
deteccdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 definido como 2,0 ng/mL, 1,0 ng/mL e 2,0 ng/mL
respectivamente, de acordo com o fabricante.

Os niveis séricos de usPCR foram avaliados imunoensaio de microparticula com
quimioluminescéncia (Architech™, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA), com
sensibilidade analitica de 0,175 mg/L. Os resultados foram categorizados em <5 mg/Le 25

mg/L para analise estatistica. Os niveis séricos de ferritina foram avaliados por imunoensaio
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de microparticula com quimioluminescéncia (Architech™, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL,
USA).

4.7. Andlise Estatistica

As andlises de contingéncia (teste x°) foram utilizadas para verificar as
associacOes entre as varidveis categdricas e grupos de diagndstico. Foram avaliadas as
diferencas das varidveis continuas entre os grupos utilizando andlises de variancia (ANOVA),
seguidas pelo teste de Tukey para examinar as compara¢des multiplas entre médias de
grupos. As variaveis categoéricas foram expressas em nimero absoluto (n) e o percentual (%),
e as varidveis continuas foram expressas como média + erro padrdao da média (SEM). Foi
utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade de distribuicao das
varidveis. Transformagdes logaritmicas (In) de dados continuos foram utilizadas nas analises
quando as varidveis nao apresentaram distribuicdo normal ou quando havia
heterogeneidade da variancia (conforme avaliado com o teste de Levene). A associacdo
entre o status de vitamina D e o AVEi foi avaliada usando andlise de regressao logistica
binaria em diferentes modelos, controlados para covaridaveis que poderiam confundir a
associacdo de interesse. Odds ratio (OR) e intervalo de confianca (IC) de 95% foram
calculados. Andlises de regressao logistica multinomial graduais automaticas foram utilizadas
para definir as varidveis significativas (IC de 95%) do status de vitamina D em AVEi agudo
utilizando as variaveis com valor de p<0,1. Teste de correlagdo de Spearman foi utilizado
para avaliar a corre¢do dos niveis de 25(0OH)D e os escores de mRS apds trés meses do
evento isquémico. A analise estatistica foi realizada com SPSS para Windows, versdo 20.0

(SPSS Inc., CHIGADO, IL, EUA). A significancia estatistica foi definida como p <0,05.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos em um
artigo cientifico submetido a revista Journal of the Neurological Sciences, com fator de

impacto 2,535.
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to investigate whether vitamin D deficiency (VDD) is
associated with acute ischemic stroke, inflammatory markers, and short-time outcome.
Methods: 168 acute ischemic stroke patients and 118 subjects were included. The modified
Rankin Scale (mRS) was applied up to eight hours of stroke and after three-month follow-up,
and blood samples were obtained up to 24 hours of stroke to evaluate serum levels of 25-
hydroxivitamin D [25(OH)D] and inflammatory markers. Vitamin D status classified the
individuals in sufficient (VDS =30 ng/mL), insufficient (VDI 20-29.9 ng/mL), and deficient
(VDD <20.0 ng/mL).

Results: Patients presented lower levels of 25(0OH)D and higher frequency of VDD (43.45%
vs. 5.08%, OR: 18.40, 95% Cl: 6.14-55.175, p<0.0001), and higher inflammatory markers than
controls (p<0.05). Patients with VDD presented higher high sensitivity C-reactive protein
(hsCRP) levels than those with VDS (p=0.043); those with poor outcome presented lower
25(OH)D levels than those with good outcome (p<0.008); moreover, 25(0OH)D levels were
negatively correlated with mRS after three-month follow-up (r=-0.239, p=0.005)

Conclusion: The associations between VDD and higher hsCRP levels in acute ischemic stroke,
and between 25(OH)D levels and poor outcome at short-time of acute ischemic stroke
patients suggest the important role of vitamin D in the inflammatory response and

pathophysiology of this ischemic event.

Keywords: stroke; vitamin D; inflammation; C-reactive protein; vitamin D deficiency
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1 INTRODUCTION

Stroke is sudden onset of focal neurological deficit and a major cause of disability
and mortality worldwide [1]. Acute ischemic stroke has a heterogeneous etiology caused by
unmodifiable risk factors, such as genetic, age, and sex, as well as by modifiable risk factors
including hypertension, diabetes mellitus (DM), dyslipidemia, sedentary lifestyle, and
smoking [2]. Cerebral ischemic injury is associated with the induction of a series of
inflammatory events, including the infiltration of circulating immune cells and activation of
microglia, astrocytes, and endothelial cells [3-5].

Previous studies have reported that vitamin D deficiency (VDD) is associated with
cardiovascular disease events and mortality [6-9]. VDD has been associated with an
increased prevalence of individual cardiovascular risk factors, such as endothelial
dysfunction [10], DM [11], dyslipidemia [12], hypertension [13], and atrial fibrillation [14],
and is considered an independent factor for the occurrence of acute ischemic stroke [15—
19]. Moreover, hypovitaminosis D was independently associated with larger ischemic infarct
volume [20,21] and poor outcome [22].

