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RESUMO

Introducdo: O acidente vascular cerebral isquémico (AVCI) é a segunda causa de morte no
mundo e uma das principais causas de morbidade e incapacidade funcional. O AVCI ¢
responsavel por mais de 80,0% do total de acidentes vasculares cerebrais. Dados clinicos,
exames laboratoriais ¢ de imagem foram avaliados como potenciais biomarcadores de
prognostico de curto-prazo e mortalidade nestes pacientes. Entretanto, a maioria dos estudos
que analisou possiveis biomarcadores, os avaliaram de forma isolada e apresentaram resultados
conflitantes.

Objetivo: Avaliar a associa¢do entre os niveis plasmaticos das moléculas de adesdo celular
(CAM) e os fatores de risco, subtipos, gravidade e mortalidade do AVCI agudo.

Métodos: O estudo incluiu 132 pacientes com até 24 h da admissao no Hospital Universitario
de Londrina com diagnostico de AVCI. Foram avaliadas varidveis demograficas,
antropométricas e clinicas e coletadas amostras de sangue periférico na admissdo do paciente.
A gravidade do AVCI foi avaliada com a National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) e
categorizada em leve (NIHSS<5), moderada (NIHSS5-14) e grave (NIHSS > 15). Os subtipos
de AVCI foram classificados de acordo com o sistema do Trial of Org in 10172 Acute Stroke
Treatment (TOAST). A taxa de mortalidade foi avaliada trés meses apos o AVCI quando a
escala de Rankin modificada (mRS) foi aplicada e os pacientes foram categorizados como
sobreviventes (mRS<6) e ndo sobreviventes (mRS=6). Foram determinados os niveis
plasmaticos das formas soluveis de CAM, incluindo molécula de adesdo intracelular 1 soluvel
(sICAM-1), molécula de adesdo vascular soltivel (sVCAM-1), molécula de adesdo celular
endotelial plaquetaria 1 solivel (sSPECAM-1), E-selectina soltivel e P-selectina soluvel, as
citocinas inflamatérias como a interleucina (IL)-1B, IL-2, IL-6, IL-17A, fator de necrose
tumoral (TNF)-a, interferon (IFN)-y e as anti-inflamatérias como a IL-4, IL-10 e fator
transformador do crescimento (TGF)-p.

Resultados: A média de idade dos 132 pacientes com AVCI foi 66,8 anos, 47,0% eram homens
e 53,0% eram mulheres. Vinte e nove pacientes (21,9%) foram a 6bito no acompanhamento de
trés meses. Os ndo sobreviventes eram mais velhos que os sobreviventes (p=0,001). Nao houve
diferengas significativas quanto ao sexo, etnia, indice de massa corporal, tabagismo,
hipertensao arterial sistémica, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia ou nos niveis plasmaticos
das citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias entre os dois grupos de pacientes. A gravidade
(NIHSS) e os niveis da sVCAM-1 foram maiores nos nao-sobreviventes (p<0,001). Maiores
niveis de sVCAM-1 foram associados com mortalidade (p=0,001) e foram observados no
subtipo de aterosclerose de grandes artérias (LAAS) comparado ao subtipo lacunar (LAC) e ao
de outras etiologias (ODE). O modelo combinando dos biomarcadores sVCAM-1 e NIHSS para
predicdo de mortalidade apds trés meses mostrou melhor resultado que os modelos com
sVCAM-1 e NIHSS isoladamente. NIHSS e sVCAM-1, juntos, apresentaram area sob a curva
receiving operating characteristic (AUC/ROC) de 0,8841 [intervalo de confianga (IC) 95%:
0,795-0,941], enquanto NIHSS e sVCAM-1 apresentaram AUC/ROC de 0,723 (IC 95%: 0,581-
0,821) e 0,844 (IC 95%: 0,732-0,9410), respectivamente. Juntos, NIHSS e sVCAM-1
classificaram corretamente 86,5% dos casos, com valor preditivo positivo de 68,0% e valor
preditivo negativo de 91,3%.



Concluséo: Os valores de sVCAM-1 juntamente com o escore elevado da gravidade do AVCI
(NIHSS) obtidos dentro de 24 h de admissao hospitalar foram preditores de maior mortalidade
apos trés meses do evento isquémico nos pacientes com AVCI. Portanto, o uso de um modelo
combinado desses biomarcadores pode prever precocemente o prognostico dos pacientes com
AVCI que poderao se beneficiar de medidas terapéuticas personalizadas que levem em
consideragdo estes biomarcadores.

Palavras-chave: acidente vascular cerebral isquémico; moléculas de adesdo celular; VCAM-
1; NIHSS; biomarcador; mortalidade
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ABSTRACT

Background: Ischemic stroke (IS) is the second leading cause of death in the world, and one
of the main causes of morbidity and functional disability. More than 80.0% of all strokes are
caused by IS. Both clinical data, laboratory and imaging tests were studied as potential
biomarkers of short-term prognosis and mortality in patients with acute IS. However, most
studies that have evaluated possible biomarkers looked at single biomarkers and showed
conflicting results.

Objective: To evaluate the association between plasma levels of cell adhesion molecules
(CAM) and risk factors, subtypes, severity, and mortality of acute IS.

Methods: The study included 132 patients within 24 hours of University Hospital admission
with IS diagnosis. Demographic, anthropometric, and clinical variables were evaluated, and
peripheral blood samples were taken at admission. The severity of IS was evaluated with the
National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) and categorized as mild (NIHSS<S),
moderate (NIHSS>5-14) and severe (NIHSS >15). The IS subtypes were classified according
to the Trial of Org in 10172 Acute Stroke Treatment (TOAST). Mortality was assessed three
months after the IS. The modified Rankin scale (mRS) was applied, and patients were
categorized as survivors (mRS<6) and non-survivors (mRS = 6). Plasma levels of CAM,
including soluble intracellular adhesion molecule 1 (SICAM-1), soluble vascular cell adhesion
molecule 5 (sVCAM-5), soluble platelet endothelial cell adhesion molecule 1 (SPECAM-1),
soluble E-selectin and soluble P-selectin, inflammatory cytokines such as interleukin (IL)-1,
IL-2, IL-6, IL-17A, tumor necrosis factor (TNF)-a, interferon (IFN)-y and anti-inflammatory
cytokines, such as IL-4, IL-10 and transformed growth factor (TGF)-f3 were determined.
Results: The mean age of the 132 IS patients were 66.8 years, 47.0% were male and 53.0%
were female. Twenty-nine patients (21.9%) died in the three-month follow-up. Non-survivors
were older than survivors (p=0.001). There were no statistical differences in sex, ethnicity, body
mass index, smoking, systemic arterial hypertension, type 2 diabetes mellitus, dyslipidemia or
inflammatory and anti-inflammatory cytokines between the two groups of patients. The severity
(NIHSS) and the levels of sVCAM-1 were higher in non-survivors than in survivors (p<0.001).
Higher levels of sVCAM-1 were associated with mortality (p=0.001) and were observed among
the patients with large artery atherosclerosis stroke (LAAS) subtype than the lacunar (LAC)
and other determined etiology (ODE) subtypes. The model combining the sVCAM-1 and
NIHSS showed better results to predict short-term mortality than the models with sVCAM-1
and NIHSS alone. NIHSS and sVCAM-1 together showed an area under the curve receiving
operating characteristics (AUC/ROC) of 0.8841 [95% confidence interval (CI): 0.795-0.941],
whereas NIHSS and sVCAM-1 showed an AUC/ROC of 0.723 (95% CI: 0.581-0.821) and
0.844 (95% CI: 0.732-0.9410), respectively. Together, NIHSS and sVCAM-1 correctly
classified 86.5% of cases, with a positive predictive value of 68.0% and a negative predictive
value 0f 91.3%.

Conclusion: sVCAM-1 values together with the high severity of IS (high NIHSS) obtained
within 24 hours of hospital admission were predictors of high mortality at three-month follow
up in patients with IS. Therefore, the use of a combined model with these two biomarkers can



early predict the prognosis of patients with IS who may benefit from therapeutic measures of
personalized therapy that taken into account these biomarkers.

Key words: ischemic stroke; cell adhesion molecules; VCAM-1; NIHSS; biomarker; mortality.
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1 INTRODUCAO

O acidente vascular encefalico ou cerebral (AVC) ¢ definido como infarto do sistema
nervoso central (SNC), com morte celular atribuivel a isquemia em encéfalo, medula espinhal
ou células da retina, baseada em evidéncias neuropatologicas, de neuroimagem e/ou clinicas de
lesdo permanente (SACCO et al, 2013).

Cerca de 85,0% dos AVC sdo isquémicos (AVCI) e decorrentes de uma obstrucdo
arterial encefalica. Dos 15,0% restantes, 10,0% sao causados por hemorragia intracerebral
espontanea ¢ 5,0% de hemorragia subaracnoidea (GO et al., 2014). O AVCI, por sua vez,
apresenta diversas etiologias, como a doenca aterosclerotica de grandes artérias, doencga de
pequenos vasos, cardioembolia, vasculites, trombofilias, neoplasias, dissec¢ao arterial, doengas
genéticas e infecciosas. Em até 30,0% dos casos, a etiologia ndo pode ser definida
(ROSAMOND et al., 2008).

Os critérios definidos pelo Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST)
classificam o AVCI em 5 subtipos principais, considerando dados clinicos, de neuroimagem e
laboratoriais. Sendo esses subtipos: doenca aterosclerdtica de grandes artérias (LAAS), infarto
lacunar (LAC), infarto cardioembdlico (CEI), outra etiologia determinada (ODE) e a etiologia

indeterminada (UDE) (ADAMS et al., 1993).

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO AVCI

O AVCI ¢ a segunda principal causa de morte no mundo e a terceira principal causa de
morte e incapacidade combinadas (FEIGIN et al., 2021). Em 2016, foram registrados 13,7
milhoes de novos casos de AVCI, com 5,5 milhdes de mortes e 116,4 milhdes de anos de vida
perdidos ajustados por incapacidade devido ao AVCI no mundo (JOHNSON et al., 2019).

No Brasil, o AVCI também ¢ a segunda maior causa de mortalidade, com taxa de
mortalidade de 56,6 por 100.000 habitantes, tendo a maior prevaléncia entre os paises da
América Latina, de 1133 casos por 100.000 habitantes (MARTINS, 2019).

Na populagdo brasileira, o AVCI tem maior incidéncia nos maiores de 50 anos, com
maior numero de internacdes na faixa etaria de 65 anos ou mais, com o risco aumentado duas
vezes a cada década apos essa idade. Também, anos de vida perdidos ajustados por
incapacidade sdo mais significativos entre os homens na faixa etaria de 50-69 anos, em que sao
economicamente ativos. O AVCI representa 10,0% do total de obitos, 32,6% das mortes por

doencas vasculares e 40,0% das aposentadorias precoces no Brasil, levando a maiores custos
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diretos ao sistema de saude, bem como custos indiretos com absenteismo, mortalidade precoce
e incapacidade (ABRAMCZUK, VILLELA, 2009; BENJAMIN, et al 2017; BOTELHO et al.,
2016).

Apesar do importante impacto socioecondmico, ainda ha um grande desconhecimento
da populacao acerca da doenga. O controle dos fatores de risco, bem como o reconhecimento
dos sinais e sintomas do AVCI sdo ainda muito precarios na América Latina quando comparado
aos paises de maior renda. Também, faltam centros estruturados de forma a atender e tratar o
AVCI na fase aguda e poucos locais oferecem reabilitacio adequada (CABRAL, 2009;
MARTINS et al., 2019).

Embora as taxas de mortalidade por AVCI no Brasil tenham caido nas tltimas décadas,
o total de casos e Obitos por essa causa tem aumentado em numeros absolutos. Entre 1990 e
2017 houve um aumento de 81,0% no nimero absoluto de pessoas com AVCI, 95,0% no
numero de sobreviventes e 40,0% no nimero de mortes por AVCI. Tal aumento do numero
absoluto de pessoas acometidas pode ser explicado pela transicdo demografica, com maior
expectativa de vida e aumento da faixa etéria de populacdo idosa (ABRAMCZUK, VILLELA
2009; CABRAL, 2009; MARTINS et al., 2019; SANTOS, WATERS, 2020).

1.2 FATORES DE RISCO PARA AVCI

O estudo de coorte de Framingham foi a primeira grande avaliagdo epidemioldgica que
identificou os fatores de risco associados a doencga cardiovascular, demonstrando a correlagao
entre tabagismo, hipertensado arterial sistémica (HAS), intolerancia a glicose, fibrilacdo atrial,
obesidade e desenvolvimento de doencas cardiovasculares (MAHMOOD et al., 2013). Estudos
posteriores corroboraram tais achados e acrescentaram conhecimento sobre novos fatores de
risco associados ao AVCI. Os fatores de risco tradicionais para o AVCI podem ser classificados
em duas grandes categorias: ndo modificaveis, sao exemplos: sexo, etnia, idade e fatores
genéticos, € os modificaveis, como: sedentarismo, tabagismo e abuso de substancias, dieta,
etilismo, HAS, dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), uso de contraceptivos orais,
terapia hormonal pos menopausa, obesidade, fibrilagdo atrial, ateromatose carotidea e doenga
vascular periférica (ALMEIDA; DAL PIZZOL; VALLER, 2012; BOEHME; ESENWA;
ELKIND, 2017; BENJAMIN et al., 2018).

Fatores ambientais e socioeconomicos também se relacionam com a incidéncia do

AVCI. Estudos tém demonstrado um risco aumento de ACVI ap6s exposic¢ao a poluicdo do ar,
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tanto a curto prazo, quanto a longo prazo, tanto em popula¢des com fatores de risco tradicionais,
quanto em adultos jovens (SADE et al, 2015, VERHOEVEN et al., 2021).

Também, a incidéncia do AVCI esta relacionada ao indice de Desenvolvimento
Humano (IDH) elaborado pela Organizagao das Nagdes Unidas (CABRAL, 2009). De Melo
Lucena (2018) observou uma correlagdo inversa entre mortalidade por AVCI e IDH global e as
seguintes dimensdes: renda e escolaridade nas capitais brasileiras.

O Quadro 1 sumariza os principais fatores de risco modificaveis e ndo modificaveis

associados com AVCI agudo.

Quadro 1 Principais fatores de risco modificaveis ¢ ndo modificaveis do acidente vascular

cerebral isquémico agudo

FATORES MODIFICAVEIS

FATORES NAO MODIFICAVEIS

Hipertensao arterial sistémica
Tabagismo

Dieta

Sedentarismo

Dislipidemia

Diabetes mellitus tipo 2
Fibrilagao atrial e Cardiopatia Atrial
Aterosclerose

Estenose Carotidea

Obesidade e sindrome metabdlica
Razao cintura-quadril

Consumo de alcool

Uso de contraceptivo oral

Depressao

Disturbios do sono

Hiperhomocisteinemia adquirida

Abuso de substancias (ex.: cocaina, ectasy)

Terapia de reposi¢d@o hormonal pds menopausa

Idade

Sexo

Etnia

Fatores genéticos:

- Arteriopatia cerebral autossdmica
dominante com infartos subcorticais e
leucoencefalopatia (CADASIL)

- Arteriopatia cerebral autossdmica
recessiva com infartos subcorticais e
leucoencefalopatia (CARASIL)

- Doenga de Fabry

- Sindrome de Marfan

- Encefalopatia mitocondrial, aumento nos

valores de 4cido latico e episddios
similares a AVC (MELAS)

- Anemia falciforme

- Trombofilias hereditarias

- Hiperhomocisteinemia hereditaria

(variantes no gene MTHFR)

MTHFR: metiltetrahidrofolato redutase

Fonte: Adaptado de Aoki, Uchino (2011); Benjamin et al. (2018); Boehme; Esenwa; Elkind

(2017).
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Dentre os fatores de risco ndo modificaveis para o AVCI, a idade ¢ o mais
importante. Apos os 55 anos de idade, a incidéncia do AVCI dobra a cada 10 anos. Quanto ao
sexo, as taxas de incidéncia de AVCI sdo maiores em homens; entretanto, como as mulheres
possuem maior expectativa de vida que os homens, mais mulheres morrem de AVCI a cada ano
(ROSAMOND et al, 2008; SACCO et al. 1997). Quanto aos fatores de risco modificaveis, a
HAS, ¢ o fator de maior importancia. Ha relagdo direita, linear e continua entre a pressao arterial
e orisco de AVCI. No estudo INTERESTROKE, um grande estudo caso-controle que envolveu
22 paises e avaliou diferentes fatores de risco para o AVCI, a HAS foi o principal fator de risco
modificavel associada ao AVCI, com risco atribuivel de 54,0% a HAS (BOEHME; ESENWA;
ELKIND, 2017; ZHANG et al., 2010).

A HAS estd associada a alteracdes na circulagdo encefalica que contribuem para o
AVCI, como disfun¢ao endotelial, doenga cerebral de pequenos vasos, dano na parede vascular,
disfungdo na barreira hematoencefalica (BHE), hipoperfusao e estado pro-trombético. Durante
o evento isquémico agudo, os didmetros menores do limen e o aumento da vasoconstricao das
artérias e arteriolas cerebrais podem aumentar o déficit de perfusao, com aumento da area
infartada. Além disso, o aumento da resisténcia vascular cerebral nos pacientes hipertensos
pode levar a hipoperfusao e contribuir para doenga cerebral de pequenos vasos. Também a HAS
aumenta a tensdo de cisalhamento no endotélio, podendo causar ruptura da BHE e danos na
parede vascular (CIPOLLA; LIEBESKIND; CHAN, 2018).

O DMT2 também ¢ um fator de risco independente para o AVCI, levando ao
aumento de duas vezes no risco de AVCI para pacientes diabéticos e sendo causa de 6bito de,
aproximadamente, 20,0% dos pacientes diabéticos (BOEHME; ESENWA; ELKIND, 2017).
Considerando o aumento da prevaléncia do DMT2 com o envelhecimento populacional e as
crescentes taxas de obesidade e sindrome metabolica, espera-se que o DMT2 tenha uma
contribui¢do maior na carga global de AVCI (BENJAMIN et al., 2018).

Também ja foi demonstrado que em pessoas com DMT2, o AVCI apresenta maior
gravidade, com maior morbimortalidade, configurando o DMT?2, além de fator de risco, como
um possivel fator progndstico nos pacientes com AVCI (HATZITOLIOS et al., 2009). Tal fato
pode estar relacionado com as agdes deletérias da hiperglicemia no tecido cerebral. A
hiperglicemia esta envolvida na piora da lesdo cerebral apds o insulto isquémico, contribuindo
para disfuncdo endotelial e da BHE, disfuncdo das vias intracelulares, como o metabolismo
mitocondrial, e contribuindo para inflamacdo sistémica e estresse oxidativo (SHUKLA et al,

2018).
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A inflamacao sistémica também tem sido estudada como fator de risco para o
AVCI. Os niveis de biomarcadores inflamatdrios sdo associados com aumento de risco para
AVCI, doengas cardiovasculares e mortalidade. Porém, as causas exatas da associagdo entre
inflamacao e ocorréncia de AVCI ainda permanecem incertas (BOEHME; ESENWA;
ELKIND, 2017).

A prevengdo primaria, com controle dos fatores de risco, ¢ a solugdo mais eficaz
para reduzir os casos de AVCI. Intervengdes como redugao do tabagismo e consumo de alcool,
alimentagao saudavel, promogao de atividade fisica, melhor tratamento de doengas metabolicas
e cardiovasculares como HAS e DMT2 poderiam evitar mortes, incapacidade e reduzir o
impacto economico do AVCI (MARTINS et al., 2019). Também a prevencdo secundaria de
doencas cardiovasculares, melhoria das condi¢des socioecondmicas, acesso a centros de
tratamento com tecnologia e recursos diagnosticos e terapéuticos adequados contribuiriam para
a reducao da mortalidade. Entretanto, no Brasil ha uma grande disparidade regional, de forma
que a populacdo de algumas regides nao possui acesso a esses recursos (GARRITANO et al.,

2012).