Bone and skeletal muscle, brain, prostate, breast and colon tissues as well as
immune cells have a vitamin D receptor (VDR) and respond to the active form 1,25
dihydroxyvitamin D [1,25(0OH),D] [23]. Therefore, apart from its classical effects on bone and
skeletal homeostasis [24], vitamin D has been associated with the regulation of
inflammation through several mechanisms, including inhibiting prostaglandin, mitogen-
activated protein kinase (MAPK) and nuclear factor kappa B (NF-kB) pathways [25-27],
downregulation of pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor (TNF)-a,

interleukin (IL)-6, IL-12, and interferon (IFN)-y, and upregulation of anti-inflammatory T
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regulatory (Treg) and Th2 cells and their cytokines [28—30]. All these potential mechanisms
may explain the link between vitamin D and cardiovascular diseases and stroke, as well.

The association between vitamin D and acute ischemic stroke has been
evaluated in different populations; however, conflicting results were verified. While some
studies reported an association between low levels of vitamin D and stroke [16-20,22,31], as
well as its relationship with outcome and prognosis [18,20-22,32—-34], others have not found
the former association [35—-39].

Moreover, only two of these previous studies evaluated the association of
vitamin D and inflammatory markers in patients with acute ischemic stroke [20,22] and also
showed conflicting results. To clarify this issue, the aim of the present study was to evaluate
the association between vitamin D levels and acute ischemic stroke, as well as with

inflammatory markers, and short-time outcome in these patients.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 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 168 acute ischemic stroke
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
acute ischemic stroke subtypes were classified according to the TOAST criteria [40]. As

controls, 118 individuals from the general population of Londrina, controlled for age, sex,
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ethnicity, and body mass index (BMI), and with no history of stroke/ myocardial infarction
were enrolled in the same period. Patients and controls with fever, acute infections,
hematological, inflammatory or autoimmune diseases, with renal or liver failure, cancer,
cerebral hemorrhage, and those using calcium and/or vitamin D therapy were excluded.
Demographic, epidemiological, anthropometric, and clinical data with traditional stroke 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) [41]. Baseline blood pressure evaluations were obtained using digital
apparatus properly calibrated, and the mean of these measurements was used in the
analysis. Systolic blood pressure (SBP) 2130 mmHg and diastolic blood pressure (DBP) 290
mmHg or the use of antihypertensive was an indication of hypertension [42]. Diabetes
mellitus was defined as a fasting serum glucose 2126 mg/dL, a non-fasting serum glucose >
200 mg/dL and/or use of anti-diabetic medication [43]. Dyslipidemia was defined by the
presence of one or more than one of the abnormal serum lipid concentration: total
cholesterol >200 mg/dL, low-density lipoprotein cholesterol =130 mg/dL; high-density
lipoprotein cholesterol <40 mg/dL, triglycerides > 150 mg/dL [44]. The functional impairment
was evaluated using the modified Rankin Scale (mRS) [45] applied within the first 24 h of
admission (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
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interviews with the patients or their relatives [32,46] and the values were used to categorize

the patients as good outcome (mRS <3) and poor outcome (MRS 23) [22].

2.2 Blood samples

Peripheral blood samples were collected within the 24h of the admission, under
non-fasting state, with and without EDTA as anticoagulant. Plasma and serum samples were
immediately separated by centrifugation (2,500 rpm for 15 min) and stored in aliquots at

-80 °C until analyzes.

2.3  Vitamin D status

Serum levels of 25 dihydroxyvitamin D [25(OH)D] were determined using
chemiluminescent microparticle immunoassay (CMIA) (Architect, Abbott Laboratory, Abbott
Park, IL, USA). Vitamin D sufficient (VDS) status was defined with values >30.0 ng/mlL,
vitamin D insufficient (VDI) status was defined with values from 20-29.9 ng/mL and VDD with

values <20.0 ng/mL [23].

24 Inflammatory markers

Plasma TNF-a, IL-6, and IL-10 levels were evaluated using a sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA, eBioscience, San Diego, California, USA). White blood
cell and platelet counts and erythrocyte sedimentation rate (ESR) were determined using
hematological autoanalyzers. Serum high sensitivity C-reactive protein (hsCRP) and ferritin

were determined using CMIA (Architect, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA).
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2.5 Statistical analyses

Analyses of contingency tables (x° test) were employed to check the associations
between categorical variables and diagnostic groups. We assessed the differences in
continuous variables between groups using analyses of variance (ANOVAs) followed by the
Tukey test to examine multiple comparisons among subgroup means, when appropriated.
Categorical variables were expressed as absolute number (n) and percentage (%) and
continuous variables were expressed as mean * error standard of mean (SEM). The
Kolmogorov-Smirnov test was used to assess normality of distribution. Logarithmic (Ln)
transformation of continuous data was used in the analyses when the variables were not
normally distributed or when there was heterogeneity of variance (as assessed with the
Levene test). The association between vitamin D status and acute ischemic stroke was
evaluated using binary logistic regression analysis with controlling covariates with could have
confounded the association of interest in different models. Automatic stepwise multinomial
logistic regression analyses was used to define the significant associations (with OR and 95%
Cl) of vitamin D status in acute ischemic stroke using the variables with p value <0.10. Odds
ratio (OR) and 95% confidence interval (95% Cl) were also calculated. The Spearman rank
correlation was evaluated between serum 25(OH)D and mRS after three-month follow-up.
The statistical analysis was performed with SPSS for Windows, version 20.0 (SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA) and significance was defined as p<0.05.