1.3 SUBTIPOS DE AVCI

A classificagdo do AVCI em subtipos etioldgicos € importante para o diagndstico e,
principalmente, tratamento e preven¢do secundaria adequados. De acordo com TOAST
(ADAMS et al., 1993), o AVCI ¢ classificado 5 categorias de acordo com dados clinicos, dos
exames laboratoriais e de imagem. Sao as categorias:

1 - Large artery atherosclerosis (LAAS): caracterizada por estenose maior que 50,0% ou
oclusdo de uma artéria cerebral maior ou de um ramo cortical causada pela aterosclerose;

2 - Cardioembolic infarct (CEI): caracterizado por oclusdes causadas por cardioembolia;

3 - Lacunar infarct (LAC): oclusdo de pequeno vaso, ocorre mais comumente em pacientes
diabéticos e hipertensos, manifestando-se como sindromes lacunares, e apresentando exames
de neuroimagem, como tomografia computadorizada (TC) ou ressonancia nuclear magnética
(RNM) normais ou com lesdes relevantes subcorticais hemisféricas ou no tronco cerebral com
diametro menor que 1,5 cm;

4- Stroke of other determined etiology (ODE): inclui pacientes com causas raras de AVCI,
como vasculites, estados de hipercoagulacdo, doengas hematologicas e sindromes genéticas;
5- Stroke of undetermined etiology (UDE): situagdes em que a causa do AVCI nao pode ser

determinada com algum grau de confiabilidade, mesmo apos extensiva investigacao.
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1.4 AVALIACAO DA GRAVIDADE DO AVCI E PROGNOSTICO DO PACIENTE

A avaliagdo da gravidade do AVCI ¢ realizada por escalas padronizadas que
uniformizam a linguagem dos profissionais de satde sendo determinante para defini¢ao de
tratamentos e valor prognéstico. Umas das escalas mais utilizadas e que ¢ recomendada nos
protocolos de tratamento ao AVCI agudo ¢ a National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS),
a qual quantifica o déficit neurologico apos o AVCI e avalia tanto a gravidade quanto a evolugao
clinica do paciente (BROTT et al., 1989).

A NIHSS avalia e pontua os principais itens do exame neuroldégio como consciéncia,
movimentos oculares, campos visuais, déficits motores e sensoriais, ataxia, fala, cognicio e
desaten¢do. Cada item pontua uma habilidade entre 0 e 4 em que a fun¢do normal corresponde
a 0 e a pontuagdo entre 1 e 4 ¢ atribuida a cada nivel de comprometimento (Anexo 1). A
somatoéria dos itens ao final varia de 0 (auséncia de déficit) até 42 (maior déficit) (BROTT et
al., 1989).

Os pontos de corte para a avaliacao da gravidade do AVCI variam na literatura. Brott e
colaboradores (1989) consideram pontuacdo na NIHSS menor que 5 como déficit leve, entre 5-
14 como déficit moderado e maior ou igual a 15 déficit grave. Ja Yaghi e colaboradores (2015)
consideram que uma pontuacao no NIHSS menor ou igual a 7 corresponde a déficit neuroldgico
leve, entre 8 e 14 déficit neuroldégico moderado e igual ou acima de 15 pontos déficit
neurologico grave.

Estudos anteriores indicaram que os escores do NIHSS associados ou ndo a outros
marcadores clinicos, de imagem ou laboratoriais, podem ser uteis para predizer o prognostico
funcional e a mortalidade ap6s o AVCI (CHEN et al., 2021; LEHMANN et al., 2021a; OZKAN
et al., 2013; SABER; SAVER, 2020; ZHAO et al., 2018).

Lehman et al. (2021a) evidenciaram que a NIHSS associada a valores aumentados da
espessura da camada média-intima avaliada por doppler de cardtidas em pacientes com AVCI
predisseram fortemente o comprometimento funcional e mortalidade de curto-prazo. Porém,
em uma coorte brasileira que avaliou quatro escalas prognosticas para o AVCI, incluindo a
NIHSS, nenhuma delas demonstrou precisdo adequada para prever mortalidade (KUSTER et
al., 2016).

Para a avaliagdo de incapacidade funcional e prognostico do AVCI, a escala de Rankin
modificada (mRS) ¢ a mais utilizada mundialmente e nos fornece dados acerca da recuperacao
da fun¢do motora e funcionalidade ap6s o AVCI (BONITA; BEAGLEHOLE, 1988). A escala

pontua o comprometimento funcional de zero (paciente assintomatico) até 6 (morte) (Anexo 2).
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Quanto aos pontos de corte, também hé divergéncias na literatura; porém, geralmente pacientes
com uma pontuagdo menor que 3 na mRS sdo considerados com bom resultado e maior ou igual
a 3 definidos como tendo um desfecho ruim (HARRISON et al., 2013). A aplicacdo da mRS
em entrevistas presenciais com o paciente tém boa confiabilidade, viabilidade e concordancia
inter-avaliadores. Também a aplicacio da mesma por telefone ja foi validada
internacionalmente e na populagdo brasileira, apresentando boa confiabilidade e validade

(BAGGIO et al., 2014; WANG et al., 2014).

1.5 FISIOPATOLOGIA DO AVCI

O AVCI ¢ resultado da interrup¢do do fluxo sanguineo para determinada regido do
encéfalo, com privagdo de oxigénio e nutrientes as células, resultando em morte celular e danos
cerebrais. Apds a injuria isquémica aguda, diferentes vias e mecanismos sdo ativados na
progressao do AVCI. Ademais, varios estudos t€ém demostrado que a inflamacdo desempenha
um papel importante na ocorréncia e progressdo do evento (CAMPBELL et al., 2019;
JURCAU; SIMION, 2022; RAMIRO et al., 2018).

Com a isquemia aguda e reducao da disponibilidade de oxigénio e glicose, ocorre uma
falha energética no metabolismo celular, com consequente desequilibrio i6nico, levando a
reducdo da recaptagdo de glutamato, excitotoxicidade e apoptose. Simultaneamente, ocorre a
ativacdo de enzimas catabolicas e aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO). Ocorre,
portanto, uma onda de despolarizacao que se inicia nas regides de anoxia, mas se propaga para
regides cerebrais circundantes menos isquémicas (zona de penumbra), aumentando a demanda
metabodlica do tecido da zona de penumbra e pode levar esse tecido a infartar também
(CAMPBELL et al., 2019; HERTZ, 2008; VIDALE et al., 2017). Tais alteracdes levam a
expressdao de genes que codificam moléculas pro-inflamatorias, entre elas as moléculas de
adesdo celular (CAM), as quais mediam a infiltracdo leucocitaria para remocdo de detritos
celulares na area infartada. Porém, a infiltragdo celular e ativacio da resposta inflamatdria pode
se estender, causando aumento do dano cerebral (RAMIRO et al., 2018).

A resposta inflamatoria ocorre em trés fases apos o AVCI: a fase aguda ou de ativagao
que ocorre nas primeiras horas apds o AVCI; a fase subaguda ou de propagacdo que ocorre nos
primeiros dias apds o AVCI e a fase tardia ou de resolugdo que ocorre semanas ap6s o AVCI.
Em cada fase ha um padrao diferente de resposta imune. Durante a fase aguda, a microglia e
macrofagos limpam o tecido necrosado e ha a primeira infiltragdo de leucocitos, principalmente

neutrofilos. Ja na fase subaguda/propagacao, ha a ativagdo da imunidade adaptativa e posterior
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resolugdo do processo inflamatorio subagudo; ja na fase tardia, as células inflamatdrias
contribuiriam para o reparo celular (JURCAU; SIMION, 2022; PETROVIC-DJERGOVIC et
al., 2016; RAYASAM et al., 2017).

O quadro 2 resume os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos em cada fase da resposta

ao AVCL

Quadro 2 Mecanismos fisiopatologicos envolvidos nas fases do acidente vascular cerebral

isquémico
Fase Mecanismos Fisiopatoldgicos
Aguda » Redug¢do do fluxo sanguineo cerebral com diminui¢ao do fornecimento
de oxigénio e glicose
* Metabolismo anaerdbico e acidose lactica
= Falha da ATPase, despolarizagdo celular, aumento do influxo de ions
intracelular
» Liberacdo de neuro mediadores (excitotoxicidade)
* Aumento da expressdo de genes de sinaliza¢do de estresse
Subaguda * Aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio
= Apoptose
= Expressdo de moléculas de adesdo celular
» Ativacdo da micréglia e infiltragdo de leucdcitos no cérebro
» Liberacao de mediadores pro-inflamatdrios
= Aumento da atividade de enzimas proteoliticas e dano de BHE e
endotélio
Cronica » Liberacao de fatores troficos (BDNF, IGF, GDNF)
= Neurogénese, angiogénese, sinaptogénese
= Ativagdo de células-tronco

ATPase: adenosina trifosfatase; BHE: barreira hematoencefalica; BDNF: fator neurotrofico
derivado do cérebro; IGF: fator de crescimento semelhante a insulina; GDNF: fator neurotréfico
derivado de uma linhagem de células da glia

Fonte: Adaptado de Jurcau; Simion (2022).
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As células encefalicas em processo de morte secretam ainda os padrdes moleculares
associados ao dano (DAMPs), os quais sdo reconhecidos pela micréglia e levam a sua ativacao.

Dessa forma, tanto o sistema imune residente no SNC quanto células circulantes que
infiltram no SNC produzem um aumento de moléculas pro-inflamatorias na area lesionada.
Consequentemente hd um aumento da metaloproteinase de matriz (MMP), a qual atua na
destruicdo da lamina basal, aumentando a permeabilidade da BHE e facilitando a entrada de
células imunes periféricas na area infartada (RAMIRO et al., 2018).

Com o comprometimento da BHE ocorre a expressao de CAM pelas células endoteliais
e secre¢ao de mais mediadores pro-inflamatdrios, dentre eles o fator de necrose tumoral (TNF)-
a, interleucina (IL)-1B, IL-6, proteina quimioatraente de monocito 1 (MCP-1) e proteina
quimioatraente de neutrdfilos induzidos por citocinas e prostaglandinas (JIN et al., 2010).

As citocinas IL-1p, IL-6 ¢ TNF-a parecem agravar a lesdo cerebral (WANG et al.,
2007). O TNF-a parece desempenhar um papel duplo, também exercendo efeito protetor nos
neurdnios isquémicos (LAMBERTSEN et al., 2009). Ja a IL-1p ativa os astrécitos e o endotélio
levando a astrogliose, liberagdo de quimiocinas, ativagdo de MMP e liberacdo da molécula de
adesdo celular vascular 1 (VCAM-1) e molécula de adesdo intracelular 1 (ICAM-1)
(THORNTON et al., 2008; HERX; YONG, 2011; ALLEN et al., 2012)

Ap6s o AVCI ocorre, também, a ativacao do sistema complemento com a geracao de
opsoninas que potencializam a resposta fagocitaria, bem como a inflamagdo. Além disso, a
ativacdo do sistema complemento tem sido implicada na regulagdo positiva das CAM,
quimiotaxia e ativa¢do de leucécitos (JURCAU; SIMION, 2022). H4, ainda, propagagdo do
processo inflamatorio para areas ndo acometidas pela isquemia (inflamacao cerebral global),
chamada zona de penumbra, o qual pode persistir cronicamente por dias a semanas apos a
injuria inicial. Além disto, ha o desencadeamento de uma resposta imune sistémica com
ativagdo excessiva das células imunes periféricas e uma exaustdo de leucocitos maduros,
provocando o recrutamento de leucdcitos imaturos incapazes de responder adequadamente ao
dano cerebral (JURCAU; SIMION, 2022).

Como resposta imunomoduladora, ocorre a ativagdo de linfocitos T reguladores (Treg)
que produzem citocinas anti-inflamatdérias como a IL-10 e fator de transformacdo do
crescimento (TGF)-f (JIAN et al., 2019). A figura 1 representa os principais mecanismos
envolvidos na resposta inflamatoria pés AVCI e a figura 2 sumariza a evolucao temporal dos

principais mecanismos inflamatorios na resposta ao AVCI.
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1 Figural Resposta inflamatdria apds o acidente vascular cerebral isquémico
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4

5 AVCIL acidente vascular encefalico isquémico; BHE: barreira hematoencefalica; CAM:
6 molécula de adesdo celular; DAMPs: padrdes moleculares associados a danos; ICAM:
7  molécula de adesao intracelular; VCAM: molécula de adesao celular vascular; IL:
8 interleucina; MMP: metaloproteinase de matriz; ERO: espécie reativa de oxigénio; TNF-
9 alfa: fator de necrose tumoral alfa; TGF-beta: fator de crescimento transformador beta;
10  VLA: antigeno muito tardio

11 Fonte: Adaptado de Ramiro et al. (2018).
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Figura 2 Evolucao temporal da resposta inflamatdria apos o acidente vascular cerebral
isquémico
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BHE: barreira hematoencefélica; ERO: espécie reativa de oxigénio; MMP: metaloproteinase
de matriz; IL: interleucina; DAMPs: padrdes moleculares associados a danos; ICAM:

molécula de adesao intracelular; TNF-a.: fator de necrose tumoral alfa;
Fonte: Adaptado de Jian et al. (2019).

1.6  PAPEL DAS MOLECULAS DE ADESAO CELULAR (CAM) NA FISIOPATOLOGIA DO AVCI

As CAM sdo, de acordo com a definicgio do Gene Ontology Consortium
(http://www.geneontologia.org/), moléculas expressas na superficie de uma célula que
medeiam a adesdo da célula a outras células ou a matriz extracelular. Essas proteinas
desempenham inimeras fungdes cruciais na interface de uma célula e seu ambiente, seja outra
célula do mesmo tipo, um tipo celular diferente, a matriz extracelular ou mesmo por vezes,
elementos soltiveis. As moléculas de adesdao sao amplamente distribuidas e praticamente todas
as células expressam as CAM. Os mecanismos pelos quais essas moléculas sdo reguladas

negativamente apoOs a ativacdo sdo importantes: ¢ necessario retira-las da superficie da célula
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apds a ativagdo para limitar ou parar o processo inflamatorio. A expressdo excessiva ou
manuten¢do dessas moléculas pode ter consequéncias criticas na inflamacao e na integridade
da parede do sistema vascular (BLANKENBERG et al., 2003).

As CAM desempenham um papel fundamental na infiltragao de leucécitos no endotélio
ativo e sua expressdo aumenta apos a lesdo isquémica. As CAM medeiam as interagdes
moleculares entre endotélio e leucdcito, como rolagem, aderéncia e migracdo transendotelial
de leucdcitos. Tais interagcdes sao necessarias para que essas c€lulas passem pela BHE e
alcancem o cérebro isquémico. Entre as CAM temos: 1) a superfamilia de genes de
imunoglobulina que inclui ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 e molécula de adesdo de células
endoteliais plaquetarias 1 (PECAM-1); 2) as selectinas E-selectina (endotélio), P-selectina
(plaquetas) e L-selectina (leucocitos); e 3) integrinas; 4) caderinas e 5) mucinas
(KRIEGLSTEIN; GRANGER, 2001; RAMIRO et al., 2018; YANG et al., 2018).

Atencao especial tem sido dada ao valor potencial das CAM como biomarcadores para
doenga cardiovascular (GEARING; NEWMAN, 1993). No entanto, as origens das formas
soliveis das CAM ndo sdo totalmente claras, nem os fatores moleculares e celulares que
determinar seus niveis no sangue. O aumento da producao de formas soluveis pode ser atribuido
aum aumento da transcri¢ao de genes, alteracdes da estabilidade do RNA mensageiro (mRNA),
alteragdes na tradugdo, produgdo de formas de splicing alternativo que sdo secretadas e, a
hipoétese mais favoravel, clivagem proteolitica aumentada da superficie da célula. No entanto,
as informacgdes sobre a relagdo entre o grau de expressdo celular e a quantidade de formas
soluveis das CAM, assim como sua potencial funcionalidade, permanecem ainda obscuras
(BLANKENBERG et al.,2003).

Embora as formas ligadas & membrana de qualquer MAC sejam dificeis de medir in
vivo, as formas soliiveis podem ser detectadas no soro ou plasma e sdo aumentadas em muitas
condi¢des com um componente inflamatéorio GEARING; NEWMAN, 1993). A elastase
leucocitaria humana mostrou clivar ICAM-1 de varios tipos de células in vitro, e essa clivagem
proteolitica pode ser inibida por al-antitripsina (CHAMPAGNE et al., 1998). A forma ancorada
a membrana de VCAM-1 pode ser clivada de linfocitos in vitro por clivagem proteolitica
envolvendo uma MMP (LECA; MANSUR; BEDNSUSSAN, 1995). Os niveis de SICAM-1 ¢
sVCAM-1 aumentam em ~10% imediatamente apds o exercicio em pacientes com doenca
arterial periférica e claudicagdo, mas ndo mudam apds o exercicio em individuos controle

(BREVETTTI et al., 2001).
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Considerando seu papel na fisiopatologia do AVCI, as CAM tém potencial para serem
utilizadas tanto como biomarcadores de diagndstico e progndstico, como possiveis alvos
terapéuticos, embora, os estudos tenham relatado resultados conflitantes at¢é o momento
(LEHMANN et al., 2021b; PATEL et al., 2020; RAMIRO et al., 2018; RICHARD et al., 2015;
SUPANC et al., 2011).

Quatro etapas sequenciais e coordenadas sdo observadas durante a migragdo
transendotelial dos leucécitos, como: 1) marginacao, quando os leucécitos se movem da parte
central da circulagdo sanguinea para a periferia do vaso, em dire¢ao a parede do vaso para,
posteriormente, se ligarem a da superficie das células endoteliais; 2) captura e rolamento,
quando ocorre a adesdo transitoria dos leucocitos as células endoteliais; 3) adesdo, quando
ocorre a unido firme (aderéncia) dos leucocitos as células endoteliais; e 4) diapedese, quando
ocorre a passagem dos leucdcitos através das células endoteliais em dire¢do ao parénquima
tecidual (KRIEGLSTEIN; GRANGER, 2001). A Figura 3 ilustra as etapas sequenciais e

coordenadas da migragdo transendotelial dos leucocitos.
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1 Figura3 Etapas sequenciais e coordenadas da migracao transendotelial dos leucécitos
2
3

Migracao

Rolamento Ativacdo Adesao  transendotelial

O, @ ® @

Neutrofilo

Receptor de Neutréfilo

quimiocina
— Integrina
PSLG-1 +—— (VLA-4)
— VCAM-1

E-selectina «——

Célula endotelial

L 5E 5E S
< 7< 7€ 7

4 Passo 1 Passo 2 Passo 3
5
6  PSLG-1: P-selectin glycoprotein ligand-1; IL-8: interleucina 8; VLA-4: very late antigen 4;
7  VCAM-1: vascular cellular adhesion molecule 1.
8  Fonte: Neto, Morvan (2022). Disponivel em: https://canal.cecierj.edu.br/recurso/8335.
9  Acessado em 11 de fevereiro de 2022.
10
11
12 1.6.1 E-selectina
13 A E-selectina ¢ encontrada no endotélio, em contraste com outras CAM que possuem
14  uma ampla distribui¢do nos tecidos. Demonstrou-se ser induzida no endotélio pela IL-1, TNF-
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a e endotoxinas, € promove interacdo com linfocitos e neutrofilos (GEARING; NEWMAN,
1993). Sua expressdo ¢ observada cerca de 2h apds a isquemia aguda e contribui para o
recrutamento precoce das células para regido afetada, o que poderia explicar sua correlagdo com
o prognoéstico na fase aguda do AVCI, edema citotoxico e vasogénico precoce, como
observados em estudos prévios (RICHARD et al., 2015; YILMAZ; GRANGER, 2008).
Estudos prévios evidenciaram aumento dos niveis de E-selectina nos pacientes com
AVCI (BITSCH et al., 1998; FASSBENDER et al. 1995). No estudo de Richard e
colaboradores (2015) a E-selectina se mostrou preditor independente para mortalidade apds trés
meses do AVCI. Outro estudo demonstrou que variagdes no gene da E-selectina estdo

associadas com a suscetibilidade ao AVCI (YANG et al., 2018).

1.6.2 P-selectina

A P-selectina ¢ uma CAM expressa na superficie plaquetaria e de células endoteliais
ativadas, mediando o rolamento de leucécitos. E um componente da membrana do granulo alfa
e aparece na superficie de ativagao da célula e pode ser clivada para produzir uma forma solavel
no plasma que ¢ facilmente dosada. Niveis aumentados de P-selectina estdo presentes em muitas
doencgas cardiovasculares, autoimunes, neoplésicas e tromboticas (NADAR; LIP; BLANN,
2004; RAMIRO et al., 2018).

Virios estudos tém demostrado maiores niveis de P-selectina em pacientes com AVCI
comparados a controles saudaveis, o que pode corroborar com seu papel na lesao no AVCI. A
associagdo entre a expressao da P-selectina e a lesdo apds AVCI parece envolver uma via
dependente do sistema complemento, uma vez que a regulacdo positiva da P-selectina resulta
da ativacdo do sistema complemento (LICATA et al., 2009; NADAR; LIP; BLANN, 2004;
TUTTOLOMONDO et al., 2009; YILMAZ; GRANGER, 2008).