3 RESULTS
Table 1 shows the baseline characteristics and vitamin D status in patients and
controls. As would be expected, patients and controls did not differ in the controlled

variables, such as sex, age, ethnicity, and BMI. Men (96/57.1%) and Caucasians (132/78.6%)
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were more frequent among the patients, and the mean age (+SEM) was 67.9 1.0 years.
Patients presented higher frequency of smoking (p<0.0001), hypertension (p <0.0001), DM
(p=0.025), and VDD than controls (p<0.001). While 73 (43.5%) patients presented VDD, only
6 (5.08%) controls presented this vitamin D status (p<0.0001). The mean (xSEM) of 25(0OH)D
was 22.54 ng/mL (0.82) in patients and 30.37 ng/mL (0.80) in controls (p<0.0001). The
outcome of ANOVAs performed on the different inflammatory markers showed that patients
presented higher ESR (p=0.002), total peripheral leukocyte counts (p<0.0001), hsCRP
(p<0.0001), ferritin (p=0.002), IL-6 (p<0.0001), and TNF-a (p=0.014) than controls.

Further, some results of the univariate statistical analyses were used to delineate
the significant explanatory variables as determinants of independent association between
vitamin D status and diagnostic groups in subsequent models of logistic regression analyses
(Table 2). With model 1, controlled for age, sex, BMI, and ethnicity, VDD remained
associated with acute ischemic stroke (OR 16.32, 95% Cl: 5.89-45.17; p<0.0001); with model
2, that included model 1 and smoking status, this association remained significant (OR 16.07,
95% Cl: 5.77-44.70; p<0.0001); with model 3, that included model 2 and hypertension (OR
18.12, 95% Cl: 6.12-53.63; p<0.0001), also remained significant; when DM was added into
model 4, the odds was also significant (OR 17.69, 95% Cl: 5.93-52.75; p<0.0001); with model
5, that included dyslipidemia, the association also remained significant (OR 17.78, 95% Cl:
5.96-53.01; p<0.0001). Finally, with model 6, after additional adjustment for drugs, including
use of antihypertensive, hypoglycemic, and hypolipemiant, the VDD remained associated
with acute ischemic stroke (OR 18.40, 95% Cl: 6.13-55.17; p<0.0001).

Among stroke subtypes, 58 (34.5%) patients had large artery atherosclerosis
stroke (LAAS), 53 (31.6%) lacunar infarct (LAC), 26 (15.5%) cardio-embolic infarct (CEl), 5

(3.0%) other determined etiology (ODE), and 26 (15.5%) undetermined etiology (UDE);
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however there were no statistically significant differences between stroke subtypes in
relation to vitamin D status (p=0.861). Moderate/severe functional impairment on admission
was found in 124 (79.0%) patients with a mean (x SEM) mRS score of 3.73 (0.10), and after
three-month follow-up, 90 (67.2%) patients had poor outcome, with a mean (+ SEM) mRS of
3.74 (0.21) (data not shown).

The characteristics of the patients stratified by their vitamin D status are
summarized in table 3. Patients with VDD status were more likely to be female, older, and
with higher mRS at baseline than those with VDI and VDS status (p=0.003, p=0.008, and
p=0.047, respectively). Moreover, ESR levels were higher in patients with VDD than those
with VDS (p=0.016) and serum levels of hsCRP and IL-6 were higher in patients with VDD
than in patients with VDI and VDS (p=0.002 and p=0.001, respectively) (Table 4). After
multinomial logistic regression analysis with these subgroups of patients as dependent
variable and those variables with p-value <0.10 described in tables 3 and 4 as explanatory
variables, VDD status remained significantly associated with sex and hsCRP serum levels of
the patients (p=0.023 and p=0.043, respectively) (Table 5).

When we analyzed the association between outcome of the patients after three-
month follow-up and 25(0OH)D serum levels, those with poor outcome presented lower
25(OH)D levels than those with good outcome (Figure 1A). After logistic regression analysis
adjusted by age, sex, and mRS baseline, the 25(0OH)D levels remained significantly associated
with poor outcome (p=0.008). Moreover, serum 25(OH)D levels showed a negative

correlation with the mRS at three-month follow-up (r=-0.239, p=0.005) (Figure 1B).
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4 DISCUSSION

The main finding of the present study is that VDD can be considered an
independent marker associated with acute ischemic stroke. Even after controlling for the
classical variables associated with the occurrence of this ischemic event, such as age, sex,
ethnicity, BMI, smoking status, presence of diabetes, hypertension, dyslipidemia and drugs
used previously of the ischemic event (antihypertensive, hypoglycemic and hypolipemiant),
patients with VDD were 18.40 more likely to present acute ischemic stroke when compared
to those with VDS status. In addition, VDD status was independently associated with higher
levels of hsCRP and short-time outcome in patients with acute ischemic stroke.

The association between low levels of 25(OH)D and ischemic stroke is consistent
with previous studies carried out in other populations worldwide [15,16,18,19]. Studies in
both animal and humans demonstrated that vitamin D decreases renin-angiotensin-
aldosterone system activity, regulating the genes involved in renin production [47]. VDD has
been associated with increased prevalence of hypertension [13,48], endothelial dysfunction
in healthy subjects and replacement of vitamin D has shown favorable effects on endothelial
function [10]. Moreover, vitamin D produced a significant reduction in lipid profile, CRP,
and adhesion molecules in an experimental model [49], suggesting beneficial effects on
inflammation and the atherosclerotic process. However, other studies have not found
association between VDD and stroke [35-39].

The 25(0OH)D is widely viewed as the superior biomarker for assessing vitamin D
status, because its half-life is higher than 1,25(0OH),D (15 days vs 15h) [50]. Only two studies
measured the 1,25(0OH),D, and low levels of this active form were associated with high risk
for stroke after 10 years follow-up [17] and was also considered an independent predictor

for fatal stroke [15].
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The association between VDD and high levels hsCRP in patients with ischemic
stroke obtained in the present study can be explained by the anti-inflammatory activities of
vitamin D, including the inhibition of the IL-6 synthesis by monocytes, which is the primary
stimulus for CRP production in the liver [28,51]. The first cells responding to brain ischemia
are glial cells, particularly microglia, with transcription of early pro-inflammatory cytokines,
such as IL-13, TNF-a, and IL-6, which are able to activate additional inflammatory pathways
leading to induction of the positive acute phase proteins, including CRP. Only two studies
analyzed the vitamin D with inflammatory markers in patients with ischemic stroke. Similarly
to the results obtained in the present study, Tu et al (2014) showed that levels of 25(OH)D
were inversely correlated with CRP [20], whereas, Park et al (2015) did not find this
association in patients with acute ischemic stroke [22]; these conflicting results can be
explained, in part, by the inclusion criteria of patients used by these authors that were up to
seven days after the ischemic event.

The increased serum levels of hsCRP have been considered a marker for
atherothrombotic disease and may reflect the level of the inflammatory activity in
atherosclerotic plaques [52]. Serum hsCRP levels are a valuable and sensitive indicator of
initial and recurrent ischemic stroke [53-56]. It has been demonstrated that CRP acts on
endothelial cells inducing tissue factor expression and promotes smooth muscle and
endothelial cell proliferation [57]. Moreover, CRP is a chemoattractant for monocytes [58],
upregulates adhesion molecules [59], modulates nitric oxide bioavailability [60], increases
plasminogen activator inhibitor—1 expression [61], and induces several inflammatory genes
via NF-kB activation in endothelial human cells [62]. Therefore, CRP is directly associated

with a proatherothrombotic phenotype in the vessel wall.
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Prospective studies with apparently healthy individuals have proposed that,
regardless of other cardiovascular risk factors, increased plasma hsCRP levels are significant
predictors of ischemic stroke and transient ischemic attack (TIA) [63]. Moreover, acutely
elevated CRP showed significant and positive associations with unfavorable short-outcome
[56,64-67].

In the present study, the functional impairment on admission was higher among
those with VDD; however, after adjusting for confounders variables, the association was not
significant, suggesting that these variables are more important to the early neurological
deficit after the ischemic event than vitamin D status. However, we demonstrated an
association between low levels of 25(0OH)D and poor outcome after three-month follow-up,
independently of age, sex, and the neurological deficit at admission of the patients. This
result suggests that hypovitaminosis D could exacerbate stroke injury affecting post-stroke
inflammatory responses, which play a critical role in the pathophysiology of cerebral
ischemia [68].

The anti-inflammatory effect of vitamin D is exerted through the enhancement
of anti-inflammatory Treg and Th2 development and cytokine production, whereas pro-
inflammatory Thl and Th17 subsets are suppressed [29,69,70], suggesting a possible
mechanism by which VDD may exacerbate ischemic cell loss. Moreover, vitamin D induces
neuroprotection by increasing neurotrophic factors, such as nerve growth factor (NGF),
neurotrophins and glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) [71-76]. Therefore, VDD
may also exacerbate ischemic cell loss by decreasing the availability of neuroprotective
growth factors.

Our results are also consistent with those that showed an independent

association between low levels of vitamin D and larger ischemic infarct volume [20,21,32],
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which may partially explain the poor outcome and mortality in stroke patients with
hypovitaminosis D [18,22,32—-34,38]. Of note, Durup et al (2015) in an observational cohort
study with approximately 250,000 subjects showed a reverse J-shape association between
25(0OH)D and stroke mortality [9]. These authors showed a nonlinear association between
these two variables, and both low and high 25(0OH)D were associated with increased
mortality from stroke. The lowest mortality rate for stroke was observed at approximately
30 ng/mL after adjusting for age, sex, and season.

These results should be taken into account regarding the importance to define
the appropriate levels of vitamin D that may be sufficient to its major biological functions. In
contrast, Ford et al (2014), showed with trial analysis of vitamin D supplementation in over
5,000 individuals, as well as with systematic review and meta-analysis of published clinical
trials that evaluated vitamin D supplements, that vitamin D supplementation might protect
against cardiac failure in older people but does not offer protection against myocardial
infarction or stroke [77].