1.6.3 ICAM-1

A ICAM-1 ¢ expressa em leucocitos, células endoteliais, plaquetas, fibroblastos, células
epiteliais e células gliais. E necessaria para a migragdo transendotelial de neutrofilos e sua
expressdo € um passo essencial para a adesdo de leucdcitos na microvasculatura cerebral apds
0 AVCI. Apesar das evidéncias de que a ICAM-1 contribua para lesao cerebral secundaria, as
variacoes nos seus niveis apoés o AVCI e o seu papel na fisiopatologia do AVCI ainda sao
contraditorios (JUSTICIA et al., 2006; RAMIRO et al. 2018; WANG et al 1994; YILMAZ;
GRANGER, 2008).
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Quanto ao prognéstico e gravidade do AVCI, também ha dados contraditérios em
relacdo aos niveis de ICAM-1. Wang e colaboradores (2006) associaram os niveis elevados de
sICAM-1, obtidos na admissao hospitalar, com deterioragdao neurologica precoce. Niveis mais
elevados de ICAM-1 também foram associados a maior area de infarto e pior progndstico
(SOTGIU et al., 2006).Em pacientes de meia-idade, niveis elevados de ICAM-1 na admissao
hospitalar foram associados a mortalidade precoce e, com um aumento de 10 ng/mL nos niveis
de ICAM-1, houve um risco 9% maior de mortalidade (RADILLIS et al., 2009). Porém, outro

estudo ndo encontrou essa associacdo (SUPANC et al., 2011).

1.6.4 VCAM-1

VCAM-1 ¢ uma CAM expressa na superficie das células endoteliais. Sua expressdo ¢
minima no endotélio ndo estimulado, mas ¢ regulada positivamente por varias citocinas pro-
inflamatorias. A aderéncia de linfocitos e mondcitos em leitos vasculares inflamados ¢ mediada
por esta CAM (KRIEGLSTEIN; GRANGER, 2001; RAMIRO et al., 2018; YANG et al., 2018).

Em estudo imunohistoquimico de tecido cerebral de pacientes que morreram de AVCI
foi evidenciada intensa expressdo de VCAM-1 por células endoteliais e astrocitos da area
infartada (RAMIRO et al., 2018; (ZAREMBA; LOSY, 2002). Quando os niveis de sVCAM-1
foram comparados entre pacientes com AVCI e controles, varios autores verificaram que os
pacientes com AVCI apresentaram niveis mais elevados de sVCAM-1 (BITSCH et al., 1998;
BLANN, 1999; LICATA et al., 2009; TUTTOLOMONDO et al., 2009)

Blann e colaboradores (1999) também observaram aumento de sVCAM-1 em
individuos com AVCI quando comparados a controles saudaveis e individuos com
aterosclerose carotidea. Também Fassbender e colaboradores (1995) evidenciaram niveis mais
altos de sVCAM-1 em paciente com AVCI quando comparados a individuos com fatores de
risco vasculares. Pode ser devido a regulacdo positiva do VCAM-1 na fase aguda do AVCI, o
que ndo ocorre em pessoas que ndo tém isquemia.

Os niveis de sVCAM-1 permaneceram elevados mesmo apds trés meses de
acompanhamento apds AVCI, de acordo com Blann et al. (1999). Esses achados sugerem a
possibilidade de que essas moléculas sejam expressas nas fases aguda e cronica da lesdo
isquémica e que desempenhem um papel tanto no infarto quanto no reparo tecidual.

Em relacdo a associa¢do com o prognostico, o estudo MITICO mostrou que pacientes
com niveis mais elevados de sVCAM-1 na admissdo hospitalar apresentaram maior
probabilidade de recorréncia do AVC (CASTILLO et al., 2009). Em outra investigagdao
(RICHARD et al., 2015), foi observado que um nivel mais alto de sSVCAM-1 na segunda a
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terceira semanas apds AVCI foi associado com pior prognostico apos trés meses. Outros
pesquisadores, no entanto, ndo detectaram a mesma associag¢ao. Supanc e colaboradores (2011)
nao evidenciaram diferencas nos niveis de sVCAM-1 entre controles e pacientes, assim como

ndo observaram associa¢ao com gravidade ou progndstico do AVCL

1.6.5 PECAM-1

A PECAM-1 ¢ constitutivamente expressa em plaquetas e altamente expressa na maioria
dos leucdcitos e nas células endoteliais. Ela apresenta isoformas, as quais sdo distintas,
executando fungdes distintas, como controle das etapas finais da migracdo transendotelial, a
manutencdo da integridade juncional endotelial e angiogénese. Sua expressao ndo ¢ alterada
com a estimulacao de citocinas. Quanto aos seus diferentes efeitos, nao esta claro qual € o papel
predominante no AVCI (KALINOWSKA; LOSY, 2006; KRIEGLSTEIN; GRANGER, 2001;
WINNEBERGER et al., 2021; ZAREMBA; LOSY, 2002).

Zaremba e Losy (2002), comparando pacientes com AVCI dentro de 24h apds evento
isquémico e controles, evidenciaram aumento significativo nos niveis de SPECAM-1 no soro e
no liquido cefaloraquidiano (LCR) do grupo de pacientes apds AVCI. Nesse estudo, os niveis
de sPECAM-1 foram maiores no LCR do que no soro, e tanto os niveis séricos, quanto
liquéricos correlacionam-se positivamente com o volume das areas de hipoperfusao critica na
tomografia (TC) de cranio, sugerindo que a PECAM-1 possa estar envolvida na extensao do
dano isquémico. Além disso, os niveis de SPECAM-1 dentro de 24h e na segunda semana apds
0o AVCI correlacionaram-se positivamente com a gravidade do AVCI e com o grau de
incapacidade funcional avaliados dentro de 24h do AVCI e na segunda semana ap6s o evento,
respectivamente (ZAREMBA; LOSY, 2002)

Em estudo recente em modelo de AVCI em camundongos, a PECAM-1 controlou a
migracao transendotelial de neutrofilos e o bloqueio da PECAM-1 com anticorpos apds o inicio
do AVC levou a melhora na gravidade do AVCI, reduzindo significativamente os volumes das
lesdes e edema, com uma recuperagdo neurologica mais precoce(WINNEBERGER et al.,
2021).

O Quadro 3 sumariza as principais CAM envolvidas na adesao de leucocitos e células

endoteliais.
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Quadro 3 Moléculas de adesao envolvidas na adesao de leucdcitos e células endoteliais

Molécula de | Nomenclatura o ) B
adesdo celular alternativa Localizagao Higante Fungao
Familia das Selectinas
L-selectina CD62L Todos os | P-/E-selectina Rolamento:
LAM-1 leucocitos GlyCAM, CD14 fixacdo
LECAM-1 (exceto linfocitos | MAdCAM-1 inicial firme
T de memoria) dos
leucocitos no
endotélio
P-selectina CD62P Células L-selectina Rolamento:
PADGEM endoteliais + | PSGL-1, sLeX, sLe® | fixacdo
GMP-140 plaquetas 120kD PSL inicial firme
dos
leucocitos no
endotélio
E-selectina CD62E Células L-selectina Rolamento:
ELAM-1 endoteliais CLA, SSEA-1 fixacao
250kD ESL inicial firme
dos
leucocitos no
endotélio
Familia das Integrinas
LFA-1 CD11a/CD18 Todos os | ICAM-1 Adesao e
(alLB2) leucocitos ICAM-2 migracao
Mac-1 CDI11b/CD18 Granulocitos  + | [CAM-1 Adesao e
(aMB2) mondcitos + 1C3b, Fb migracao
macrofagos
CDI11¢/CD18 | p150, 95 Granulocitos  + | iC3b, Fb Adesdo e
(axp2) monocitos+ migragao

macrofagos
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CDI1d/CD18 | adB2 Linhagem de | ICAM-3 Adesdo e
células ICAM-1 migragao
mielomonociticas
+ macrofagos in
vitro

VLA-4 CD49d/CD29 Linfocitos, VCAM-1 Adesao

(adpl) monocitos, moléculas da
Integrina 4 eosinofilos + | matriz extracelular
basofilos
CD49d/B7 o4p7 Linfocitos VCAM-1 Adesao
MAdCAM-1
Fibronectina
Superfamilia de genes de imunoglobulina

ICAM-1 CD54a Endotélio + | LFA-1 Adesao e
monocitos migracao

ICAM-2 CD102 Endotélio Mac-1 e LFA-1 Adesao e

migragao

VCAM-1 CD106 Endotélio CD49d/CD29 Adesao

PECAM-1 CD31 Endotélio, VLA-4 Adesao e
leucocitos + migracao
plaquetas

MAdCAM-1 Endotélio L-selectina Adesao e
(intestino) o4p7 migracao

CAM 5 cell adhesion molecule; CLA 5 cutaneous lymphocyte antigen; (E)LAM 5 (endothelial)
leukocyte adhesion molecule; ESL 5 E-selectin; ligand; GMP 5 granule membrane protein;
ICAM 5 intercellular CAM; LECAM 5 lymphocyte-endothelial CAM; LFA 5 lymphocyte
function associated antigen; MAdCAM 5 mucosal addressin CAM; PADGEM 5 platelet
activation-dependent granule external membrane protein; PECAM 5 platelet endothelial CAM;
PSGL 5 P-selectin glycoprotein ligand; SSEA 5 sialyl stage-specific embryonic antigen; VCAM
5 vascular endothelial CAM; VLA 5 very late antigen. sLe* sialyl Lewis X; sLe?: sialyl Lewis A

(CA 19.9).

Fonte: Adaptado de: Blythe et al. (2021); Krieglstein; Granger (2001); Nagy-Balo et al.
(2020); Schittenhelm; Hilkens; Morrison (2017).
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1.7 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS NO AVCI

O tratamento para pacientes com AVCI agudo leva em consideragao varidveis como:
tempo desde o inicio do AVCI (janela terapéutica), gravidade do déficit neurologico,
geralmente avaliada pela NIHSS e os achados de neuroimagem (TC de cranio, RNM de cranio,
angiografia). A avaliagdo da resposta terapéutica ¢ acompanhada tanto pela NIHSS, quanto pela
avaliacdo de incapacidade pela mRS (POWERS, 2020; POWERS et al., 2019). Conforme a
avaliacdo de tais variaveis e das contraindicagdes, os pacientes elegiveis podem ser submetidos
a terapias de reperfusdo como a trombolise endovenosa e a trombectomia mecanica. Idealmente
todos os pacientes deveriam ser direcionados para unidades de saude equipadas para o
tratamento e manejo do AVCI (MARTINS et al., 2012; POWERS, 2020; POWERS et al.,
2019).

Medidas de suporte e monitorizagdo sdo recomendadas os pacientes com AVCI, como:

* Monitorizagao cardiaca pelo menos nas primeiras 24h;

» Oxigénio suplementar de oximetria menor que 95%;

» Controle de febre e hipertermia;

» Controle glicémico rigoroso, evitando hipoglicemias e hiperglicemias;

* Manejo da hipertensdo arterial conforme as metas para pacientes nao candidatos a
terapia de reperfusdo e para pacientes submetidos a trombdlise e trombectomia
mecanica;

= Profilaxia de tromboembolismo venoso;

* Triagem de disfagia;

»= Monitorizacdo quanto ao risco e sinais de hipertensao intracraniana, edema cerebral,

herniacdo cerebral, com intervencao neurocirtrgica se indicada.

Tais medidas sdo recomendadas tanto nos protocolos internacionais, como o guideline
da American Heart Association (POWERS et al., 2019, quanto nas recomendagdes da
Sociedade Brasileira de Doencas Cerebrovasculares (ANDRE et al., 2012; MARTINS et al.,
2012) e do Ministério da Satde (BRASIL, 2013).

E além das medidas de suporte, conforme a etiologia do AVCI, sdo adotadas medidas
para prevencao secundaria de novos eventos, como uso de estatinas, antiagregantes plaquetarios
como aspirina e clopidogrel ou se indicado anticoagulantes. Além, destes medicamentos, ha o
controle de fatores de risco (ANDRE et al., 2012; MARTINS et al., 2012; POWERS, 2020;
POWERS et al., 2019).
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1.7.1 Estratégias de Reperfusao

Sao fatores determinantes para as terapias de reperfusao o tempo desde o inicio dos
sintomas, a gravidade do déficit e os achados de neuroimagem. Convencionou-se como o tempo
de inicio do AVCI o ultimo momento em que o paciente foi visto bem, e nos casos que o
paciente acorda com déficit, portanto o horério que foi dormir. Quanto a avaliagdo do déficit
utiliza-se a NIHSS na avalia¢do e os achados de neuroimagem seguem escores especificos
(POWERS, 2020; POWERS et al., 2019) .

Dois medicamentos principais estdo disponiveis para trombolise intravenosa: alteplase
e tenecteplase. A alteplase ¢ uma forma recombinante do ativador do plasminogénio tecidual
(tPA) que cliva o plasminogénio em plasmina, a qual degrada a fibrina e dissolve o
trombo(CAMPBELL et al., 2019; POWERS, 2020; POWERS et al., 2019).

A alteplase ¢ administrada como um bolus inicial seguido de uma infusdo de 1h, sendo
essa terapia considerada o padrio o AVCI com evidéncias de melhora nos resultados em
pacientes selecionados quando administrada dentro de 4,5 horas apds o inicio do déficit
(EMBERSON et al., 2014). Tratamentos com janela terapéutica estendida para 9 horas a partir
do inicio dos sintomas podem ser realizados em subgrupos selecionados (POWERS, 2020).

O principal efeito adverso da trombolise ¢ a hemorragia, especialmente a transformacgdo
hemorragica do AVCI que, em casos graves, pode agravar a lesdo cerebral e aumentar o efeito
de massa (CAMPBELL et al., 2019).

A trombectomia mecanica consiste na passagem de um cateter intra-arterial através de
uma pungdo periférica com a remog¢do de um trombo oclusor da artéria intracraniana.
Inicialmente, os primeiros estudos avaliaram a trombectomia mecénica realizada dentro de 6
horas ap6s o inicio do AVC, e estudos mais recentes t€ém mostrado beneficio em pacientes
selecionados com AV CI agudo quando realizada até 24 horas apds o inicio do evento isquémico
(CAMPBELL et al., 2019; OLIVEIRA-FILHO, J., et al., 2012; POWERS, 2020; POWERS et
al., 2019).

O estudo RESILIENT (MARTINS et al., 2020), realizado por pesquisadores brasileiros
em 12 hospitais da Rede Nacional de Pesquisa em AVC, foi o primeiro estudo em pais em
desenvolvimento a evidenciar a reducdo de incapacidade e a custo-efetividade da trombectomia
no AVCI; todos os estudos anteriores todos foram realizados em paises desenvolvidos. O estudo
demonstrou que a trombectomia mecanica aumentou de 20,0% para 35,1% a independéncia
funcional, e os pacientes submetidos a trombectomia tiveram 2,6 vezes mais chances de ficarem

independentes para atividades diarias do que os pacientes submetidos ao tratamento clinico. E
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considerado um resultado importante, pois demonstra que a trombectomia pode ser expandida
para os paises de baixo e médio desenvolvimento, que correspondem a 80,0% da populagio
mundial (MARTINS et al., 2020).

Embora, ja comprovada a efetividade da trombolise e trombectomia mecanica, tais
tratamentos sdo limitados principalmente pela janela terapéutica, contraindicagdes, e

dificuldade de acesso dos pacientes a centros especializados.

1.7.2 Estratégias Imunomoduladoras: Anticorpos Monoclonais Contra Alvos de Infiltracdao

Leucocitaria

Devido sua acdo na infiltragdo linfocitaria e propagacdo da resposta inflamatdria no
AVCI, as CAM tém sido estudadas como possiveis alvos terapéuticos, principalmente com uso
de anticorpos que bloqueiem a infiltragao leucocitaria.

O bloqueio das selectinas foram testados em modelos animais. O bloqueio da P-selectina
em camundongos levou a reducdo de volume de infarto, porém ndo mostrou diferencas
significativas em ratos (CONNOLLY et al., 1997; GOUSSSEV et al., 1998). Um anticorpo
bloqueador preparado contra epitopos comuns de P-selectina e E-selectina foi humanizado para
suprimir a ativagao do sistema complemento e testado em uma reperfusao em modelo de AVCI
em Papio anubis (babuino) resultando em menor volume de infarto ¢ melhores escores
neurolégicos (MOCCO et al., 2002). Porém, ainda faltam estudos em humanos que avaliem
estratégias voltadas para as selectinas (JICKLING et al., 2015).

Quanto as CAM da familia imunoglobulinas, ICAM-1 ¢ VCAM-1, ambas também
foram estudadas como possiveis alvos terapéuticos. Modelos em ratos com administracao de
anticorpos bloqueadores da ICAM-1 demostraram menores areas de infarto (CAO, et al, 2009;
MATSUO et al., 1994; ZHANG et al., 1995). Entretanto, no ensaio clinico de fase III com o
Enlimomab, um anticorpo monoclonal murino anti-ICAM-1, o grupo de pacientes tratados com
a medicacdo apresentou piora das funcdes neurologicas, aumento da mortalidade em
comparagao com o grupo placebo (Enlimomab Acute Stroke Trial Investigators, 2001). Uma
possivel explicagdo para este desfecho seria uma resposta imunoldgica ao anticorpo murino
(YILMAZ; GRANGER, 2008).

Também o uso da VCAM-1 como alvo terapéutico possui resultados contraditorios. O
principal ligante de VCAM-1 ¢é o Antigeno Muito Tardio-4 [very late antigen (VLA)-4], que é
uma integrina constitutivamente expressa na membrana dos leucdcitos. A intera¢do entre VLA-

4 ¢ VCAM-1 ¢ importante para a transmigracao de leucécitos para o local da lesdo; portanto, a
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inibicdo dessa interagdo por anticorpos especificos parece ser uma estratégia para o tratamento
do AVCI (RAMIRO et al, 2018).

Estudos em modelos experimentais de AVCI em animais, com bloqueio do eixo
VCAM-1/VLA-4 tém mostrado resultados discordantes. Enquanto alguns estudos
demonstraram efeitos benéficos como redugdo do tamanho do infarto ¢ melhora da fungao
neurolégica (BECKER et al, 2001; RELTON et al., 2001), em outros o efeito neuroprotetor nao
se manteve (JUSTICIA et al., 2006; LANGHAUSER et al, 2014; LIESZ et al, 2011).

Em humanos, os pesquisadores investigaram o uso de natalizumabe, um anticorpo
monoclonal que tem como alvo a integrina-4 dentro do VLA-4, no AVCI agudo nos estudos
ACTION I ¢ ACTION II. No entanto, ndo houve redu¢do do volume do infarto, nem melhor
prognostico funcional (ELKIND et al., 2020; ELKINS et al., 2017)

Terapias direcionadas a o extravasamento de células T também tém sido consideradas.
O fingolimode, um modulador do receptor de esfingosina-1-fosfato usado no tratamento da
esclerose multipla, foi investigado em estudos pilotos tanto isoladamente quanto em
combinagdo com trombolise. Os resultados demonstraram um efeito benéfico do fingolimode
no tamanho do infarto, taxas de transformacdo hemorragica e fun¢do neurologica (FU et al.,

2014b; ZHU et al., 2015).



O o0 9 N N B~ W N =

W W W W W N N N N N N N N N N R e e e e e
A W NN = O O 0 N N LB WD = O O 0NN R WD = O

38

2 JUSTIFICATIVA

O AVCI ¢ uma doenga grave, sendo a segunda causa de mortalidade no mundo e uma
das principais causas de morbimortalidade; porém, ainda ndo sao disponiveis na pratica clinica
biomarcadores laboratoriais que possam auxiliar na avaliagdo de gravidade e prognoéstico dos
pacientes acometidos na fase aguda.

Nosso grupo de pesquisa tem investigado diferentes biomarcadores genéticos,
inflamatoérios, anti-inflamatorios e metabdlicos associados ao AVCI agudo e suas associagoes
com os subtipos de AVCI e progndstico. Esses marcadores podem ser utilizados na avaliagao
do paciente com AVCI para identificar quais se beneficiariam de estratégias terapéuticas
individualizadas conforme os diferentes perfis inflamatérios e metabdlicos (DE SOUSA
PARREIRA et al., 2015; LEHMANN et al., 2015; ALFIERI et al., 2017; REICHE et al., 2019;
LEHMANN et al. 2021a; LEHMANN et al. 2021Db).

Apesar da disfungdo endotelial ser um importante mecanismo envolvido no AVCI,
poucos estudos avaliaram as CAM, especialmente VCAM-1, como preditor de prognostico e
mortalidade, e os estudos disponiveis apresentam resultados conflitantes (PATEL et al., 2020;
RAMIRO et al., 2018; RICHARD et al., 2015; SUPANC et al., 2011).

A resposta inflamatdria no cérebro apresenta mudangas ao longo do tempo. E por isso
que o conhecimento sobre se € quando os niveis de CAM aumentam ou diminuem no curso da
fase aguda do AVCI pode ajudar determinar um possivel papel destas moléculas como
biomarcadores precoces e objeto de uma perspectiva de intervencao terapéutica na fase aguda
do AVCI. A identificacao de biomarcadores, principalmente associando marcadores clinicos, e
laboratoriais, que possam predizer precocemente um pior prognostico € a mortalidade dos
pacientes que sofreram AVCI seria de grande utilidade na pratica clinica. Principalmente no
cenario de urgéncia e emergeéncia, os biomarcadores poderiam complementar a avaliagdo do
paciente com AVCI, colaborando com a andlise da gravidade e de prognostico, apoiando o
profissional de satide em decisdes terapéuticas.

Quanto as escalas prognodsticas, a despeito de estudos em outras populacdes
correlacionarem a NIHSS com mortalidade e progndstico funcional, um estudo que avaliou
previamente a NIHSS na populagdo brasileira, ndo demonstrou boa capacidade de predicao de
mortalidade hospitalar e resultado funcional (KUSTER et al., 2016).

Tendo em vista as controvérsias descritas na literatura e a futura aplicabilidade clinica
de novos biomarcadores para a avaliagdo de mortalidade dos pacientes com AVCI, este estudo

propos um modelo utilizando variaveis clinicas e marcadores laboratoriais para predizer
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mortalidade com AVCI. Destacando-se a avaliacio das CAM como preditores do desfecho a
curto prazo do AVCIL Portanto, o presente estudo poderd contribuir para o melhor
conhecimento do envolvimento das CAM na fisiopatologia do AVCI e identificacdo de
biomarcadores que possam estar associados com a mortalidade dos pacientes e que possam ser

sugeridos como novos alvos para terapias personalizadas
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a associagdo entre os niveis plasmaticos das CAM e os fatores de risco, subtipos,

gravidade e mortalidade do AVCI agudo.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar os niveis plasmdticos das formas soluveis de CAM: sE-selectina, sP-
selectina, SICAM-1, sVCAM-1 e sSPECAM-1 nos pacientes com AVCI;

» Avaliar a associagdo entre as CAM com os fatores de risco para AVCI, biomarcadores
inflamatorios e anti-inflamatorios nos pacientes com AVCI;

= Avaliar a associagao entre CAM com os subtipos de AVCI;

» Avaliar a associacdo entre as CAM com a gravidade e mortalidade do AVCI;

* Propor modelos preditores de mortalidade a curto prazo apdés o AVCI, utilizando

biomarcadores clinicos e laboratoriais
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4 METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Em Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), Parand, Brasil (CAAE: 61361416.9.0000.5231, n°
1.816.305) (Anexo 3). Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Apéndice 1). Quando os pacientes com AVCI nao conseguiram se

comunicar, seus responsaveis legais assinaram o TCLE.

4.2 DELINEAMENTO

Foi realizado um estudo longitudinal prospectivo para avaliagdo dos niveis plasmaticos
basais das CAM com os fatores de risco, subtipos, gravidade e prognodstico do AVCI apos trés

meses do evento isquémico.

4.3 POPULACAO E AMOSTRA

Trata-se de uma amostra consecutiva, de conveniéncia de tempo e local, com a inclusao,
prospectiva de 132 pacientes atendidos no Pronto Socorro do Hospital Universitario de
Londrina (HU), adultos, de ambos os sexos e com sinais ou sintomas neurologicos agudos
atribuidos ao AVCI, confirmados por tomografia computadorizada (TC) de cranio e/ou RNM
de cranio e exame clinico. Os pacientes foram atendidos no periodo de janeiro de 2017 a janeiro

de 2018.

4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios de exclusdo para pacientes com AVCI foram: acidente vascular cerebral
hemorragico (AVCH); ataque isquémico transitorio (AIT); histéria de infarto do miocardio,
neoplasias, infec¢des cronicas, como infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1
(HIV-1), infeccao pelo virus da hepatite B (HBV) e virus da hepatite C (HCV), presenga de
disturbios imunoinflamatorios, doenga inflamatoria intestinal, doenga renal ou hepética; febre

nos ultimos sete dias anteriores ao inicio dos sintomas do AVCI; cirurgia ou trauma nos tltimos
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30 dias; angiografia nos ultimos sete dias; e uso cronico de anti-inflamatorios e

imunossupressores esteroidais ou ndo esteroidais.

4.5 AVALIACAO DOS SUBTIPOS DE AVCI, GRAVIDADE E PROGNOSTICO DE 3 MESES

Os subtipos de AVCI foram classificados de acordo com os critérios de TOAST
(ADAMS et al., 1993) e a NIHSS foi usada para classificagao da gravidade do AVCI como leve
(NIHSS <'5), moderada (NIHSS 5-14 ), ou grave (NIHSS >15) (BROTT et al., 1989).

Todos os pacientes foram tratados de acordo com as protocolos nacionais para o
tratamento do AVCI (ANDRE et al., 2012; BRASIL, 2013; OURIQUES MARTINS et al.,
2012). Apos trés meses, os pacientes ou seus familiares foram contatados via telefone e a Escala
de Rankin Modificada (mRS) (Anexo 2) foi utilizada para avaliacdo do grau de incapacidade
dos pacientes (BAGGIO et al., 2014; WANG et al., 2014).

Os participantes foram classificados como sobreviventes (mRS<6) ou ndo sobreviventes
(mRS=6) (PARK et al., 2015). Nos casos de 6bito, o avaliador solicitou a data do mesmo e,
também, foram consultados bancos de dados municipais quanto aos falecimentos. Os desfechos
de mortalidade foram definidos como qualquer causa de morte, com exce¢ao da morte acidental

(WEI et al., 2018).

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

Em até 24h da admissao hospitalar foi realizada a inclusao do paciente na pesquisa, com
coleta de dados e de amostras de sangue periférico. Uma avaliag¢do clinica e um questiondrio
padrao (Apéndice 2) foram utilizados para coleta dos dados demograficos (idade, sexo, etnia
autodeclarada), antropométricos (peso e estatura relatados pelos pacientes ou seus familiares),
indice de massa corporal (IMC) e dados clinicos como fatores de risco e relacionados ao AVCI,
antecedentes de doencgas pregressas, uso de medicacdes e habitos de vida.

A pressao arterial sistolica (PAS) e pressdo arterial diastdlica (PAD) basais foram
aferidas duas vezes e a média desses dois valores foi utilizada na analise estatistica dos dados.
HAS foi definida como PAS 140 mmHg ou PAD 90 mmHg apo6s a fase aguda do AVCI. O uso
de medicacao anti-hipertensiva também foi utilizado para o diagnéstico de HAS (JAMES et al.,
2014). O DMT?2 foi definido como um nivel de glicemia de jejum > 126 mg/dL, um nivel de
glicose sérica sem jejum > 200 mg/dL ou o uso de um medicamento hipoglicemiante

(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION PROFESSIONAL PRACTICE COMMITTEE,
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2022). Dislipidemia foi definida como a presenga de uma ou mais das concentragdes séricas
anormais de lipidios: colesterol total > 200 mg/dL, lipoproteina de baixa densidade (LDL)
colesterol > 130 mg/dL, lipoproteina de alta densidade (HDL) colesterol > 40 mg/dL e
triglicerideos > 150 mg/dL (NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM, 2002).

Os dados foram, também, obtidos por meio de consulta aos prontuarios médicos e a base

de dados LABBOS do Laboratorio de Analises Clinicas do HU/UEL

4.7 COLETA DE AMOSTRA BIOLOGICA E EXAMES LABORATORIAIS

A coleta de amostra de sangue periférico foi realizada em até 24 horas apds a admissao
do paciente em tubo de coleta & vidcuo sem anticoagulante e com os anticoagulantes acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e fluoreto de sédio. O soro e plasma foram obtidos apos
centrifugacdo 10 min 2500 r.p.m. e armazenados a -80°C até¢ o momento do uso.

O método imunofluorimétrico com imunoensaio de microesferas multiplex (Novex Life
Technologies, Frederick, EUA) foi utilizado para avaliar os niveis plasmaticos das citocinas
inflamatoérias IL-1p, IL-2, IL-6, IL-12p70 e TNF-a, de ICAM-1 soluvel (sICAM-1), VCAM-
1 soluvel (sVCAM-1), molécula 1 de adesdo celular endotelial plaquetéria solivel (sSPECAM-
1), E-selectina soluvel (sE -selectina) e P-selectina soluvel (sP-selectina). Utilizando a
plataforma Luminex no equipamento MAGPIX® (Luminex Corp., TX, EUA).

A homocisteina foi obtida por meio de imunoensaio de microparticula com
quimioluminescéncia, enquanto os marcadores metabolicos como glicose e o lipidograma, por

método automatizado.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis categoricas foram expressas em numeros absolutos (n) e porcentagem (%),
enquanto as varaveis continuas foram expressas em mediana e intervalo interquartil (IQR) de
25% e 75%, minimo e méaximo, quando apropriado.

Analises de tabelas de contingéncia (teste de X?) verificaram as associagdes entre
variaveis categoricas e grupos diagndsticos. Nos testes paramétricos, o teste de Kolmogorov-
Smirnov avaliou a normalidade da distribuicdo. Avaliamos as diferengas nas variaveis
continuas entre os grupos por meio da analise do teste de Mann Whitney ou Kruskal-Wallis

quando os dados ndo foram paramétricos. A transformacao logaritmica (Ln) de dados continuos
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foi utilizada na andlise de varidveis que ndo apresentavam distribuicdo normal ou quando havia
heterogeneidade de variancia avaliada pelo teste de Levene.

Para a analise dos resultados das citocinas, foram criados dois indices com os escores z
de cada resultado: inflamatério z(IL)-1+ zIL-2+ zIL-6+, zIL-12p70, zIL-17A, zIFN-y, ZTNF-
a; anti-inflamatério: zIL-4, zIL-10, zZTGF-B. A transformagdo em Z-score padronizado e
permitiu a comparagao de escores de distribuicao dispares (MAES; CARVALHO, 2018).

As correlagdes entre as CAM e variaveis clinicas, inflamatérias e anti-inflamatorias
foram avaliadas por meio dos coeficientes de correlagdo de Spearman. A analise do modelo
linear geral multivariado (GLM) avaliou os efeitos das varidveis explicativas nas varidveis
dependentes (sSPECAM-1, sVCAM-1, sICAM-1, sE-selectina, sP-selectina) com dados
sociodemograficos, clinicos, inflamatérios e anti-inflamatorios como variaveis independentes.
Testes para efeitos entre sujeitos avaliam os efeitos univariados de varidveis preditoras
significativas sobre as varidveis dependentes. O teste M de Box foi usado para testar a
homogeneidade das matrizes de covariancia.

A associagdo entre mortalidade apds trés meses de seguimento e CAM que apresentaram
associacao significativa na andlise univariada foi avaliada pelo método hierarquico de anélise
de regressdo logistica binaria. Com a definicdo da associacdo entre variaveis, aplicou-se a
Regressao de Cox com métodos hierarquicos para avaliar a taxa de sobrevida.

Os preditores de mortalidade foram avaliados usando a area sob a curva receiver
operating characteristic (AUC/ROC) como nossa medida de discriminagdo, com suavizagio
de Kernel para otimizar o método Youden-Index. A curva AUC/ROC reflete a capacidade dos
modelos de discriminar entre aqueles que sobrevivem e os que ndo sobrevivem. O valor
preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), sensibilidade e especificidade,
usando modelos combinados, também foram determinados.

A partir dos dados obtidos no presente estudo, foram geradas aleatoriamente 500
amostras bootstrap de mesmo tamanho, obtidas por reamostragem e reposi¢ao de cada amostra,
para o teste de validagdo. As andlises estatisticas foram realizadas usando o Ambiente R (R

Development Core Team 2022).
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5 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados e discutidos no artigo original a seguir, o qual sera
submetido para publicacao em revista internacional nas areas de neurologia/ acidente vascular

encefalico isquémico / neuroinflamagao/ neuroimunologia

5.1 ARTIGO 1:
Baseline severity and soluble vascular cell adhesion molecule 1 (sVCAM-1) as biomarker

predictors of short-term mortality in acute ischemic stroke
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ABSTRACT

Background: Clinical, laboratory, and imaging biomarkers have been studied as potential
biomarkers for predicting short-term prognosis and death in patients with acute ischemic stroke
(IS). However, most results have evaluated a single biomarker with conflicting results.
Objective: To evaluate the association between plasma levels of cell adhesion molecules
(MAC:s) and risk factors, subtypes, severity and mortality of acute IS, as well as to identify a
panel of biomarkers to predict the short-term mortality after IS.

Methods: The study prospectively evaluated 132 IS patients within 24 h of their hospital
admission. The IS subtypes were defined using the Trial of ORG 10172 in Acute Stroke
Treatment (TOAST) criteria. Demographic, anthropometric, clinical, and laboratory
(inflammatory and anti-inflammatory cytokines and soluble MACs) data were evaluated. The
IS baseline severity was assessed using the NIHSS and categorized as mild (NIHSS<S),
moderate (NIHSS 5-14) and severe (NIHSS>15). Mortality was assessed three months after the
IS. The modified Rankin scale (mRS) was applied, and patients were categorized as survivors
(mRS<6) and non-survivors (mRS = 6).

Results: Twenty-nine (21.9%) of the 132 patients who were followed up on three months
following their study admission did not survive. Non-survivors showed higher NIHSS and
sVCAM-1 than survivors. sVCAM-1 levels were associated with mortality (p=0.001). Large
artery atherosclerosis stroke (LAAS) having higher sVCAM-1 serum levels than lacunar infarct
(LAC) (p=0.011) and other determined etiology (ODE) (p=0.009) in univariate analysis. The
model combining the sVCAM-1 and NIHSS showed better results to predict short-term
mortality than the models with sVCAM-1 and NIHSS alone. NIHSS and sVCAM-1 together
showed an area under the curve receiving operating characteristics (AUC/ROC) of 0.8841 [95%
confidence interval (CI): 0.795-0.941], whereas NIHSS and sVCAM-1 showed an AUC/ROC
of 0.723 (95% CI: 0.581-0.821) and 0.844 (95% CI: 0.732-0.9410), respectively. Together,
NIHSS and sVCAM-1 correctly classified 86.5% of cases, with a positive predictive value of
68.0% and a negative predictive value of 91.3%.

Conclusion: sVCAM-1 values together with the high severity score of IS (NIHSS) obtained
within 24 hours of hospital admission were predictors of higher mortality at three-month follow
up in patients with IS. Therefore, the use of a combined model of these biomarkers can early
predict the prognosis of patients with IS who may benefit from therapeutic measures of
personalized therapy that taken into account these biomarkers. Moreover, this result suggests

that VCAM-1 might be an interesting target for the therapeutic strategies in IS.



O o0 9 N N B~ W N =

W W W W W N N N N N N N N N N R e e e e e e
AW N = O O 0 NN R WD = O VO 0NN R WD —= O

48
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Introduction

Stroke is the world's second-leading cause of death and the third-leading cause of death
and disability combined, and ischemic stroke (IS) is the most common type of stroke (FEIGIN
et al., 2021). Clinical ratings, imaging and laboratory testing have all been studied as potential
biomarkers for predicting short-term prognosis and mortality in patients with acute IS
(LEHMANN et al., 2021a; MARTA-ENGUITA et al.,2021; REICHE et al.,2019; LEHMANN
et al., 2015).

The National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) is used to measure the severity
of neurologic deficits and track the clinical evolution of the patient with stroke (BROTT et al.,
1989). NIHSS evaluates 15 items in a neurological examination: eye movements, visual fields,
motor and sensory deficits, ataxia, speech, cognition, and inattention. Patients are scored from
zero (no deficit) to 42 (highest deficit) at the conclusion (BROTT et al., 1989). Previous studies
have indicated that NIHSS scores associated or not with other markers may be useful to predict
functional prognosis and mortality after IS (CHEN et al., 2021; LEHMANN et al., 2021b;
OZKAN et al., 2013; SABER; SAVER, 2020; ZHAO et al., 2018).

Blood biomarkers independent of other clinical predictors can help define an applicable
laboratory predictor in prognostic scores (RICHARD et al., 2015). In the specific case of
atherothrombotic stroke, the nature of the biomarkers is expected to be inflammatory or lipid-
related because of their involvement in atherosclerosis (PUIG et al., 2020). An inflammatory
condition plays a vital role at all stages of the ischemic cascade, starting from the cessation of
flow to the late regenerative processes associated with the repair of ischemic tissues (PAULUK
et al., 2020).

With the transendothelial migration of leukocytes in the Blood Brain Barrier (BBB), the
expression of CAMs, inflammatory and anti-inflammatory molecules play a significant role in
pathophysiology and the development and prognosis of ischemia damage in acute IS
(LEHMANN et al., 2021; RICHARD et al., 2015; SUPANC et al., 2011). One of the most
essential CAMs is vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1). VCAM-1 is a glycoprotein
found on the surface of cells of the endothelium and is also available in a soluble form (sVCAM-
1), which is the result of the ectodomain of VCAM-1 being released. VCAM-1 is involved in
the recruitment of inflammatory cells and consequently the development of atherosclerotic
plaques. Its levels are upregulated by interleukin (IL)-1B, tumor necrosis factor (TNF)-o and

reactive oxygen species (ROS) (GHAISAS et al., 1997; SINGH et al., 2005; LIN et al., 2015;
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COOK-MILLS et al., 2011). Previous studies have reported that sVCAM-1 is a predictor of
cardiovascular events, such as heart attacks and IS (DE LEMOS et al., 2000; MULVIHILL et
al., 2001; HAYEK et al., 2021). Studies have shown that apart from E-selectin and P-selectin,
the soluble intercellular adhesion molecule 1 (SICAM-1) and sVCAM-1 concentrations are
increased in IS patients (FRIJNS and KAPPELLE, 2002), although the results are contradictory.
Elevated concentrations of sSVCAM-1 were observed in three (FASSBENDER et al., 1995;
BITSCH et al., 1998; BLANN et al., 1999) of four studies (FRIJINS et al., 1997, FASSBENDER
et al., 1995; BITSCH et al., 1998; BLANN et al., 1999).

The clinical relevance of confirming the role of CAMs in the prognosis of IS, might be
their useful as indicators and therapeutic targets in patients with IS (LEHMANN et al., 2021;
PATEL et al., 2020; RAMIRO et al., 2018; RICHARD et al., 2015; SUPANC et al., 2011). IS
biomarkers of high specificity and sensitivity should be able to diagnose and differentiate
between intracerebral hemorrhage (ICH) and acute IS, to predict prognosis after IS and to
facilitate patient stratification for therapeutic intervention (HASAN et al., 2012).

In ischemia and hypoxia, ICAM-1 and VCAM-1 have been extensively studied. ICAM-
1 levels were significantly increased in the brain three hours after IS, peaked between six and
twelve hours, and remained elevated for five days (WANG and FEUERSTEIN, 1995). Whether
VCAM-1 levels are elevated after IS are still debatable (MA et al., 2013). While Blann et al.
(1999) found high expression of VCAM-1 by astrocytes and endothelial cells in the ischemic
area from the IS patients, Vemuganti et al (2004) showed that VCAM-1 mRNA expression was
never changed in the ipsilateral cortex between three and 72 hours after reperfusion.

Therefore, to clarify this issue, we investigated the association between plasma levels
of cell adhesion molecules (MACs) and risk factors, subtypes, severity and mortality of acute

IS, as well as to identify a panel of biomarkers to predict the short-term mortality after IS.

Material and Methods
Subjects

This study included 132 eligible participants of both sexes with acute neurological signs
or symptoms attributed to IS, confirmed by brain computed tomography and clinical
examination. The patients with IS were recruited at the emergency room of the University
Hospital, State University of Londrina in Londrina, Parand, from January 2017 to January 2018.
The IS subtypes were classified according to the Trial of Org in 10172 Acute Stroke Treatment
(TOAST) criteria (ADAMS et al., 1993); the NIHSS was used to classify IS severity as mild
(NIHSS < 5), moderate (NIHSS 5-14), or severe (NIHSS >15) (BROTT et al., 1989). All the
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patients were treated according to national standards for the treatment of IS (OLIVEIRA-
FILHO et al., 2012; BRASIL, 2013; MARTINS et al., 2012). After three months, patients or
their families were contacted via telephone (WANG et al., 2014), and the Modified Rankin
Scale (mRS) was used to assess the degree of disability in the IS patients. With this score, the
patients were classified as survivors (mRS<6) or non-survivors (mRS= 6) (PARK et al., 2015)

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

A clinical evaluation and a standard questionnaire were used to obtain demographic,
lifestyle, and medical data. Anthropometric measurements included weight and height as
reported by patients or their families. Body mass index (BMI) was determined using weight
(kg) divided by height (m) squared. Caucasian and non-Caucasian were self-reported. Baseline
systolic and diastolic blood pressures (SBP and DBP, respectively) were taken twice and the
mean of these two values was utilized in the analysis; systemic arterial hypertension (SAH) was
defined as SBP 140 mmHg or DBP 90 mmHg following the acute phase of IS. Antihypertensive
medication use was also utilized to diagnose SAH (JAMES et al., 2014). Type 2 diabetes
mellitus (T2DM) was defined as a fasting blood glucose level of 126 mg/dL, a non-fasting
serum glucose level of 200 mg/dL, or the use of hypoglycemic drugs (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION PROFESSIONAL PRACTICE COMMITTEE, 2022). Dyslipidemia was
defined as the presence of one or more of the abnormal serum lipid concentrations: total
cholesterol > 200 mg/dL, low-density lipoprotein (LDL) cholesterol > 130 mg/dL, high-density
lipoprotein (HDL) cholesterol < 40 mg/dL, and triglycerides > 150 mg/dL. (NATIONAL
CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM, 2002).