Some strengths and weaknesses deserve to be discussed. We have found a
significant association between low vitamin D status with acute ischemic stroke, hsCRP, as
well as with short-time outcome of patients, which remained significant after adjusted for
confounder variables that could have influence the results. However, unavailable data on
potential confounding factors, including serum parathyroid hormone, calcium
concentrations, represent another limitation, and data on sun exposure, dietary intake of

vitamin D and outdoor physical activity were not available.
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5 CONCLUSION

Although the current study design do not allow to link the VDD with the causality
of acute ischemic stroke, the independent association observed between vitamin D status
with hsCRP, that is considered a valuable and sensitive indicator of initial and recurrent
cerebrovascular events and underscore the important role of vitamin D in the ischemic
stroke pathophysiology. In conclusion, hypovitaminosis D was associated with acute
ischemic stroke and high levels of hsCRP, as well as with functional impairment at short-time
outcome, suggesting the important role of vitamin D in the pathophysiology of this ischemic
event. Further studies with large sample size of individuals are warranted to better
understand the anti-inflammatory mechanisms of vitamin D and its involvement with acute

ischemic stroke.
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Table 1 Baseline characteristics and vitamin D status of acute ischemic stroke patients and

controls
Controls Stroke Patients
Characteristics p-value
(n=118) (n=168)
Age (years) 65.16 (+1.12) 67.87 (£1.03) 0.080
Sex
Male 57 (48.30) 96 (57.14)
0.140
Female 61 (51.69) 72 (42.86)
Ethnicity
Caucasian 97 (82.20) 132 (78.57)
0.449
Non Caucasian 21 (17.80) 36 (21.43)
BMI (kg/m?)" 27.26 (+0.41) 26.42 (+0.49) 0.085
Hypertension 59 (50.0) 145 (83.30) <0.0001
Diabetes Mellitus 30(25.42) 64 (38.10) 0.025
Dyslipidemia 41 (34.74) 74 (44.04) 0.221
Smoking 8 (6.78) 39 (23.21) <0.0001
Antihypertensive 51 (43.22) 119 (70.83) <0.0001
Hypoglycemic 20 (16.95) 42 (25.0) 0.065
Hypolipemiant 25 (21.19) 45 (26.79) 0.188
Vitamin D (ng/mL) 30.37 (+0.80) 22.54 (+0.82) <0.0001
Vitamin D status
Deficient (<20.0 ng/mL) 6 (5.08) 73 (43.45)
Insufficient (<30.0 ng/mL
59 (50.0) 57 (33.93) <0.001
>20 ng/ML)
Sufficient (230 ng/mL) 53 (44.92) 38 (22.62)
Platelets (x10°cells/mm?®)’ 226.14 (£5.95) 225.8 (+7.394) 0.303
Leukocyte (cells/mm?) 6700 (+221) 9529 (+250) <0.0001
ESR (mm/h)" 11.80 (1.00) 20.05 (£1.70) 0.002
hsCRP (mg/L)T 2.77 (£0.26) 19.93 (+2.29) <0.0001
Ferritin (ng/mL)T 153.98 (+12.38) 273.74 (£27.35) 0.002
TNF-a (pg/mL)" 4.61 (+1.02) 6.50 (+1.06) 0.014
IL-6 (pg/mL)" 13.25 (+39.89) 21.05 (+2.53) <0.0001
IL-10 (pg/mL)’ 7.54 (+0.51) 11.85 (+2.63) 0.088
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The continuous variables were expressed as mean * standard error of mean (SEM); the categorical variables
were expressed as number (n) and percentage (%).

" These variables are processed in Ln transformation.

BMI: body mass index; SBP: Systolic Blood Pressure; DBP: Diastolic Blood Pressure; ESR: Erythrocyte

Sedimentation Rate; hsCRP: high sensitive C reactive protein; TNF-a: tumor necrosis factor alpha; IL:

interleukin.



Table 2

status at baseline

64

Odds ratio (95% confidence interval) of acute ischemic stroke for vitamin D

Vitamin D
status Model 1 Model 2 Model 3 Model 4 Model 5 Model 6
Deficient 16.32 16.07 18.12 17.69 17.78 18.40
(<200 ng/mL) (5.89-45.17)  (5.77-44.70)  (6.12-53.63)p (5.93-52.75)p  (5.96-53.01)  (6.14-55.175)
.0ng/m
& p <0.0001 p <0.0001 p <0.0001 p <0.0001 p <0.0001 p <0.0001
Insufficient
1.615 1.44 1.42 1.41 1.42 1.36
(<30.0->20 (0.87-2.98) (0.77-2.72) (0.72-2.81) (0.71-2.79) (0.72-2.81) (0.67-2.74)
ng/mL) p=0.127 p=0.250 p=0.307 p=0.319 p=0.311 p=0.39
Sufficient
1 1 1 1 1 1
(=30 ng/mL) (Reference) (Reference) (Reference) (Reference) (Reference) (Reference)

Cl: confidence interval;

Model 1, adjusted for age (years), gender, body mass index levels (kg/m?), and ethnicity;
Model 2, additionally adjusted for smoking status (yes/no);

Model 3, additionally adjusted for hypertension (yes/no);