The protocol was authorized by the State University of Londrina's Institutional Research
Ethic Committee in Parand, Brazil (CAAE 61361416.9.0000.5231). All of the patients gave
their informed consent. When the IS patients were unable to communicate, their legal guardians

signed a consent form.
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Laboratory markers

Peripheral blood samples were collected in a vacuum collection tube without
anticoagulant and with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and sodium fluoride
anticoagulants within 24 hours of patient admission. After centrifugation for 10 minutes at 2500
rpm, serum and plasma samples were collected, aliquoted and kept at -80°C until use.

The immunofluorimetric approach with multiplex microsphere immunoassay (Novex
Life Technologies, Frederick, USA) was used to assess the plasma levels of IL-1p, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-12p70, transforming growth factor (TGF)-p and TNF-a, as well as the plasma
levels of SICAM-1, sVCAM-1, soluble platelet endothelial cell adhesion molecule 1 (sSPECAM-
1), soluble E-selectin (sE-selectin), and soluble P-selectin (sP-selectin) using the Luminex
platform on the MAGPIX® equipment (Luminex Corp., TX, USA).

Homocysteine was obtained by microparticle immunoassay with chemiluminescence,
while metabolic markers such as glucose and lipidogram were obtained by an automated

method.

Statistical analysis

Analyses of contingency tables checked the associations between categorical
variables and diagnostic groups. In parametric tests, the Kolmogorov—Smirnov test assesses
normality of distribution. The Mann-Whitney test was used for non-parametric data.
Logarithmic (Ln) transformation of continuous data was used in the analysis when the variables
were not normally distributed or when there was heterogeneity of variance as assessed with the
Levene test, and transformation in Z-score standardized and allowed comparison of disparate
distribution scores (Maes; Carvalho, 2018). For the analysis of cytokine results, two indexes,
with z scores, were proposed: inflammatory: z(IL)-1+ zIL-2+ zIL-6+, zIL-12p70, zIL-17A,
zIFN-y, zZTNF-0; anti-inflammatory: zIL-4, zIL-10, zZTGF-B. The values of NIHSS and
sVCAM-1 were also transformed as Z scores, and a composite score reflecting the NIHSS +
sVCAM-1 was computed.

We assessed the differences in continuous variables between groups using an analysis
of the Mann Whitney or Kruskal-Wallis test. Continuous variables were expressed as an
absolute number (n) and a percentage (%), while categorical variables were expressed as a
median and an interquartile range (IQR). The correlations between CAMs and clinical and
inflammatory variables were assessed using Spearman correlation coefficients. Multivariate
general linear model (GLM) analysis assessed the effects of explanatory variables on dependent

variables (SPECAM-1, sVCAM-1, sSICAM-1, sE-Selectin, sP-Selectin) with sociodemographic,
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clinical, and inflammatory data with independent variables. Tests for between-subject effects
assess the univariate effects of significant predictor variables on the dependent variables. Box’s
M statistic was used to test for the homogeneity of covariance matrices.

The association between mortality after three-months of follow-up and CAMs with
significant association in univariate analysis was evaluated using the hierarchy method of
binary logistic regression analysis. After defining the association between NIHSS and CAMs
significantly obtained, Cox Regression with hierarchy methods was applied to evaluate the
survival rate. The predictors of mortality were assessed using the area under the receiver
operating characteristic (AUC/ROC) curve as our measure of discrimination, with Kernel
smoothing for optimizing the Youden-Index method. The AUC/ROC curve reflects the models’
ability to discriminate between those with survivors and those without. The positive predictive
value (PPV), negative predictive value (NPV), sensitivity, and specificity using combined
models were also determined. Moreover, the odds ratio (OR) and 95% confidence interval (CI)
were also determined. The non-parametric bootstrap method was used to simulate real-world
situations as well as validate the tests. From the data obtained from the present study, we
randomly generated 500 bootstrap samples of the same size, obtained by resampling and
replacement of each sample, for the validation test. Statistical analyses were performed using

Environment R (R Development Core Team 2020).

Results

Sociodemographic and clinical data

Table 1 shows the baseline demographic and clinical characteristics of IS patients who
were measured according to three-month outcome mortality. This study enrolled a total of 132
participants who were eligible. The median age (IQR) for the group was 66.8 years (56.0-75.5).
There were 62 men (47.0%) and 70 women (53.0%) in the sample. In terms of ethnicity, 88
(66.7%) self-declared as Caucasian, 42 (31.8%) non-Caucasian and 2 (1.5%) did not present
this record. There were 93 (70.4%) patients with SAH, 38 (28.8%) with T2DM, 58 (43.9%)
with dyslipidemia, and 26 (19.7%) who were current smokers. The median BMI was 27.1 (24.1-
30.1). According to TOAST criteria, the IS subtypes were large-artery atherosclerosis stroke
(LAAS) in 38 (29.2%), cardioembolism (CEI) in 32 (24.6%), lacunar (LAC) in 33 (25.4%),
other determined etiology (ODE) in 7 (5.4%), and undetermined etiology (UDE) in 20 (15.4%)
patients. Twenty-nine (21.9%) of the 132 patients who were followed up on three months

following their study admission did not survive (Table 1).
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In the univariate analysis, the non-survivors were older (p=0.001) than the survivors.
There was no significant difference between the subgroups in terms of sex, ethnicity, BMI,
current smoking, SAH, T2DM, or dyslipidemia, and TOAST subtype (p>0.05). On admission,
the NIHSS score ranged from 0 to 24, and survivors had a lower NIHSS score, with a median
(IQR) of 6.0 (3.0-12.0), compared to non-survivors, who had a median of 19.0 (12.0-22.5) (p
<0.001). Regarding the CAMs, sVCAM-1 levels were found to be substantially linked with
mortality, with non-survivors having greater levels than survivors (p=0.001). Other CAMs,
including SPECAM-1, sICAM-1, sE-selectin, and sP-selectin, were not associated with short-
term mortality (p>0.05). Moreover, the index anti-inflammatory and inflammatory were not

associated with this outcome.

Effects of variables on cell adhesion molecules

Table 2 shows the results of a multivariate GLM analysis with SICAM-1, sVCAM-1,
sPECAM-1, sP-Selectin, and sE-Selectin as dependent variables and sociodemographic,
comorbidity, and inflammatory and anti-inflammatory biomarkers as explanatory variables. All
CAMs (z score transformed) presented equality of variances by Levene's error test (p>0.05)
and the GLM showed equality of variances by test of covariance matrices (p=0.160). The partial
eta squared (R?) statistic was used to determine the magnitude of the effect of various variables
in the model. When sICAM-1, sVCAM-1, sPECAM, sP-selectin, and sE-selectin were
combined as dependent variables, the explanatory variables age, current smoking and anti-
inflammatory index biomarkers exerted significant and strong effect of 24.4%, 25.1%, and
24.0%, respectively, in the variation of these molecules. The effects of T2DM, dyslipidemia,
homocysteine, and inflammatory biomarkers were mild. When these CAMs were evaluated
individually, age and homocysteine had a mild effect on the sVCAM-1 levels (14.2% and
10.0%, respectively) and age, smoking, dyslipidemia, inflammatory and anti-inflammatory

biomarkers all exerted a moderate effect on SPECAM-1 levels.

Cell adhesion molecules according to TOAST

Serum levels of SPECAM-1, sICAM-1, sP-Selectin, and sE-Selectin did not differ
according to the TOAST subtype (p>0.05) (data not shown). On the other hand, sVCAM-1
levels were associated with TOAST (p=0.016), with the LAAS subtype having higher serum
levels when compared to the LAC (p=0.011) and ODE (p=0.009) (Figure 1). When the CAMs
were analyzed in a dichotomized group, LAAS versus non-LAAS, the LAAS subtype was
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associated with higher levels of sSVCAM-1 (p=0.022) when compared to the non-LAAS.

However, after adjusting by age, this association did not remain significant (p> 0.05).

Cell adhesion molecules and mortality

The levels of sVCAM-1 were positively correlated with age (r=0.418, p<0.001),
homocysteine (=0.276, p=0.004), NIHSS (r=0.284, p= 0.011), and mRS (r=0.280, p=0.007).
Patients with higher levels of sVCAM-1 had high severity on admission, as well as higher
disability and mortality at the three-month follow-up (Figure 2).

In order to evaluate the sSVCAM-1 as a predictor of three-month mortality, logistic
regression analysis with the hierarchical method and confirmed stepwise method was
performed (Table 3). In the first model, merely NIHSS was analyzed and showed an OR of
5.284 (95% CI: 2.616-10.671, p<0.001) and explained 44.8% of outcome, with correctly
classified 87.5% of cases (x>=35.915, p<0.001). As at #1 model, the objective of #2 model was
to evaluate the effect of only sVCAM-1 and the results showed an OR 0f2.206 (95% CI: 1.363-
3.572, p=0.001) and explained 16.3% of outcome, with correctly classified 78.0% of cases
(x>=12.401, p<0.001). In the #3 model, we observed that sVCAM-1 has a significant effect in
the first model (Block: x*=10.189 p=0.001, Model: x*=46.104, p<0.001). Together, sVCAM-1
and NIHSS explained 54.9% of the outcomes and correctly classified 86.5% of cases. In the #4
model, we added age and homocysteine variables in two blocks to evaluate the importance of
these variables in this regression model. However, both showed no contribution to the
prediction of three-month mortality (x>=0.366, p=0.545 and x>=0.737, p=0.391, respectively).

In the Cox regression analysis, hierarchical regression models confirmed the association
of NIHSS and sVCAM-1 with mortality after three-months of follow-up. In the #1 and #2
models, higher NIHSS (OR: 3.138, 95% CI: 2.165-4.548, p<0001) and higher serum sVCAM-
1 levels (OR: 1.683, 95%CI: 1.277-2.216 (p<0.001) were shown to be associated with mortality.
In the #3 regression model, there was a significant effect of sVCAM-1 with the model just with
NIHSS (x?>=7.49, p=0.005); together, these variables showed a concordance of 0.860. When age
was added to the model, no effect was obtained (x*>=0.005, p=0.941) (Table 4).

Further, the non-parametric bootstrapping method was used to simulate real-world
situations as well as to validate these results. NIHSS and sVCAM-1 did not have a normal
distribution; therefore, we assessed the robust cut-off of short-term mortality using the method
of Kernel smoothing for optimizing the Youden-Index and the 95% CI was calculated with 500
bootstrapping. The optimal cut-off values for predicting the three-month mortality for NIHSS
and sVCAM-1 were 12.298 and 389.60 ng/L, respectively. The combination of both variables
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showed significant differences in the ROC, as well as PPV and PNV for mortality outcome.
The NIHSS and sVCAM-1 single models performed not as well [AUC of 0.723 (95% CI: 0.581-
0.821) for NIHSS and AUC of 0.844 (95% CI: 0.732- 0.91) for sVCAM-1] than the combined
model with NIHSS and sVCAM-1 (AUC of 0.8841, 95% CI: 0.795-0.941). NIHSS was showed
as a potential biomarker to predict mortality in IS patients, with a PPV and NPV of 0.4651
(46.5%) and 0.9047 (90.5%), respectively. In addition, sVCAM-1 is another potential
biomarker to predict mortality in these patients, with a PPV and NPV of 0.487 (48.7%) and
0.876 (87.6%), respectively. Moreover, when both biomarkers were analyzed in a combined

model, the PPV and NPV were 0.68 (68.0%) and 0.9135 (91.3%), respectively (Table 5).
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Characteristics of patients with acute ischemic stroke according to short-term

Characteristics Survivors Non-Survivors df p value
(n=103) (n=29)
Age (years) 66.0 (55.0-75.0) 73.0 (67.0-81.0)  1/132 0.001
Sex 1/132
Male 46 (44.7) 16 (55.2) 1 0.316
Female 57 (55.3) 13 (44.8)
Ethnicity 1/130
Caucasian 67 (65.7) 21 (75.0) 1 0.351
Non-Caucasian 35(34.3) 7 (25.0)
Body mass index (kg/m?) 26.8 (24.4-30.1) 26.1 (22.8-30.4)  1/108 0.597
Current smoking 19 (20.7) 7 (25.0) 1/120 0.625
SAH 73 (73.0) 20 (71.4) 1/128 0.953
T2DM 33 (33.0) 5(17.9) 1/128 0.121
Dyslipidemia 46 (46.0) 12 (42.9) 1/128 0.768
Antihypertensive use 73 (73.0) 18 (64.3) 1/128 0.369
Antidiabetic drug use 20 (20.2) 5(17.9) 1/127 0.783
Lipid-lowering use 35(35.0) 10 (37.7) 1/128 0.944
Antiaggregating use 33 (33.0) 12 (42.9) 1/128 0.334
NIHSS Median (IQR) 6.0 (3.0-12.0) 19.0 (12.0-22.5)  1/127 <0.001
Minimum-Maximum 0-24 4-32
IS subtypes (TOAST) 4/130 0.472
LAAS 29 (28.4) 9(32.1)
Cardioembolic 23 (22.5) 9(32.1)
Lacunar 28 (27.5) 5(17.9)
Other determined etiology 6 (5.9) 1(3.6)
Undetermined etiology 16 (15.7) 4 (14.3)
Cell adhesion molecules 1/109
SPECAM-1 (ng/mL) 14.16 14.00 0.746
(11,48-17,018) (11.69-15.99)
sICAM-1 (ng/mL) 44.69 29.54 0.303

(24.47-147.07)

(24.31-596.06)
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sVCAM-1 (ng/mL) 325.32 421.69 0.001
(275.25-381.96) (97.89-708.06)

sE-Selectin (ng/mL) 49.27 60.87 0.614
(36.87-70.05) (36.36-70.80)

sP-Selectin (ng/mL) 48.65 50145 0.629
(36.61-67.34) (41.49-70.21)

zInflammatory index -0.89 (-4.06-4.01) 0.73 (-0.02-5.22)  1/106 0.091

zAnti-inflammatory index 022 (-2.0-1.17)  0.61(-0.65-2.55) 1/104  0.352

The continuous variables were expressed as median and 25%-75% interquartile range (IQR);
the categorical variables were expressed as number (n) and percentage (%). df: degrees of
freedom; IS: acute ischemic stroke; T2DM: type 2 diabetes mellitus; NIHSS: National Institute
of Health Stroke Scale; mRS: modified Rankin Scale; mRS <3: mild functional impairment;
mRS >3: moderate/severe functional impairment; TOAST: Trial of Org in 10172 Acute Stroke
Treatment; LAAS: Large artery atherosclerosis stroke; SPECAM-1: soluble platelet endothelial
cell adhesion molecule-1; sSICAM-1: soluble intercellular adhesion molecule-1; sVCAM-1:
soluble vascular cell adhesion molecule-1.

zInflammatory: interleukin z(IL)-1+ zIL-2+ zIL-6+, zIL-12p70, zIL-17A, zIFN-y, zZTNF-a.
zAnti-inflammatory: interleukin zIL-4, zIL-10, zZTGF-f.
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1  Table 2 Results of multivariate general linear model (GLM) analysis with cell adhesion

2 molecules as dependent variables and demographic and clinical characteristics as explanatory

3  wvariables

Dependent Explanatory Eta partial
variable variables af i pvalue square
sICAM-1 Age 5/76 4.587 0.001 0.244
sVCAM-1 Sex 5/76 1.132 0.352 -
sPECAM BMI 5/76 0.535 0.749 -

sP-Selectin Current Smoking 5/76 4.785 0.001 0.251

sE-Selectin Hypertension 5/76 0.416 0.836 -

T2DM 5/76 2.104 0.088 0.126

Dyslipidemia 5/76 3.088 0.014 0.179

Homocysteine 5/76 2.372 0.048 0.143

Inflammatory 5/76 1.979 0.096 0.119

Anti-inflammatory 5/76 4.483 0.001 0.240

sICAM-1 Anti-inflammatory (-) 1/89 3.722 0.057 0.047
sVCAM-1 Age (+) 1/89 12.396 0.001 0.142
Homocysteine (+) 1/89 9.089 0.004 0.108

sPECAM-1 Age (+) 1/89 7.879 0.006 0.095
Smoking (+) 1/89 9.353 0.003 0.108

T2DM (+) 1/89  6.186 0.0150 0.076

Dyslipidemia (-) 1/89 13.313 <0.001 0.151

Inflammatory (+) 1/89 6.930 0.010 0.085
Anti-Inflammatory (-) 1/89 9.127 0.003 0.108

sP-Selectin Smoking (+) 1/89 5.052 0.028 0.063
sE-Selectin T2DM (+) 1/89 7.017 0.010 0.086

—_
S O 0N N B

11
12
13

df: Degrees of freedom; BMI: Body mass index; T2DM:type 2 diabetes mellitus; SPECAM-
1: soluble platelet endothelial cell adhesion molecule-1; sSICAM-1: soluble intercellular
adhesion molecule-1; sVCAM-1: soluble vascular cell adhesion molecule-1; Inflammatory:
interleukin (IL)-1pB, IL-2, IL-6, IL-12p70, IL-17A, Tumor necrosis factor (TNF)-a, Interferon
(IFN)-y; Anti-inflammatory: IL-4, IL-10, transforming growth factor beta (TGF)-f. The use
of anti-hypertensive, hypoglycemic and lipid-lowering drugs did not alter the results (data not
shown). All dependent variables presented equality of variances (p>0.05) (Levene test).
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Figure 1 sSVCAM-1 serum levels according to the ischemic stroke TOAST subtypes. Box-plots
depict the median and interquartile range (IQR) of each group.