Model 4, additionally adjusted for diabetes (yes/no);

Model 5, additionally adjusted for dyslipidemia (yes/no);

Model 6 additionally adjusted for antihypertension, hypoglycemic, and hypolipemiant drugs.
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Demographic, epidemiological, and clinical characteristics of acute ischemic

stroke patients, according to their vitamin D status

Ischemic Stroke Patients

Vitamin D Vitamin D Vitamin D
Variables Deficient * Insufficient ® Sufficient © p-value
(n=73) (n=57) (n=38)
Vitamin D (ng/mL)’ 13.85 (+0.51)*°  23.83(+0.36) *° 37.30(+1.48)*® <0.0001
Age (years) 71.27 (#1.50)%¢  66.47 (+1.60)"  63.34 (£2.40)" 0.008
Sex

Male 32 (33.33) 35 (36.46) 29 (30.21)

0.003

Female 41 (56.94) %€ 22 (30.56) * 9(12.50)*

Ethnicity

Caucasian 58 (43.94) 44 (33.33) 30 (22.73)

Non Caucasian 15 (41.67) 13 (36.11) 8(22.22) 0951
BMI (kg/m?) 26.76 (£0.94) 26.32 (+0.76) 26.07 (x0.79) 0.850
Hypertension 64 (87.67) 50 (87.72) 31(81.58) 0.628
Diabetes mellitus 32 (43.83) 21 (36.84) 11 (28.95) 0.300
Dyslipidemia 33 (45.20) 30 (52.63) 11 (28.95) 0.090
Smoking 14 (19.18) 15 (26.31) 8 (21.05) 0.745
Stroke subtypes

LAAS 21 (28.78) 25 (43.87) 12 (31.58)

LAC 26 (35.61) 15 (26.31) 12 (31.58)

CEl 14 (19.18) 7 (12.28) 5(13.15) 0.861

ODE 2(2.74) 2 (3.51) 1(2.63)

UDE 10 (13.69) 8 (14.03) 8 (21.06)
mRs at baseline® 4.03(+0.2)%¢ 3.50 (x0.2)* 3.52 (x0.2)* 0.047
mRS after three-month

4.22 (+0.3) 3.47 (+0.3) 3.18 (0.3) 0.068

follow-up®

The continuous variables were expressed as mean + standard error of mean (SEM); the categorical variables

were expressed as number (n) and percentage (%).

t . . .
These variables are processed in Ln transformation.

A Vitamin D deficient: 25(0H)D <20 ng/mL; ° Vitamin D insufficient: 25(0H)D 220 ng/mL <30ng/mL; € Vitamin D

insufficient: 25(OH)D >30ng/mL; * Analyzed 157 patients; b Analyzed 134 patients.

LAAS: Large Artery Atherosclerosis Stroke; LAC: Lacunar infarct; CEl: Cardio-Embolic Infarct; ODE: Other

determined etiology; UDE: Undetermined etiology; mRS: modified Rankin Scale.
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Inflammatory markers of acute ischemic stroke patients, according to their

Ischemic Stroke Patients

Vitamin D Vitamin D Vitamin D
Variables Deficient * Insufficient ® Sufficient © p-value
(n=73) (n=57) (n=38)

Platelets

224.42 (+9.67) 236.11 (+16.8) 225.83 (+9.04) 0.510
(x10°cells/mm?)
Leukocyte (cells/mm?) 9464 (+423) 9547 (+371) 9629 (+517) 0.967
ESR (mm/h)" 23.47 (+2.90) € 19.77 (+2.70) 14.16 (+2.50)* 0.016
hsCRP (mg/L)" 30.09 (+4.57) %€ 14.40 (+2.39)% 8.55 (+2.02)" 0.002
Ferritin (ng/mL)" 286.30 (+41.54) 252.44 (+44.18) 281.64 (£64.33)  0.877
TNF-a (pg/mL)" 4.13 (x0.52) 9.83 (+1.83) 6.55 (£2.67) 0.101
IL-6 (pg/mL)’ 28.92 (+4.93) %€ 16.07 (+3.28)" 11.46 (+2.42)" 0.001
IL-10 (pg/mL)’ 13.72 (£5.22) 9.10 (+1.83) 12.35 (5.19) 0.357

The continuous variables were expressed as mean + standard error of mean (SEM); ); the categorical variables

were expressed as number (n) and percentage (%).

T . . .
These variables are processed in Ln transformation.