Error bars represent limits intervals. Statistically significant differences were observed between
the LAAS and Lacunar (p=0.011) and Other determined etiology (p=0.009).

sVCAM-1: soluble vascular cell adhesion molecule-1; TOAST: Trial of Org in 10172 Acute
Stroke Treatment; LAAS: Large artery atherosclerosis stroke; Other: other determined
etiology; Undetermined: Undetermined etiology
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Figure 2 Correlation between sVCAM-1 with age (A), homocysteine (B), NIHSS at
admission (C) and functional impairment (mRS) three-months follow up.

sVCAM-1: soluble vascular cell adhesion molecule-1; NIHSS: National Institute of Health
Stroke Scale; mRS: modified Rankin Scale.
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Table 3 Models of logistic regression analysis with mortality three-months follow up

outcome as dependent variable in patients with acute ischemic stroke

Significant 5 R?
Model  explanatory B Wald  df value OR 95% CI Nagel-
variables kerke
#1 zNIHSS 1.665 21541 1 <0.001 5.284 2.616-10.671 0.448
#2 zsVCAM-1  0.791 10358 1 0.001  2.206 1.363-3.572  0.163
#3 zNIHSS 1.718 18959 1 <0.001 5.573 2.572-12.075 0.549
zsVCAM-1  0.875  8.499 1 0.004 2.355 1.324-4.189
#4 zNIHSS 1.720 17362 1  <0.001 5.583 2.486-12.537  0.550
zsVCAM-1  0.859  6.665 1 0.010 2.361  1.230-4.532
zAge 0.250  0.350 1 0.554 1.284 0.333-1.551
- 0.707 1 0.400 0.719 0.333-1.551
aHey 0.330

All variables were analyzed in z score (normalized). sVCAM-1: soluble vascular cell adhesion
molecule 1; OR: Odds Ratio; CI: confidence interval; NIHSS: National Institute of Health

Stroke Scale; Hey: homocysteine;
Model #1: Omnibus test (X*=35.915,

%=87.5;

Model #2: Omnibus test (X*=35.915,

%=78.0;

Model #3: Omnibus test (X*=46.104,

%=87.5;

Model #4: Omnibus test (X*=47.205,

%=86.0.

df 1, p<0,001);
df 1, p<0,001);
df 2, p<0,001);

df 4, p<0,001);

sensitivity=96.3%; specificity=56.5;
sensitivity=96.3%; specificity=16.0;
sensitivity=96.4%; specificity=56.5;

sensitivity=95.1%; specificity=56.5;
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Table 4 Cox Regression analysis with mortality three-months follow up outcome as dependent

variable in patients with acute ischemic stroke

Significant
Concor
Regression  explanatory B Wald OR 95% CI
P value dance
variables

#1 zNIHSS 1.143 36460 <0.001 3.138  2.165-4.548 0.808
#2 zsVCAM-1  1.6826  13.700  <0.001  1.683 1.277-2.216 0.702
#3 zNIHSS 1.216  32.896 <0.001 3.376  2.230-5.112 0.860

zsVCAM-1  0.484 9.079 0.002 1.624  1.185-2.225
#4 zNIHSS 1.209 27.94 <0.001 3357  2.144-5.254 0.861

zsVCAM-1 0477 6.930 0.008 1.615 1.132-2.303

zAge 0.022 0.005 0.941 1.020  0.572-1.826

All variables were analyzed in z score (normalized); sVCAM-1: soluble vascular cell adhesion
molecule 1; OR: Odds Ratio; CI: confidence interval, NIHSS: National Institute of Health

Stroke Scale
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Table 5 Analysis of cutoff for short-term mortality using Kernel smoothing test for optimizing
Youden-Index in patients with acute ischemic stroke
Non- Cutoff AUC  Sensiti Especifi TP FN FP TN
survivor/ vity city
Survivor
sVCAM-1 25/84 389.60 0.7233 0.6785  0.7619 19 9 20 o4
(ng/mL)
NIHSS 28/99 12.298 0.844 0.7143  0.7677 20 8 23 76
zNIHSS+ 24/82 0.7948 0.8841 0.7083  0.9024 17 7 8 74
zsVCAM-1
All variables were analyzed in z score (normalized).
NIHSS: National Institute of Health Stroke Scale; sVCAM-1: soluble vascular cell adhesion
molecule-1. AUC: area under curve — Youden Kernel smoothing test
NIHSS SVCAM-1 SVCAM-1 + NIHSS
@ | «© | @
o o o
J L - L -
< S S
o o o
Q Q Q
(=0 T T T T T (= T T T T T (= T T T T T
0.0 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 1.0 0.0 02 04 06 08 1.0
FPF FPF FPF
Figure 3 Receiver operating characteristic (ROC) curve to distinguish patients with acute
ischemic stroke who survived from those who non-survived. A) using the National Institute of
Health Scale Score (NIHSS) with area under curve (AUC) of 0.844; B) using serum levels of
soluble vascular cell adhesion molecule 1 (sVCAM-1) with AUC of 0.7233; and C) using both
sVCAM-1 and NIHSS with AUC of 0.8841.
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Discussion

The main finding of the present study is that both biomarkers (NIHSS and sVCAM-1)
obtained within 24 hours of a patient's hospital admission and diagnosed with IS performed
well in predicting short-term mortality. When used together, these two biomarkers correctly
classified 88.4% of the IS patients regarding their short-term mortality. This study highlights
the role of NIHSS and sVCAM-1 in the prediction of mortality following the IS.

The application of the NIHSS is well-established in the literature and in IS therapy
guidelines. It's even used as a criterion for deciding on reperfusion therapy and monitoring the
patient's progress (POWERS, 2020). Previous research indicates that NIHSS scores, whether
or not they are related to other indicators, may be effective in predicting functional prognosis
and death following stroke (CHEN et al., 2021; OZKAN et al., 2013; SABER; SAVER, 2020;
ZHAO etal., 2018; LEHMANN et al. 2021b). According to Lehman et al. (2021b), high NIHSS
readings at admission strongly predict short-term functional impairment as well as mortality
three months after IS.

Given the close pathophysiological relationship between neuroinflammatory mediators
and processes related to poor outcome in IS, the role of molecules that are part of different
inflammatory pathways, such as acute phase proteins, pro-inflammatory and anti-inflammatory
cytokines, and endothelial dysfunction as prognostic biomarkers of IS may be expected. CAMs
play a key role in leukocyte infiltration into active endothelia and their expression increases
after ischemic injury. CAMs mediate the molecular interactions between endothelium and
leukocytes: rolling, adherence, and transendothelial migration of leukocytes that are required
for these cells to pass through the BBB and reach the ischemic brain (KRIEGLSTEIN;
GRANGER, 2001; RAMIRO et al., 2018; YANG et al., 2019). The immunoglobulin gene
superfamily (ICAM-1 and 2, VCAM-1, and PECAM-1), selectins (E-, P-, and L-selectin), and
integrins are types of CAMs. These molecules have been investigated as biomarkers and
treatment targets for IS (KRIEGLSTEIN; GRANGER, 2001; RAMIRO et al., 2018; YANG et
al., 2019).

VCAM-1 is a protein expressed on the surface of endothelial cells. Its expression is
minimal on unstimulated endothelium but is upregulated by a number of pro-inflammatory
cytokines, such as IL-1p and TNF-a.. The adherence of lymphocytes and monocytes in inflamed
vascular beds is mediated by the VCAM-1 (KRIEGLSTEIN; GRANGER, 2001; RAMIRO et
al., 2018; YANG et al., 2019).

Previous research indicates that factors such as age and smoking influence VCAM-1

levels. Cavusoglu et al. (2004) found levels of soluble VCAM-1 (sVCAM-1) in smokers are
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substantially higher than in nonsmokers. Smoking possibly causes an increase in sSVCAM-1,
which could be another mechanism for cigarette smoking's negative effects on the
atherosclerotic process and its consequences.

Regarding the positive effect of age on the sSVCAM-1, our result is in agreement with
previous studies. Purschwitz et al. (2001) and Miles et al. (1997) reported an age-dependent
increase in sSVCAM-1 and sSICAM-1 in human subjects. During aging, accumulated ROS and
reactive nitrogen species (RNS) are accompanied with a decrease in total thiol contents, which
leads to a net increase in oxidative stress. Consequently, vascular endothelial cells induce
activation/dysfunction with increased levels of sE-selectin, sP-selectin, sVCAM-1, and
sICAM-1, contributing to increased incidence of vascular diseases during aging (ZOU et al.
2004). These authors showed that old animals exhibited the largest amounts of CAMs implying
an increased susceptibility and sensitivity to the inflammatory stimulus with age underscoring
the essential role that inflammation plays in age-related alterations of CAMs (ZOU et al., 2004).
On the other hand, Morisaki et al. (1997) showed that sVCAM-1 is positively correlated to age,
but not sSICAM-1 and decreased levels of sE-selectin, SICAM-1, and sVCAM-1 with age were
suggested (NASH et al., 1996).

Other biomarkers that exert a role in the CAMs in the present study was homocysteine.
Homocysteine has also been studied as a factor that stimulates the expression of VCAM-1 and
affects the progression of atherosclerotic lesions. Silverman et al. (2002) demonstrated
increased adhesion of monocytes to VCAM-1-dependent endothelial cells after treatment of
aortic endothelial cells with homocysteine but without explaining the underlying mechanism.
Caluccio et al. (2007) demonstrated that homocysteine affects the expression of CAMs, mainly
VCAM-1, by increasing their gene expression. Our findings are in agreement with these studies
in which age, homocysteine, and smoking had an effect on CAMs, with age and homocysteine
correlated with sVCAM-1 levels.

The immunocytochemical study of brain tissue from patients who died of IS revealed
intense expression of VCAM-1 by endothelial cells and infarct astrocytes. (RAMIRO et al.,
2018; ZAREMBA; LOSY, 2002). When VCAM-1 levels were compared between IS patients
and controls, several authors found that the IS group had higher levels (BITSCH et al., 1998;
BLANN, 1999; LICATA et al., 2009; TUTTOLOMONDO et al., 2009). The increase in
sVCAM-1 was also observed by Blann et al. (1999) when compared healthy controls and
individuals with carotid atherosclerosis, and in Fassbender et al. (1995) when compared health
controls with individuals with vascular risk factors. It could be due to VCAM-1 upregulation

in the acute phase of IS, which does not occur in people who do not have ischemia. VCAM-1
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levels remained elevated even after three months of follow-up according to Blann et al. (1999).
These findings suggest the possibility that these molecules are expressed in both the acute and
chronic phases of ischemic injury and that they play a role in both infarction and tissue repair.
Other study also showed that patients with IS had a persistent increase of sVCAM
(FASSBENDER et al., 1995).

According to Bistsch et al (1998), soluble CAMs levels demonstrated considerable
variability. In patients with completed IS (n=26) but not in patients with transient ischemic
attacks (n=12), SICAM-1 peaked within 24 hours, sVCAM-1 reached a maximum after 5 days,
and sE-selectin levels decreased after 5 days. These authors also showed that there was no clear-
cut correlation of soluble CAMs levels with infarct volume or clinical disability. Further, it was
demonstrated that IS was associated with increased plasma levels of SICAM-1, sVCAM-1 and
sE-selectin, independent of age, sex and other recognized risk factors for IS (SIMUNDIC et al.,
2004). In other study, sSICAM-1 and sVCAM-1 levels were significantly higher in patients with
IS who died compared to those who survived; however, only sICAM-1 levels were
independently associated with early death, after adjusting for various confounding factors
(RALLIDIS et al., 2009).

Other researchers, on the other hand, did not detect the same association. Compared
with control subjects, sP-selectin and sE-selectin were significantly elevated in the acute stage
of IS, as well as in previously symptomatic carotid stenosis. However, SICAM-1 and sVCAM-
1 were not increased in these patients (FRIJNS et al.,1997).

Supanc et al. (2011) did not observe a significant difference between levels of sVCAM-
1 and sSICAM-1 in patients and in controls, with marked biological interindividual variability
in all groups. Only levels of sSVCAM-1 were significantly higher in patients with the CEI
subtype than in controls. Moreover, these authors found no significant correlation between the
levels of sVCAM-1 and sSICAM-1 and IS severity and disability.

Regarding the association of CAMs with IS prognosis, our results are in agreement the
MITICO study which showed that patients with higher sVCAM-1 levels at admission had a
higher probability of IS recurrence than those with lower sVCAM-1 levels (CASTILLO et al.,
2009). In another investigation (RICHARD et al., 2015), high level of sVCAM-1 in the second
to third week after IS was associated with a worse prognosis after three months. Corroborating
our findings, the Cox regression analysis of the present study, hierarchical regression models
confirmed the association of NIHSS and sVCAM-1 with mortality after three-months of follow-

up, and patients with greater sVCAM-1 and NIHSS scores died earlier.
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Licata et al. (2009) and Tuttololondo et al. (2009) found no difference between IS
subtypes in the TOAST classification despite evidence of higher sVCAM-1 levels in IS patients
compared to controls. In our study, when the CAMs were analyzed in a dichotomized group,
LAAS versus non-LAAS, the LAAS subtype was associated with higher levels of sVCAM-1
when compared to the non-LAAS. However, after adjusting by age, this association did not
remain significant. As a result, age is a more critical determinant for sVCAM-1 levels in our
study than the IS subtype.

After brain ischemia, there is an early and transient influx of polymorphonuclear cells
followed by a more sustained increase in mononuclear cells and T lymphocyte cells. All
leukocytes express [ integrins (CD11/CD18), which mediate binding to the endothelium
through interaction with ICAM-1, which is upregulated after IS. Lymphocytes and other
mononuclear cells also express the o4 integrin named very late antigen-4 (VLA-4), which
adheres the cell to the endothelium through its interaction with VCAM-1(YILMAZ;
GRANGER, 2008). Moreover, VCAM-1 expression in the brain is induced after ischemia.
Thus, on the basis of what is known about expression of CAMs after IS, modulation of the
VCAM-1/VLA-4 interaction may be a reasonable approach for limiting the post ischemic
inflammatory response than blockade of other CAMs (BECKER et al., 2001)

The importance of VCAM-1 was also demonstrated by a recent review based on results
of protein-protein interaction network, enrichment, and annotation analyses. This study
indicates that both the immune response (as indicated by increased IL-6, IL-10, TNF-0, VCAM-
1, E-selectin, and CRP but lowered TGF-B1 and albumin) and the activated hemostasis,
thrombosis and coagulation pathways (as indicated by increased Factor VIII, von Willebrand,
and fibrinogen but lowered protein C, Protein S, antithrombin, and albumin levels) are
intertwined phenomena leading to death from IS (MAES et a., 2021).

The main ligand of VCAM-1, the VLA-4, has been studied in the treatment of IS.
Preclinical, monoclonal-clinical studies on VLA-4 that reduce leukocyte infiltration, reduce
infarct volume, and improve stroke, though not in all animal models (BECKER et al., 2001;
LLOVERA et al., 2015). Researchers investigated the use of natalizumab, a monoclonal
antibody that targets the -4 integrin within VLA-4, in acute IS in the ACTION I and ACTION
IT trials. However, there is no reduction in infarction volume, nor a better functional prognosis
(ELKIND et al., 2020; ELKINS et al., 2017).

The discrepancies in results between studies of sVCAM-1 and other CAMs in the IS
may be explained by the differences in patient inclusion and exclusion criteria, control group

definitions, time between IS ictus and sample collection, or laboratory methods. Some previous
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studies (BITSCH et al., 1998; FRIJNS et al., 1997) determined the CAMs levels with enzyme
immunoassay (ELISA), a less sensitive method compared to immunofluorimetry which was
used in the present study. Our study excluded all patients with evidence of acute infections on
admission, chronic infections, in addition to autoimmune and auto-inflammatory diseases, and
the use of corticosteroids and immunosuppressive medications. As a result, the possibility of
the increase in sVCAM-1 being caused by other systemic inflammation and not by acute
ischemic brain injury was reduced.

The present study has some strengths and limitations. The evaluation of the role of
CAMs in IS patients from the Brazilian population is scares and necessary; moreover, our study
proposed the evaluation of predictive models with combined biomarkers. However, the rigid
inclusion and exclusion criteria allowing an analysis with fewer confounding factors, limited
the number of samples. Also, the samples were collected in the first 24 hours of the emergency
room of the university hospital, making it difficult to collect all the data in a thorough way, but
an analysis of the levels in the most acute phase of the event.

Taken together, our results underscore the important role of CAMs in the
pathophysiology of IS and highlight the potential use of NIHSS and sVCAM-1 as possible
biomarkers of short-term mortality in IS patients. While systematic reviews of the role of blood
biomarkers in the diagnosis of IS show that we still cannot recommend these tests in clinical
practice, it is highly desirable that new studies be performed so that a faster diagnosis of IS may
be possible, even before reaching the hospital, through biological markers of cerebral ischemia
or inflammation (GAGLIARDI et al., 2005). Research on the role of the CAM in the
pathogenesis of IS should lead to potential predictor biomarkers as well as targets for
therapeutic strategies. Interventions that interfere with lymphocyte trafficking into brain and
activation of those lymphocytes may therefore be viable therapeutic options for limiting brain
injury after IS. Therefore, therapies aimed to reduce endothelial activation and specifically

VCAM-1 may be a potential strategy to prevent poor outcome after the IS.
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CONCLUSOES

O presente estudo permite as seguintes conclusoes:

Entre os 132 pacientes com AVCI avaliados, a maioria era do sexo feminino e os fatores
de risco mais frequentes foram HAS, DMT?2, dislipidemia e tabagismo. Vinte e nove
(21,9%) dos 132 pacientes que foram acompanhados durante trés meses apds a admissao
no estudo foram a 6bito;

Os ndo sobreviventes eram mais velhos que os sobreviventes, apresentavam maior
gravidade na admissao avaliada pelo NIHSS e niveis mais elevados de sVCAM-1;
Nao houve diferenca significativa entre os grupos quanto ao sexo, etnia, IMC, tabagismo
atual, HAS, DMT2 ou dislipidemia;

Os niveis de sVCAM-1 foram significativamente associados a mortalidade e subtipos
de AVCI; pacientes com LAAS apresentaram niveis séricos mais elevados do que os
pacientes com LAC e ODE; porém, apds ajuste por idade essa diferenga entre os
subtipos perdeu significancia, indicando possivelmente um papel mais relevante da
idade sobre os subtipos de AVCI em si em comparagdo aos niveis de sSVCAM-1;

Os niveis séricos de outras CAMs, incluindo sSPECAM-1, sSICAM-1, sE-selectina ¢ sP-
selectina, ndo foram associados a mortalidade a curto prazo apds o AVCI. Além disso,
os biomarcadores anti-inflamatorios e inflamatorios ndo foram associados a esse
desfecho clinico;

Quando NIHSS e sVCAM-1 foram avaliadas em um modelo combinado mostraram um
resultado melhor do que quando avaliados em modelos isolados para previsao de
mortalidade de curto prazo, classificando corretamente 86,5% dos casos. Também,
pacientes com maiores niveis de sVCAM1 e NIHSS tiveram maior taxa de mortalidade,

corroborando tais achados.

Em conjunto, nossos resultados ressaltam o importante papel das CAMs na

fisiopatologia do AVCI e destacam o papel potencial do NIHSS e sVCAM-1 como possiveis

biomarcadores de mortalidade a curto prazo.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS E CONSIDERACOES FINAIS

Embora o AVCI seja importante causa de morbimortalidade em todo o mundo, ainda
carecemos de biomarcadores que auxiliem na avaliacdo de progndstico dos pacientes na fase
aguda e que sejam preditores de maior gravidade e mortalidade.

Além disso, as terapéuticas especificas para o tratamento dos pacientes com AVCI,
como as terapias de reperfusdao com trombolise endovenosa e trombectomia mecanica, sao
limitadas pela janela terapéutica em torno de 4 horas apds o evento isquémico, bem como pelas
contraindicagdes aos métodos e dificuldade de acesso em varios servigos de saude. A analise
das diferentes vias fisiopatologicas envolvidas nos mecanismos lesivos do AVCI, como a
inflamacao, anti-inflamagdo e disfunc¢ao endotelial, pode contribuir para a identificagdo de
novos alvos terapéuticos e desenvolvimento de terapias que possam beneficiar os pacientes
acometidos pelo AVCI de forma personalizada.

No presente estudo, tanto escores mais elevados de gravidade, avaliada pelo NIHSS,
quanto niveis séricos mais elevados de sVCAM-1 na admissdo dos pacientes mostraram-se
preditores de maior mortalidade a curto-prazo nos pacientes com AVCI. E quando combinamos
ambos biomarcadores em um modelo conseguimos classificar corretamente a maioria dos
pacientes que diferiam no progndstico a curto prazo apds o evento isquémico. Portanto, a
combinagao dos valores da NIHSS com os niveis séricos de sVCAM-1 pode ser util na pratica
clinica como preditores de mortalidade a curto prazo ap6és o AVCI. A NIHSS j4 recomendada
como rotina no atendimento dos pacientes com AVCI, ¢ de facil aplicagdo por examinadores
treinados e baixo custo. Os niveis de sVCAM-1 podem ser obtidos também precocemente e de
forma rapida e confiavel. Ambos, podem ser adotados na avaliacdo do paciente com AVCI
mesmo no cendrio de urgéncia e emergéncia.

Nosso estudo possui limitagdes a serem consideradas. Todas as amostras foram obtidas
em um unico servigo de saude e, devido os rigidos critérios de inclusao e exclusdao, o nimero
de participantes foi limitado, dificultando a generalizacdo dos resultados para outras
populacdes. Além disso, uma unica amostra de sangue periférico foi coletada nas primeiras 24
horas de atendimento ainda no pronto-socorro. A realizagdo de estudos prospectivos em outras
populagdes, com maior nimero amostral e com anélise de amostras seriadas, podera permitir
uma analise da dinamica dos biomarcadores ao longo do tempo para a confirmagao de nossos
resultados.

Por outro lado, sdo pontos fortes do nosso trabalho o critério rigoroso de inclusdo e

exclusao para minimizar a interferéncia de fatores confundidores, assim como o delineamento
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longitudinal com acompanhamento de trés meses apds o AVCI, o que sugeriu inferir o papel
dos valores de NIHSS e sVCAM-1 como preditores da mortalidade a curto-prazo dos pacientes

avaliados.



N N R W

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

78

AGRADECIMENTOS

O estudo teve apoio financeiro da Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) do Ministério da Educagao do Brasil: Cédigo Financeiro 001; Programa
Institucional de Bolsa de Iniciacdo Cientifica (PIBIC) do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq); e Fundagdo Araucaria (Convénio
001/2017 — Chamada n° 09/2016 — Protocolo 47.396 — Sit. 31675 — Programa Institucional de

Pesquisa Basica e Aplicada.



—
SO O o0 IO DN B W

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

79

REFERENCIAS

ABRAMCZUK, B.; VILLELA, E. A luta contra o AVC no Brasil. Com Ciéncia, v. 109,
2009. Available from <http://comciencia.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1519-
76542009000500002&Ing=en&nrm=iso>. Access on 06 Jan. 2022. ISSN 1519-7654.

ADAMS, H. P. et al. Classification of subtype of acute ischemic stroke. Definitions for use in
a multicenter clinical trial. TOAST. Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment. Stroke, v.
24,n. 1, p. 3541, Jan.1993. doi: 10.1161/01.str.24.1.35.

ALFIERI, D. F. et al. Vitamin D deficiency is associated with acute ischemic stroke, C-
reactive protein, and short-term outcome. Metabolic Brain Diseases, v.32, n.2, p.493-502,
Apr. 2017. doi: 10.1007/s11011-016-9939-2.

ALLEN, C. et al. Neutrophil cerebrovascular transmigration triggers rapid neurotoxicity
through release of proteases associated with decondensed DNA. Journal of Immunology, v.
189, p. 381-392, Jul. 2012. doi: 10.4049/jimmunol.1200409.

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION PROFESSIONAL PRACTICE COMMITTEE. 2.
Classification and Diagnosis of Diabetes: Standards of Medical Care in Diabetes—2022.
Diabetes Care, v. 45, n. Supplement 1, p. S17-S38, Jan. 2022. doi: 10.2337/dc22-S002.

ALMEIDA, A.G.; DAL 1ZZOL, A.; VALLER, L. Acidente vascular cerebral isqu. mico
agudo: fatores de risco. In: Nasi LA (org). Rotinas em Unidade Vascular. Porto Alegre:
Artmed Editora, p. 287-295. 2012.

AOKI, J.; UCHINO, K. Treatment of Risk Factors to Prevent Stroke. Neurotherapeutics,
Jul. 2011. p.436-474. doi: 10.1161/01.str.24.1.35.

BAGGIO, J. A. O. et al. Validation of a structured interview for telephone assessment of the
modified Rankin scale in Brazilian stroke patients. Cerebrovascular Diseases, v. 38, n. 4, p.
297-301, May. 2014. doi: 10.1159/000367646.

BECKER, K. et al. Antibody to the 4 Integrin Decreases Infarct Size in Transient Focal
Cerebral Ischemia in Rats. Stroke, v. 32, p. 206-211, Jan. 2001. doi: 10.1161/01.str.32.1.206.

BENJAMIN, E. J. et al. Heart Disease and Stroke Statistics’2017 Update: A Report from the
American Heart Association. Circulation, v. 135, n. 10, p. €146-e603. Mar. 2017.
doi: 10.1161/CIR.0000000000000485.

BENJAMIN, E. J. et al. Heart Disease and Stroke Statistics-2018 Update: A Report from the
American Heart Association. Circulation, v.137, n.12, p.67-492, Mar. 2018.
doi: 10.1161/CIR.0000000000000558.

BITSCH, A. et al. A Longitudinal Prospective Study of Soluble Adhesion Molecules in Acute
Stroke. Stroke, v. 29, p. 2129-2135, Oct. 1998. doi: 10.1161/01.str.29.10.2129.

BLANKENBERG, S. BARBAUX, S.; TIRET, L. Adhesion molecules and atherosclerosis.
Atherosclerosis, v. 170, p. 191-203, 2003.



—
SO OO0 IO DN B W~

A PR PADEAPAPEP,PEA,PDE,PDEPDWLWLWWLWLWWLWWNRNDNDDNDDNDDNDDNDNDNDNFE === ——
OO0 JANNDH WL OOVWOIAANNKERWNOD—RL,OOUOINN B WD, OOVOINWDNIA WN -~

W
(e

80

BLANN, A., et al. Soluble intercellular adhesion molecule-1, E-selectin, vascular cell
adhesion molecule-1 and von Willebrand factor in stroke. Blood Coagulation and
Fibrinolysis, n. 10, n. 5, p. 277-284, Jul. 1999. doi: 10.1097/00001721-199907000-00009

BLYTHE, E. N. et al. 2 Integrin CD11d/CD18: From Expression to an Emerging Role in
Staged Leukocyte Migration. Frontiers in Immunology, v. 12, p.1-16, Nov. 2021.
doi: 10.3389/fimmu.2021.775447.

BOEHME, A. K.; ESENWA, C.; ELKIND, M. S. V. Stroke Risk Factors, Genetics, and
Prevention. Circulation Research v. 120, n. 3, p. 472-495, Feb. 2017.
doi: 10.1161/CIRCRESAHA.116.308398.

BONITA, R.; BEAGLEHOLE, R. Modification of Rankin Scale: Recovery of motor function
after stroke. Stroke, v.19, n.12, p.1497-1500, Dec. 1988. doi: 10.1161/01.STR.19.12.1497

BOTELHO, T. S. et al. Epidemiologia do acidente vascular cerebral no Brasil. Temas em
Saude, v.16, n. 2. p.361-477, 2016. ISSN 2447-2131.

BRASIL. Manual de Rotinas para atendimento ao AVC. Brasilia: Editora Ministério da
Satde. 2013.

BREVETTI, G.; et al. Exercise increases soluble adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1 in
patients with intermittent claudication. Clinical Hemorheology and Microcirculation, v. 24,
p. 193-199, 2001.

BROTT, T. et al. Measurements of Acute Cerebral Infarction: A Clinical Examination Scale.
Stroke, v. 20, p. 864-70, Jul. 1989. doi: 10.1161/01.str.20.7.864.

CABRAL NL. Epidemiologia e impacto da doenga cerebrovascular no Brasil € no mundo.
Com Ciéncia, v.109, p.1-5. 2009.

CAMPBELL, B. C. V. et al. Ischaemic stroke. Nature Reviews Disease Primers, v. 5, n. 1,
p. 1-22, Dec. 2019. doi: 10.1038/s41572-019-0118-8.

CASTILLO, J. et al. Inflammation markers and prediction of post-stroke vascular disease
recurrence: The MITICO study. Journal of Neurology, v. 256, n. 2, p. 217-224, Feb.
2009. doi: 10.1007/s00415-009.

CAVUSOGLU, Y. et al. Cigarette Smoking Increases Plasma Concentrations of Vascular
Cell Adhesion Molecule-1 in Patients with Coronary Artery Disease. Angiology, v. 55, n. 4,
p. 397402, Jul. 2004. doi: 10.1177/000331970405500406.

CHEN, L. et al. Value of Barthel, PLAN and NIHSS scores for predicting the death of
patients with acute ischemic stroke during their 5-year follow-up. Journal of Clinical
Neuroscience, v. 90, p. 94-98, Aug. 2021. doi: 10.1016/j.jocn.2021.05.049.

CIPOLLA, M. J.; LIEBESKIND, D. S.; CHAN, S. L. The importance of comorbidities in
ischemic stroke: Impact of hypertension on the cerebral circulation. Journal of Cerebral

Blood Flow and Metabolism. v.38, n. 12, p.2129-2149. Dec. 2018.



—
SO OO0 IO DN B W —

AP PADEADPAPDPPEA,PE,PDPDOWULWLWWWWLWUWWWERDNDNDNDDNDNDDNDDNDDNDND === ——
OO0 JANNDH WL OOV IANANNDEWRVNODORL, OOV NDEE WD, OWOVWOINWUM B WD~

81

doi: 10.1177/0271678X18800589.

CLARK, W.M. et al. Circulating intercellular adhesion molecule-1 levels and neutrophil
adhesion in stroke. Journal of Neuroimmunology, v.44, n.1, p.123-125, Apr.1993.
doi: 10.1016/0165-5728(93)90275-4.

CHAMPAGNE, B. et al. Proteolytic cleavage of ICAM-1 by human neutrophil
elastase. Journal of Immunology, v.161, p. 6398-6405, 1998

CONNOLLY, E. S. et al. Exacerbation of Cerebral Injury in Mice That Express the P-Selectin
Gene. Circulation Research, v. 81, n. 3, p. 304-310, Sep. 1997.
doi:10.1161/01.res.81.3.304.

DE MELO LUCENA, D. M. et al. Correlation between municipal human development index
and stroke mortality: A study of Brazilian capitals. BMC Research Notes, v. 11, n. 540, p.16,
Aug. 2018. doi: 10.1186/s13104-018-3626-9.

DE SOUSA PARREIRA, J. et al. Tumor necrosis factor beta Ncol polymorphism (rs909253)
is associated with inflammatory and metabolic markers in acute ischemic stroke. Metabolic
Brain Diseases, v.30, p. 159-167, Feb. 2015. doi: 10.1007/s11011-014-9584-6.

EMBERSON, J. et al. Effect of treatment delay, age, and stroke severity on the effects of
intravenous thrombolysis with alteplase for acute ischaemic stroke: A meta-analysis of
individual patient data from randomised trials. The Lancet, v. 384, n. 9958, p. 19291935,
Nov. 2014. doi: 10.1016/S0140-6736(14)60584-5.

ENLIMOMAB ACUTE STROKE TRIAL INVESTIGATORS. Use of anti-ICAM-1 therapy
in ischemic stroke: Results of the Enlimomab Acute Stroke Trial. Neurology, v.57, p1428-
1434, Oct. 2001. doi:10.1212/wnl.57.8.1428.

FASSBENDER, K.M. et al. Circulating selectin- and immunoglobulin-type adhesion
molecules in acute ischemic stroke. Stroke, v. 26, p.1361-1364, Aug. 1995.
doi: 10.1161/01.str.26.8.1361.

FEIGIN, V. L. et al. Global, regional, and national burden of stroke and its risk factors, 1990—
2019: a systematic analysis for the Global Burden of Disease Study 2019. The Lancet
Neurology, v. 20, n. 10, p. 795-820, Oct. 2021. doi: 10.1016/S1474-4422(21)00252-0.

FU, Y.; ZHANG, N.; REN, L.; et al. Impact of an immune modulator fingolimod on acute
ischemic stroke. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, v. 111, n. 51, p. 18315-18320, Dec. 2014. doi: 10.1073/pnas.1416166111.

GARRITANQO, C. R. et al Andlise da tendéncia da mortalidade por acidente vascular cerebral
no Brasil no século XXI. Arquivos Brasileiros de Cardiologia, v.98, p.519-527, Jun.
2012. doi: 10.1590/S0066-782X2012005000041

GEARING, A.J.; NEWMAN, A. J. Circulating adhesion molecules in disease. Immunology
Today. v.14, n.10, p. 506-512, Oct. 1993. doi: 10.1016/0167-5699(93)90267-0O.



—
SO OO0 IO DN B W~

A RArPRArDEAPAPrPE,PE,PE,PEPDWLLWLWLWLWLWLWILWUWLWLWLWWDENNDNDDNDNDNDDNEDNDNDDND ===
O XN AN NP WD, OOV NAE WD, O OO NE WD, OOV NDRWN —

82

GO, A. S. et al. Heart disease and stroke statistics -2014 update: A report from the American
Heart Association. Circulation, v.129, p.28-292, Jan. 2014.
doi:10.1161/01.cir.0000441139.02102.80.

GOUSSEV, A. V et al. ¢ Journal of the Neurological Sciences. v. 161, n.1, p. 16-22, Nov.
1998. doi: 10.1016/50022-510x(98)00262-7.

HATZITOLIOS, A. I. et al. Diabetes mellitus and cerebrovascular disease: which are the
actual data? Journal of Diabetes Complications, v.23, p.283-296, Jul./Aug. 2009.
doi: 10.1016/j.jdiacomp.2008.01.004.

HARRISON, J. K. et al. Assessment scales in stroke: clinimetric and clinical considerations.
Clinical Intervention and Aging, v.8, p.201-211, Fev. 2013. doi: 10.2147/CIA.S32405.
HERTZ, L. Bioenergetics of cerebral ischemia: A cellular perspective. Neuropharmacology,
v. 55, n. 3, p. 289-309, Sep. 2008. doi: 10.1016/j.neuropharm.2008.05.023.

HERX, L.M.; YONG, V.W. Interleukin-1p is required for the early evolution of reactive
astrogliosis following CNS lesion. Journal of Neuropathology Experimental Neurology,
v.60, p.961-971, Oct. 2001. doi: 10.1093/jnen/60.10.961.

JIN, A. Y. et al. Reduced blood barrier breakdown in P-selectin deficient mice following

transient ischemic stroke: A future therapeutic target for treatment of stroke. BMC
Neurosciences, v. 11, p.12, Feb. 2010. doi: 10.1186/1471-2202-11-12.

JIAN, Z. et al. The Involvement and Therapy Target of Immune Cells After Ischemic Stroke.
Frontiers in Immunology, Sep. 2019. doi: 10.3389/fimmu.2019.02167.

JICKLING, G. C. et al. Targeting neutrophils in ischemic stroke: Translational insights from
experimental studies. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism, v. 35, n. 6, p.
888-901, Mar 2015. doi: 10.1038/jcbfm.2015.45.

JIN, R. et al. Inflammatory mechanisms in ischemic stroke: Role of inflammatory cells.
Journal Leucocyte Biology, v. 87, p. 779-798, May 2010. doi: 10.1189/j1b.1109766.

JOHNSON, E. L. et al. Standards of medical care in diabetes—2019. Clinical Diabetes, v.37,
n.1, p.11-34. Jan. 2019. doi: 10.2337/dc19-S002.

JURCAU, A.; SIMION, A. Neuroinflammation in cerebral ischemia and ischemia/reperfusion
injuries: From pathophysiology to therapeutic strategies. International Journal of
Molecular Sciences, MDPI, v.23, n.1, p1-31, Jan. 2022. doi: 10.3390/ijms23010014

JUSTICIA, C. et al. Anti-VCAM-1 antibodies did not protect against ischemic damage either
in rats or in mice. Journal Cerebral Blood Flow Metabolism. v.26, n.3, p.421-432, Mar.
2006. doi: 10.1038/sj.jcbfm.9600198.

KALINOWSKA, A.; LOSY, J. PECAM-1, a key player in neuroinflammation. European
Journal of Neurology, v. 12, n. 12, p. 1284-1290, Dec. 2006. doi: 10.1111/j.1468-
1331.2006.01640.x.



—
SO OO0 IO DN B W~

DA PR DDA DIMDEDEPDAMDDEAS D WL LWL WL L L WL LWLWDRNDNDNDNDNDNDDNDDNDNDN = - = e
QOO JIANUNPHANWNN—LOOWOIANUNPANWNO—RLOOUWOIAANWUMPDNWNNFROOVWOOION NP WDN -

83

KRIEGLSTEIN, C. F.; GRANGER, D. N. Adhesion Molecules and Their Role in Vascular
Disease. American Journal of Hypertension, v. 14, n.6, Part 2, p. 445-545, Jun. 2001.
doi: 10.1016/s0895-7061(01)02069-6.

LAMBERTSEN, K. L.et al. Microglia protect neurons against ischemia by synthesis of tumor
necrosis factor. Journal of Neurosciences, v.29, p.1319-1330, Feb. 2009.
doi: 10.1523/INEUROSCI.5505-08.2009.

LANGHAUSER, F. et al. Blocking of 04 integrin does not protect from acute ischemic stroke
in mice. Stroke, v. 45, n. 6, p. 1799-1806, Jun. 2014.
doi:10.1161/STROKEAHA.114.005000.

LECA, G.; MANSUR, S.E.; BENSUSSAN, A. Expression of VCAM-1 (CD106) by a subset
of TCR (y d-bearing lymphocyte clones: involvement of a metalloprotease in the specific
hydrolytic release of the soluble isoform. Journal of Immunology, v. 154, p. 1069-1077,
1995.

14.
LEHMANN, A.L.C.F. et al., Carotid intima media thickness measurements coupled
with stroke severity strongly predict short-term outcome in patients with acute ischemic
stroke: a machine learning study. Metabolic Brain Disease, v. 36, p. 1747-1761, Oct.
2021a. doi: 10.1007/s11011-021-00784-7.

LEHMANN A.L.C.F., et al. Immune-inflammatory, coagulation, adhesion, and imaging
biomarkers combined in machine learning models improve the prediction of death 1 year after
ischemic stroke. Clinical and Experimental Medicine, v. 22, n.1, p. 1-13, Feb. 2021b.

doi: 10.1007/s10238-021-00732-w.

LEHMANN, M. F,, et al. Inflammatory and metabolic markers and short-time outcome in
patients with acute ischemic stroke in relation to TOAST subtypes. Metabolic Brain Disease,
v. 30, p. 1417-1428, Dec. 2015. doi: 10.1007/s11011-015-9731-8.

LICATA, G. et al. Immuno-inflammatory activation in acute cardio-embolic strokes in
comparison with other subtypes of ischaemic stroke. Thrombosis and Haemostasis, v. 101,
n. 5, p. 929-937, May 2009.

LIESZ, A. et al. Inhibition of lymphocyte trafficking shields the brain against deleterious
neuroinflammation after stroke. Brain, v. 134, n. 3, p. 704—720, Mar. 2011.
doi: 10.1093/brain/awr008.

MAES M, CARVALHO AF. The Compensatory Immune-Regulatory Reflex System (CIRS)
in Depression and Bipolar Disorder. Molecular Neurobiolology, v. 55, p. 8885-8903, Dec.
2018. doi: 10.1007/s12035-018-1016-x

MAHMOQOD, S. S. et al. The Framingham Heart Study and the epidemiology of
cardiovascular disease: A historical perspective. The Lancet. v. 383, n. 9921, p. 999-1008,
Sep. 2013. doi: 10.1016/S0140-6736(13)61752-3.

MARTINS, S.C.0., et al. Guidelines for acute ischemic stroke treatment-Part II: Stroke
treatment. Arquivos de Neuropsiquiatria, v. 70, n.11, p. 885-893, Nov. 2012.



—
SO OO0 IO DN B W~

AP PADEADPAPEPPEA,PE,PDPDOWUULWLWWWLWLWLWUWWWERDNDDNDNDDNDNDDNDDNDDNDND === ——
OO0 JANNDH WL OOV IANANNDERWRNODR,L OOV NDAE WD, OWOVWOINWUM AW~

84

doi: 10.1590/50004-282x2012001100012.

MARTINS, S. C. O. et al. Priorities to reduce the burden of stroke in Latin American
countries. The Lancet Neurology, v. 18, n. 7, p. 674-683, Jul. 2019. doi: 10.1016/S1474-
4422(19)30068-7.

MARTINS, S. O. et al. Thrombectomy for Stroke in the Public Health Care System of Brazil.
New England Journal of Medicine, v. 382, n. 24, p. 2316-2326, Jun. 2020.
doi: 10.1056/NEJM0a2000120.

MATSUO, Y. et al. Role of cell adhesion molecules in brain injury after transient middle
cerebral artery occlusion in the rat. Brain Research, v. 656, n. 2, p. 344-352, Sep. 1994.
doi: 10.1016/0006-8993(94)91478-8.

MOCCO, J. et al. HuEP5C7 as a humanized monoclonal anti-E/P-selectin neurovascular
protective strategy in a blinded placebo-controlled trial of nonhuman primate stroke.
Circulation Research, v. 91, n. 10, p. 907-914, Nov. 2002.

doi: 10.1161/01.res.0000042063.15901.20.

MORISAKI, N. New indices of ischemic heart disease and aging: studies on the serum levels
of soluble intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and soluble vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1) in patients with hypercholesterolemia and ischemic heart disease.
Atherosclerosis, v. 131, n. 1, p. 4348, May 1997. doi: 10.1016/s0021-9150(97)06083-8.

NADAR, S. K.; LIP, G. Y. H.; BLANN, A. D. Platelet morphology, soluble P selectin and
platelet P-selectin in acute ischaemic stroke. The West Birmingham stroke project.
Thrombosis and Haemostasis, v. 92, n. 6, p. 13421348, Dec. 2004. doi: 10.1160/TH04-07-
0433.

NAGY-BALO, Z. et al. Activated Human Memory B Lymphocytes Use CR4 (CD11¢/CD18)
for Adhesion, Migration, and Proliferation. Frontiers in Immunology, v. 11, p. 565458, Sep
2020. doi: 10.3389/fimmu.2020.565458

NETO, MORVAN. Extravasamento de leucdcito; (b) moléculas de adesao (interacao
leucoceito-endotélio vascular). Disponivel em: https://canal.cecierj.edu.br/recurso/8335.
Acessado em 11 de fevereiro de 2022.

OLIVEIRA-FILHO, J., et al. Guidelines for acute ischemic stroke treatment-Part I. Arquivos
de Neuropsiquiatria, v. 70, n.8, p. 621-629, Aug. 2012. doi: 10.1590/s0004-
282x2012000800012.

OZKAN, A. et al. Can high-sensitivity c-reactive protein and ferritin predict functional
outcome in acute ischemic stroke? a prospective study. Topics in Stroke Rehabilitation, v. 20,
n. 6, p. 528-536, Jan. 2013. doi: 10.1310/tsr2006-528.