AVitamin D deficient: 25(0H)D <20 ng/mL; B Vitamin D insufficient: 25(OH)D 220 ng/mL <30ng/mL; €Vitamin D

insufficient: 25(0OH)D =30ng/mL

ESR: Erythrocyte Sedimentation Rate; hsCRP: high sensitive C reactive protein; TNF-a: tumor necrosis factor

alpha; IL: interleukin.
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Table 5 Results of multinomial logistic regression analysis between explanatory variables

and vitamin D status of acute ischemic stroke patients

Variables X p Wald for p-value OR Cl 95%
contrasts
Avs B: 2.186 0.139 0.971 0.934-1.010
Age (Years) 2.877 0.237 Avs C: 1.905 0.168 1.032 0.987-1.079
Bvs C:0.071 0.933 1.002 0.960-1.045
AvsB:2.154 0.142 0.483 0.183-1.276
Sex (female) 5.850 0.054 Avs C:5.169 0.023 3.989 1.210-13.146
BvsC:1.163 0.281 1.927 0.585-6.347
A vs B: 0.001 0.992 0.995 0.380-2.609
Dyslipidemia 4597 0.096 Avs C:3.430 0.064 3.114 0.937-10.347
BvsC:3.729 0.053 3.098 0.983-9.765
AvsB: 2.895 0.089 0.980 0.957-1.003
hsCRP (mg/L) 6.753 0.034 Avs C: 4.076 0.043 1.038 1.001-1.077
Bvs C: 0.762 0.383 1.017 0.979-1.057
Avs B: 0.453 0.501 0.994 0.978-1.011
IL-6 (pg/mL) 1.010 0.606 Avs C:0.651 0.420 1.009 0.987-1.033
B vs C: 0.087 0.769 1.004 0.979-1.029
Avs B: 0.663 0.416 0.991 0.969-1.013
ESR (mm/h) 1.156 0.561 Avs C:0.811 0.368 1.014 0.983-1.047
B vs C: 0.90 0.764 1.005 0.973-1.038
A vs B: 0.058 0.809 0.944 0.591-1.507
mRs at

0.506 0.777 Avs C:0.193 0.666 0.885 0.512-1.529

baseline
B vs C: 0.497 0.481 0.835 0.506-1.378
mRS after Avs B:0.135 0.519 0.917 0.704-1.194
three-month 1.064 0.578 Avs C:1.026 0.311 1.167 0.866-1.572
follow-up Bvs C:0.217 0.641 1.070 0.806-1.402

AVitamin D deficient: 25(0H)D <20 ng/mL; ° Vitamin D insufficient: 25(0H)D 220 ng/mL <30ng/mL; ¢ Vitamin D
insufficient: 25(0OH)D >30ng/mL.
OR: odds ratio; Cl: confidence interval; ESR: Erythrocyte Sedimentation Rate; hsCRP: high sensitive C reactive

protein; TNF-a: tumor necrosis factor alpha; IL: interleukin; mRS: modified Rankin Scale.
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p=0.008

r=-0.239, p=0.005
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Figure 1 Serum 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D] levels according to the short-time outcome of patients with
acute ischemic stroke. A: Association between serum 25(OH)D levels and short-time outcome evaluated using
modified Rankin Scale (mRS) three-month follow-up. Good outcome (mRS <3) and Poor outcome (mRS>3); the
analyze was adjusted for age, sex and mRS baseline, p=0.008. B: Spearman rank correlation between serum

25(0H)D levels and functional impairment (mRS) after three-month follow-up (r=-0.239, p=0.005).
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CONCLUSAO

O presente estudo permite as seguintes conclusdes:

Os pacientes com AVEi apresentaram maior frequéncia dos fatores de riscos
modificdveis para o AVEi agudo como, hipertensdao, DM e tabagismo; além disso,
pacientes apresentaram niveis mais elevados de marcadores inflamatdrios, tais como
VHS, contagem total de leucdcitos periféricos, usPCR, IL-6, TNF-a e ferritina quando

comparados aos controles;

Os pacientes com AVEi apresentaram menores niveis de 25(0OH)D quando

comparados aos controles;

A VDD foi mais frequente entre os pacientes com AVEi comparada aos controles;
pacientes com VDD demonstraram 18,40 vezes mais chances para AVEi quando
comparados com VDS, independente de idade, sexo, etnia, IMC, tabagismo, presenca
de diabetes, hipertensao arterial, dislipidemia e medicamentos usados no periodo

pré-AVEi;

Pacientes com status de VDD foram independentemente associados com sexo

feminino e niveis elevados de usPCR do que aqueles com VDS;

Baixos niveis de 25(0OH)D associados com pior progndstico dos pacientes apds trés
meses do evento isquémico; além disso, os niveis de 25(OH)D apresentaram
correlacdo negativa com os escores do déficit funcional apds trés meses do evento

isquémico.
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7. C ONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados confirmam a extensa resposta inflamatdéria nos pacientes com AVEi
agudo e sugeram a vitamina D como uma das moléculas imunoreguladoras deste processo
inflamatdrio. A associacdo entre VDD com o evento isquémico e niveis elevados de usPCR,
assim como a associacdo entre baixos niveis de 25(0H)D com a incapacidade funcional do
paciente apds seguimento de curto prazo, sugerem que a vitamina D desempenha um
importante papel na fisiopatologia do AVEi agudo. No entanto, novos estudos com numero
maior de individuos s3ao necessarios para melhor compreensdao dos mecanismos anti-
inflamatdrios da vitamina D e avaliar sua utilidade como fator preditor da ocorréncia e

progndstico do evento isquémico.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina
Registro CONEP 268

Parecer CEP/UEL: | 284/2011

CAAE: 0250.0.268.000-11

Processo: 25144.2011.42

Folha de Rosto: 482183

Pesquisador(a): Edna Maria Vissoci Reiche |
Unidade/Orgéao: CCS - Departamentc Patologia, Analises Clinicas e Toxicologicas

Prezado(a) Senhor{a):

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina” (Registro CONEP 268) — de acordo com as
orientagdes da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS e Resolugdes
Complementares, avaliou o projeto:

“BIOMARCADORES _GENETICOS E DE ESTRESSE OXIDATIVO NO ACIDENTE
VASCULAR ENCEFALICO: estudo da relevancia clinica e da influéncia no
prognodstico dos pacientes™

Situagao do Projeto: APROVADO

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificacdo que |
ocorra no desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ac CEP/UEL |
relatério final da pesquisa. ‘

Londrina, 20 de dezembro de 2011.