PATEL, R.B,, et al., Circulating Vascular Cell Adhesion Molecule-1 and Incident Heart
Failure: The Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis (MESA). American Heart Association,
v. 9, p.e019390, Nov. 2020. doi: 10.1161/jaha.120.019390


https://canal.cecierj.edu.br/recurso/8335

—
SO OO0 IO DN B W~

DM A DDA PMDIMDEDSDMDD WL L L WL W WL W W WDRN DMNNDNDNDNDNDDNDNDN - ————
OO AN NPHAHNWNHO—L OOV NPHANWNORL OOV NPHANWNO—~R, OOV B~ W —

85

PETROVIC-DJERGOVIC, D. et al. Inflammatory Disequilibrium in Stroke. Circulation
Research, v.119, n.1, p.142-158. Jun. 2016. doi: 10.1161/CIRCRESAHA.116.308022.

POWERS, W. J. Acute Ischemic Stroke. New England Journal of Medicine, v. 383, n. 3, p.
252-260, Jul. 2020. doi: 10.1056/NEJMcp1917030.

POWERS, W. J. et al. Guidelines for the early management of patients with acute ischemic
stroke: 2019 update to the 2018 guidelines for the early management of acute ischemic stroke
a guideline for healthcare professionals from the American Heart Association/American.
Stroke Association. Stroke, v. 50, n. 12, p. e344-e418, Dec. 2019.

doi: 10.1161/STR.0000000000000211.

PURSCHWITZ, K. et al. Losliche Leukozytenadhésionsmolekiile bei Vegetariern
unterschiedlichen Alters. Zeitschrift for Gerontologie und Geriatrie, v. 34, n. 6, p. 476—
479, 1 Dec. 2001.

RALLIDIS, L. S. et al. Elevated soluble intercellular adhesion molecule-1 levels are
associated with poor short-term prognosis in middle-aged patients with acute ischemic stroke.
International Journal of Cardiology, v.132, n.2, p.216-220, Feb. 2009.

doi: 10.1016/j.ijcard.2007.11.031.

RAMIRO, L. et al. Inflammatory molecules might become both biomarkers and therapeutic
targets for stroke management. Therapeutic Advances in Neurological Disorders, v. 11,
p. 1-24, Aug. 2018. doi: 10.1177/1756286418789340

RAYASAM, A. et al. Contrasting roles of immune cells in tissue injury and repair in stroke:
The dark and bright side of immunity in the brain. Neurochemistry International, v.107,
p.104-116, Feb. 2017. doi: 10.1016/j.neuint.2017.02.009.

REICHE EM, et al. Immune-inflammatory, oxidative stress and biochemical biomarkers
predict short-term acute ischemic stroke death. Metabolic Brain Disease, v. 34, n. 3, p. 789-
804, Jun. 2019. doi: 10.1007/s11011-019-00403-6.

RELTON, J. K. et al. Lipocortin-1 Is an Endogenous Inhibitor of Ischemic Damage in the Rat
Brain. Journal of Experimental Medicine, n. 174, n. 2, p. 305-310, Aug. 1991.
doi: 10.1084/jem.174.2.305.

RICHARD, S. et al. E-selectin and vascular cell adhesion molecule-1 as biomarkers of 3-
month outcome in cerebrovascular diseases. Journal of Inflammation, v. 12, n. 61, p. 1-9,
Nov. 2015. doi: 10.1186/s12950-015-0106-z.

ROSAMOND, W. et al. Heart disease and stroke statistics: 2008 update: a report from the
American Heart Association Statistics Committee and Stroke Statistics Subcommittee.
Circulation, v.117, n. 4, p.25-146. Jan. 2008.

doi: 10.1161/CIRCULATIONAHA.107.187998.

SABER, H.; SAVER, J. L. Distributional Validity and Prognostic Power of the National
Institutes of Health Stroke Scale in US Administrative Claims Data. JAMA Neurology, v.
77, 1. 5, p. 606-612, May 2020. doi: 10.1001/jamaneurol.2019.5061.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petrovic-Djergovic%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27340273
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27340273
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27340273
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rayasam%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28245997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28245997

—
SO OO0 IO DN B W~

DA R DDA DMNDPAEDEPDMDPE D WL LWL WL L L WL WWDRN NNDNDNDNDNDNDNDN — - -
QOO JIANNPHANWNN—LOOUWOIANUNPAN WO, OOUWOIAANWUMPDNWNDNFROOVWOIONWUM P WDN—

86

SACCO, R. L. Risk factors, outcomes, and stroke subtypes for ischemic stroke. Neurology, v.
49, n. 5, p. S39-44, Nov. 1997. Supl. 4. doi: 10.1212/wnl.49.5 suppl 4.s39.

SACCO, R. L.; et al. An updated definition of stroke for the 21st century: A statement for
healthcare professionals from the American heart association/American stroke association.
Stroke, v. 44, n. 7, p. 2064-2089, Jul. 2013. doi: 10.1161/STR.0b013e318296aeca.

SADE, M. Y ; et al. Air pollution and ischemic stroke among young adults. Stroke, v. 46, n.
12, p. 3348-3353, Dec. 2015. doi: 10.1161/STROKEAHA.115.010992.

SHI, X. et al. Protective effect of anti-intercellular adhesion molecule-1 antibody on global
cerebral ischemia/reperfusion injury in the rat. BioScience Trends, v.3, n. 2, p. 48-52, Apr.
2009.

SCHITTENHELM, L.; HILKENS, C. M.; MORRISON, V. L. B2 integrins as regulators of
dendritic cell, monocyte, and macrophage function. Frontiers in Immunology, v. 8, p. 1866,
Dec. 2017. doi: 10.3389/fimmu.2017.01866.

SHUKLA, V. et al. Cerebral ischemic damage in diabetes: An inflammatory perspective.
Journal of Neuroinflammation, v.14, n.1, p.22. Jan. 2017. doi:10.1186/s12974-016-0774-5.

SHYU, K.G et al. Serum levels of intercellular adhesion molecule-1 and E-selectin in patients
with acute ischaemic stroke. Journal of Neurology, v.244, p.90-93, Feb. 1997.
doi: 10.1007/s004150050055.

SOTGIU, S. et al. Inflammatory biomarkers in blood of patients with acute brain ischemia.
European Journal of Neurology, v. 13, n. 5, p. 505-513, May 2006. doi: 10.1111/j.1468-
1331.2006.01280.x.

SUPANC V, et al. Role of cell adhesion molecules in acute ischemic stroke. Annals of Saudi
Medicine, n. 31, v. 4, p. 365-370, Jul./Aug. 2011. doi:10.4103/0256-4947.83217

THIRD REPORT OF THE NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM
(NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in
Adults (Adult Treatment Panel III) final report. Circulation, v. 106, p.25, 3143-3421, Dec.
2002.

THORNTON, P. et al. Matrix metalloproteinase-9 and urokinase plasminogen activator
mediate interleukin-1-induced neurotoxicity. Molecular and Cellular Neurosciences, v.370,
p.135-142, Jan. 2008. doi: 10.1016/j.mcn.2007.09.002.

TUTTOLOMONDO, A. et al. Plasma levels of inflammatory and thrombotic/fibrinolytic
markers in acute ischemic strokes: Relationship with TOAST subtype, outcome and infarct
site. Journal of Neuroimmunology, v. 215, n. 1-2, p. 84-89, Oct. 2009.
doi:10.1016/j.jneuroim.2009.06.019

VERHOEVEN, J. I, et al. Ambient air pollution and the risk of ischaemic and haemorrhagic
stroke. The Lancet Planetary Health, v. 5, p. e542-552, Aug. 2021. doi: 10.1016/S2542-
5196(21)00145-5.



—
SO OO0 IO DN B W~

A PRAr B, PDPPA,PEPDPDOUWULWLWWLWLWLWUWWWERDNDNDNDDNDDNDDNDDNDDNDND === ——
O J AN NHWNNFRPOOVUXIANNDERWNHOD—L,OOVOIANNDEDE WD, OOVOINWUM A WD~

87

VIDALE, S. et al. Postischemic inflammation in acute stroke. Journal of Clinical
Neurology, v.13, n.1, p. 1-9, Jan. 2017. doi: 10.3988/jcn.2017.13.1.1.

WANG, X. et al. Upregulation of intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) on brain
microvascular endothelial cells in rat ischemic cortex. Brain Research Molecular Brain
Research, v.26, n.1-2, p.61-68, Oct, 1994. doi: 10.1016/0169-328x(94)90074-4.

WANG, J. Y. Association of soluble intercellular adhesion molecule 1 with neurological
deterioration of ischemic stroke: The Chongqing Stroke Study. Cerebrovascular Diseases,
v.21, n.1-2, p.67-73, Jan. 2006. doi: 10.1159/000090005.

WANG, Q., et al. The inflammatory response in stroke. Journal of Neuroimmunology, n,
184, p. 53-68, Mar. 2007. doi: 10.1016/j.jneuroim.2006.11.014.

WANG, Y.; et al., Prognostic Value of Serum 25-Hydroxyvitamin D in Patients with Stroke.
Neurochemical Research, v. 39, n. 7, p. 1332-1337, Jul. 2014. doi: 10.1007/s11064-014-
1316-0.

WINNEBERGER, J. et al. Platelet endothelial cell adhesion molecule-1 is a gatekeeper of
neutrophil transendothelial migration in ischemic stroke. Brain, Behavior, and Immunity, v.
93, p. 277-287, Mar. 2021. doi: 10.1016/j.bbi.2020.12.026

YAGH]I, S. et al. Post t-PA transfer to hub improves outcome of moderate to severe ischemic
stroke patients. Journal of Telemedicine and Telecare, v.21, n.7, p.396-399, Oct. 2015. doi:
10.1177/1357633X15577531.

YANG C, et al. Neuroinflammatory mechanisms of blood-brain barrier damage in ischemic
stroke. American Journal of Physiology. Cell Physiology, v. 316, p. C135-C153, Feb. 2019.
doi: 10.1152/ajpcell.00136.2018.

YILMAZ, G.; GRANGER, D. N. Cell adhesion molecules and ischemic stroke. Neurological
Research, v. 30, n. 8, p. 783-793, Oct. 2008. doi: 10.1179/174313208X341085.

ZAREMBA, J.; LOSY, J. Adhesion molecules of immunoglobulin gene superfamily in
stroke. Folia Morphologica, v. 61, n. 1, p. 1-6, 2002.

ZHANG, H. et al. Risk factors for ischaemic and intracerebral haemorrhagic stroke in 22
countries (the INTERSTROKE study): a case-control study. The Lancet, v. 376, n. 9735, p.
112-123, Jul. 2010. doi: 10.1016/S0140-6736(10)60834-3.

ZHANG, R. L. et al. Anti—intercellular adhesion molecule—1 antibody reduces ischemic cell
damage after transient but not permanent middle cerebral artery occlusion in the Wistar rat.
Stroke, v. 26, n. 8, p. 1438—1443, Aug. 1995. doi: 10.1161/01.str.26.8.1438.

ZHAO, X. J. et al. Predictive values of CSS and NIHSS in the prognosis of patients with
acute cerebral infarction A comparative analysis. Medicine (United States), v. 97, n. 39, Sep.
2018. doi: 10.1097/MD.0000000000012419.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16330866
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16330866

—
SO OO0 IO DN B W~

A PRAr B, PDPPA,PEPDPDOUWULWLWWLWLWLWUWWWERDNDNDNDDNDDNDDNDDNDDNDND === ——
O J AN NHWNNFRPOOVUXIANNDERWNHOD—L,OOVOIANNDEDE WD, OOVOINWUM A WD~

88

ZHU, Z.; et al. Combination of the immune modulator fingolimod with alteplase in acute
ischemic stroke: a pilot trial. Circulation, v. 132, n. 12, p. 1104-1112, Sep. 2015. doi:
10.1161/CIRCULATIONAHA.115.016371.

Z0U, Y. et al. Alteration of soluble adhesion molecules during aging and their modulation by
calorie restriction. The FASEB Journal, v. 18, n. 2, p. 320-322, Feb. 2004.
doi: 10.1096/1].03-08491je.



—
[esINole JEEN lo NIV, IE - VS I \S]

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

&9

APENDICES

APENDICE A
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

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

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa “ASSOCIACAO ENTRE
MARCADORES INFLAMATORIOS, ANTI-INFLAMATORIOS E METABOLICOS
COM AS PLACAS CAROTIDEAS EXAMINADAS COM DOPPLER EM PACIENTES
COM ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO ISQUEMICO AGUDO?”, a ser realizada
no Hospital Universitdrio da Universidade Estadual de Londrina (HU/UEL)”. O objetivo da
pesquisa ¢ “analisar a associagdo entre alteragdes na resposta inflamatoria e no metabolismo de
gorduras e de actcar com a presenga de placas de aterosclerose na car6tida em um grupo de
pacientes com acidente vascular encefalico agudo isquémico (AVCI) agudo, conhecido como
derrame cerebral, atendidos no HU/UEL”. Sua participacdo ¢ muito importante e ela se daria
da seguinte forma: sua participacdo serd voluntaria para fornecer informagdes quanto ao sexo,
idade, etnia (raga), peso, altura, pressao arterial, uso de medicamentos antes do derrame, habitos
de vida como atividade fisica, uso de alcool e fumo. Sera realizado um exame de
ultrassonografia com doppler da car6tida para avaliar a presenga ¢ a espessura de placas de
aterosclerose.

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

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

Esclarecemos ainda, que o(a) senhor(a) ndo pagard e nem serd remunerado(a) por sua
participagdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serao
ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participacao.
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Os beneficios esperados sao um melhor conhecimento das alteracdes inflamatorias e do
metabolismo associadas com a placa de aterosclerose na carotida que podera ser uma alternativa
precoce e simples de antever a evolugdo nos casos de derrame cerebral a fim de auxiliar na
decisdo terapéutica destes pacientes.

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

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

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

Londrina, de de 201 .

Pesquisador Responsavel

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

Telefone: 43-3371-2321

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

Assinatura (ou impressao dactiloscopica):

Data:
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APENDICE B
Questionario para coleta de dados

(PACIENTES E CONTROLES)

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

IDENTIFICACAO

Nome: ID
Idade: anos Sexo: ( )M ( )F Etnia
Antecedentes Morbidos Pessoais: () Hipertensao arterial sistémica () DM tipo 1
() Dislipidemia () DM tipo 2
() Dga Autoimune () Dga Hematologica
() Dga Infecciosa ( )AVC
( )YIAM () Outro:

Medicamentos de uso continuo:

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

() antioxidantes () vitaminas () Outro:

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

Condigdes e habitos de vida: () Tabagismo ( ) Etilismo () Sedentarismo
Atividade fisica:
( )SIM ( )lxsemana ( )2xsemana ( )3xsemana ( )>3xsemana

( )NAO

Historia Clinica e Exame Fisico da Entrada (baseline):

Peso (Kg) Altura (m)

Pressao arterial (mmHg) Circunferéncia abdominal (cm)




ANEXOS

ANEXO A

National Institute of Health Stroke Scale (NIHS)

N | H

Nome:

Identificacdo do Paciente

STROKE
SCALE

Registro:

Exame inicial: Data / /

Instrugdo

Defini¢ao da escala

Escore

Hora

1a. Nivel de Consciéncia

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

0 = Alerta; reponde com entusiasmo.

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

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

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

1b. Perguntas de Nivel de Consciéncia

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

0 = Responde ambas as questoes corretamente.

1 = Responde uma questao corretamente.

2 = Nao responde nenhuma questao
corretamente.

1c. Comandos de Nivel de Consciéncia

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

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

2. Melhor olhar conjugado

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

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

0 = Hormal.

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

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

Definicao da escala

Escore

Hora

3. Visual

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

0 = Sem perda visual.

1 = Hemianopsia parcial.

2 = Hemianopsia completa.

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

4. Paralisia Facial

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

0 = Movimentos normais simétricos.

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

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

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

5. Motor para bragos

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

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

por 10 segundos completos.

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

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

3 = Nenhum esforco contra a gravidade; braco

despenca.

4 = Nenhum movimento.

NT = Amputacao ou fusao articular,

explique:

[ 8]
n

5a. Brago esquerdo 5b. Brago direito

6. Motor para pernas

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

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

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

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

3 = Nenhum esforco contra a gravidade; perna
despenca.

4 = Nenhum movimento.

NT = Amputacao ou fusao articular,
explique:

-
n

6a. Perna esquerda 6b. Perna direita
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7. Ataxia de membros

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

0 = Ausente.

1 = Presente em 1 membro.

2 = Presente em dois membros.

NT = Amputacio ou fusio articular,
explique:

8. Sensibilidade

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

0 = Normal; nenhuma perda.

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

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

9. Melhor linguagem

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

0 = Sem afasia; normal.

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

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

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

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

0 = Hormal.

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

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

NT = Intubado ou outra barreira fisica;
explique

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

0 = Nenhuma anormalidade.

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

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

TABELA DE EVOLUCAO

DATA HORA

ESCORE EXAMINADOR

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

0- Nenhum sintoma

1- Nao apresenta incapacidade significativa, apenas sintomas; capaz de realizar as obrigacdes e
atividades habituais

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

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

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

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

6- Morte

TOTAL (0-6):
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Pesquisador: Edna Maria Vissoci Reiche

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 61361416.9.0000.5231

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

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.816.305

Apresentagédo do Projeto:

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

Texto do autor:

Uma vez que o desequilibrio da resposta inflamatoria pela alteracdo na expresséo das citocinas
inflamatorias e do perfil metabdlico estdo intimamente associados com a fisiopatologia do AVCI agudo, e
que a formacéo de placas de aterosclerose em carotidas também esta envolvida no processo do AVCI
agudo, a hipotese deste estudo é que individuos com maior resposta inflamatéria demonstrada pela
elevacdo de marcadores inflamatérios e metabdlicos estaria associada com a presenca de placas de
aterosclerose de carétida e maior grau de estenose das mesmas. Esta associacéo indicaria que pacientes
que apresentarem alteracfes nestes marcadores apresentariam maior chance de ocorréncia de AVCI
agudo, em especial aos subtipos de grandes artérias e lacunar (LAAS e LAC, respectivamente), nos quais
0s mecanismos inflamatorios relacionados a aterosclerose de grandes arteiras e as alteracGes metabdlicas,
como diabetes mellitus tipo 2 e hipertenséo, relacionadas a oclusdo de pequenos vasos. Uma segunda
hipotese é

Enderego: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970

UF: PR Municipio: LONDRINA

Telefone:  (43)3371-5455 E-mail: cep266@uel br
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gue a diminuicdo dos niveis de marcadores anti-inflamatérios pode ser um dos mecanismos moleculares
envolvidos no aumento da resposta inflamatoria e no aumento do déficit neurologico a curto prazo dos
pacientes com AVCI agudo. Sendo estas duas hipdteses aceitas, processo inflamatorio podera ser um
importante alvo terapéutico para o tratamento de pacientes com AVCI agudo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: (texto do pesquisador)

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

Objetivo Secundario: (texto do pesquisador)

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

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: (texto do pesquisador)

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

Beneficios: (texto do pesquisador)

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

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

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

TCLE - OK

Folha de Rosto - OK

autorizacéo da instituicdo co-participante - OK

Termo de Sigilo- OK

Declaracéo de respeito a Resolucédo 347/05 - OK

Enderego: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone:  (43)3371-5455 E-mail: cep266@uel br
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Continuagdo do Parecer: 1.816.305

Recomendagoes:
néo ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Joe

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

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Justificativa de
Auséncia

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 19/10/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 800412 pdf 17:04:09
Projeto Detalhado / |Projeto_versao_final _CEP.doc 19/10/2016 |Edna Mana Vissoci Aceito
Brochura 17:03:49 |Reiche

|Investigador

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

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

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

Manuseio Material 10:45:01 |Reiche

Biolégica /

Biorepositario /

Biobanco

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

Manuseio Material 10:44:33 |Reiche

Biolagico /

Biorepositario /

Biobanco

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

Manuseio Material 10:43:17 |Reiche

Biolégica /

Biorepositario /

Biobanco

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

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

Situagao do Parecer:
Aprovado

MNecessita Apreciagdo da CONEP:

Enderego: LABESC - Sa

Bairro: Campus Universitario
Municipio:

UF: PR

Telefone: (43)3371-5455

la 14

CEP: 86.057-970
LONDRINA

E-mail: cep268@uel.br
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Continuagéo do Parecer: 1.816.305
Néo

LONDRINA, 10 de Novembro de 2016

Assinado por:
Rosana Lopes

(Coordenador)
Enderego: LABESC - Sala 14
Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970
UF: PR Municipio: LONDRINA
Telefone: {43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br
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