Profa. Dra. Alexandrina Aparecl&a Maciel Cardelli
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina

Campus Universitirio: Rodovia Celen Garcis Cid (PR 445), Kim 330 - Fose {43) 3371-8000 - PABX . Fas 1515-5440 - Caina Protal 001 - CEP ¥80%1-900 - fniemal hitp Mew e el B
LONDRINA FPARANA - BRASTL

Foem. Codugs 11784 - Porwaie A& (2132197
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APENDICE
APENDICE 1A- 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
EVOLUGAO CLIiNICA ™

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 EVOLUGAO CLINICA”, realizada no
Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina. O objetivo da pesquisa é 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
apos trés meses da alta hospitalar, na época do atendimento ambulatorial para avaliagdo
do quadro clinico. Gostariamos de esclarecer que sua participacdo é 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 informacgdes
serdo utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto
sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.

Solicitamos ainda sua autorizacdo para que apds 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 ndo autorize, informamos que o material coletado
para este estudo, sera descartado apds o término da presente pesquisa.

Os beneficios esperados sdo que caso a hipétese da pesquisa seja confirmada, estes
resultados poderdo agilizar e facilitar os tratamentos disponiveis para um derrame. O sangue

gue sera coletado para a pesquisa sera parte da mesma coleta de exames de rotina que sera
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realizada independentemente de sua participagdao ou ndao no estudo e desta forma, ndo vos
acarreta em nenhum risco adicional.

Informamos que o senhor ndo pagara nem serd remunerado por sua participacao.
Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas,
guando devidas e decorrentes especificamente de sua participa¢do na pesquisa.

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

mflehmann@hotmail.com ou procura-lo no Hospital Universitario de Londrina, na Av.

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

Londrina, de de 20

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

e-mail: mflehmann@hotmail.com

(nome por extenso do sujeito de pesquisa),

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

Assinatura (ou impressao dactiloscopica):

Data:
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89

APENDICE 1B - 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 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 RELAGCAO COM O
DEFICIT NEUROLOGICO E EVOLUGAO CLINICA”, realizada no Hospital Universitario de Londrina. O
objetivo da pesquisa é 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.
Gostariamos de esclarecer que sua participagdo é 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 informacgdes serdo utilizadas somente para os fins desta
pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua
identidade.

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

Os beneficios esperados sdo que caso a hipdtese 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 participacdo ou ndo no estudo e desta forma, ndo vos acarreta em
nenhum risco adicional.

Informamos que o senhor ndo pagara nem serd remunerado por sua participagdo. Garantimos, no
entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas, quando devidas e

decorrentes especificamente de sua participacdo na pesquisa.
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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, n2 60, ou
no telefone 3371-2490. Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma
delas, devidamente preenchida e assinada entregue a vocé.

Londrina, ___ de de20__ .
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 impressdo dactiloscépica):

Data:
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APENDICE 1C - QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS PACIENTES E CONTROLES

RESPOSTA INFLAMATORIA E IMUNOLOGICA NOS PACIENTES COM ACIDENTE VASCULAR
CEREBRAL E SUA CORRELAGAO COM O PROGNOSTICO CLINICO.
Projeto de Pesquisa aprovado pelo CEP/UEL, Protocolo 19382/10,
CAE 0176.0.268.000-10

Data de internagao / / Horario da coleta

IDENTIFICACAO

Nome: ID
Idade: anos Sexo: ( )M ( )F Etnia
Antecedentes Mérbidos Pessoais: ( ) HAS ( )DM

( ) Dislipidemia  ( ) Sedentarismo
() Dga Autoimune ( ) Dg¢a Hematoldgica
() DgaInfecciosa ( )AVC ()IAM

Outros:

Medicamentos de uso continuo:

() Usode antioxidantes ( ) Usodevitaminas  Outros

Antecedentes Mérbidos Familiares: ( ) HAS ( ) DM ( ) Dislipidemia
( JAVC ( )IAM ( ) Outro:

Condicdes e habitos de vida: ( ) Tabagismo ( ) Etilismo () Sedentarismo
Historia Clinica e Exame Fisico da Entrada (baseline):

Peso (Kg) Altura (m)

Pressdo arterial (mmHg) Circunferéncia abdominal (cm)

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

( )NAO
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Escala de Rankin Modificada

0- Nenhum sintoma

1- N3do apresenta incapacidade significativa, apenas sintomas; capaz de realizar as
obrigac¢Oes 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 ndo consegue
realizar sozinho os cuidados consigo préprio

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

6- Morte

TOTAL (0-6):





