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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AIT Ataque isquémico transitorio

AVC Acidente vascular cerebral

CINC “Cytokine induced neutrophil chemoattractant”
ELISA “Enzyme Linked Immunosorbent Assay”

FNkB Fator nucleakappaB

EROS Espécies reativas de oxigénio

HDL Lipoproteina de alta densidade

HSP65/60 Proteina de choque térmico 65/60

IAM Infarto agudo do miocardio

ICAM-1 Molécula de adeséao intercelular 1

IFN Interferon

IL Interleucina

IL-1ra Antagonista do receptor para interleucina 1
IL-1RI Receptores tipo 1 para interleucina 1

IL-1RII Receptores tipo 2 para interleucina 1

LDL Lipoproteina de baixa densidade

LDLox Lipoproteina de baixa densidade oxidada

LDLr Receptor de lipoproteina de baixa densidade
LOX-1 Receptor lectina “like” para Lipoproteina baixa densidade oxidada
LPS Lipopolissacarideo

MCP Proteina quimiotatica de macrofagos

M-CSF Fator estimulador de crescimento de colétgasiondcitos / macréfagos
MHC Complexo de histocompatibilidade principal

mL mililitro

MMP Metaloproteinase da matriz extracelular

mRS “modified Rankin scale”

NIHSS “National Institute of Health Stroke Scale”

NK Célula “Natural Killer”

pg picograma

RNA Acido ribonucléico

RNAmM Acido ribonucléico mensageiro

RPM Rotacdes por minuto

ScRs Receptores do tipo “scavenger”

TGF Fator transformador de crescimento de colbnias
Thl Linfécito T auxiliar tipo 1

Th2 Linfécito T auxiliar tipo 2

TLR Receptores “Toll like”

TNF Fator de necrose tumoral

TOAST “Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment”

VCAM-1 Molécula de adesao da célula vascular 1
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1. INTRODUCAO

O acidente vascular cerebral (AVC) é atualmentgragira causa de morte no Brasil
“ e a segunda nos paises desenvolvijos também a primeira causa de incapacidade
funcional permanentee assim caracteriza-se como uma doenca de gram@eto em sadde
publica. Cerca de 85% dos AVC tém origem isquéndoagual a aterosclerose dos grandes
vasos representa a causa de um numero signifiativasos (20%). Do restante, 25-30% sao
causados por doenca em vasos penetrantes (lacuear88% permanecem sem causa

definidd.

A aterosclerose € uma doenga progressiva queaa aom o0 acumulo subendotelial
de macrofagos ricos em lipoproteinas de baixa dadsi (LDL). A “estria gordurosa”,
considerada lesédo precursora da ateroscleroseso@iteada em cerca de 60% das aortas de
fetos humanos gerados por mulheres sem hipercalkestéa® As artérias coronarias e
cerebrais sdo0 acometidas respectivamente na seguatzeira décadas de vitlA. aterosclerose
permanece assintomatica por varios anos e gradaiv@ evolui com espessamento da
parede arterial decorrente do aumento de macrofagos em LDL, infiltracdo de células
linfomonocitarias e necrose, levando eventualmantelusdo do leito arterial e consequente

instalacdo das manifestacdes clinidss.

No o sistema nervoso central, o tromboembolismeriatta partir de placas de
ateroma localizadas na porcdo extracraniana dasiaartcarétidas internas € uma causa
comum de isquemi&.Entretanto, o risco anual de AVC isquémico é exénmente variavel,
mesmo em nos casos de estenoses de alto grauigswp&0% do diametro do vaso). De
acordo com o estudo NASCET (1991), este risco rggsiigo de doentes varia de 1-2% para
individuos assintomaticos a até 13% para individoos historia de ataque isquémico
transitério (AIT) ou AVC recente’.

Estas observacfes indicam que existem outros &tatém do grau de estenose,
relacionados ao risco de embolia. Alguns individom® doenca avancada sao portadores de
placas que exercem alto grau de estenose artegialla assim permanecem assintomaticos.
Outros individuos, apesar de apresentarem placasepas, com baixo grau de estenose e
nenhum comprometimento hemodinamico, podem ser sngieptiveis ao desencadeamento
do AVC.



Estas diferencas na susceptibilidade individual poder explicadas pelo conceito
atual de aterosclero$&®*>*'No passado, o termo aterosclerose esteve relatignaimples
deposicéo de lipidios nas paredes dos vasos. Ewidgposteriores confirmaram a atuacéao de
mediadores inflamatérios em todos os estagios doepso aterotrombotico, ou seja, desde o
recrutamento inicial dos leucdcitos & eventualutaptia placa de aterortfa 1518 este
modo, a aterosclerose € atualmente definida comen'go inflamatéria” e a agressividade

com que se manifesta pode estar relacionada caaualg atividade inflamatoria.

Este paradigma atual tem levado ao crescente sseemo estudo dos biomarcadores
inflamatorios que, além de esclarecer os mecanistadermacao da placa aterosclerotica,
permitirdo o desenvolvimento de métodos para diieartia inflamacéo e o risco de eventos
isquémicos recorrentes. Marcadores de isquemidredreleais devem ter a capacidade de
avaliar o prognostico antes, durante e ap0s adgiseéa e devem estar associados a extensao

da isquemia, avaliada por exames radioldgicospamépatolégico e/ou quadro cliniéd.

O quadro clinico do AVC na fase aguda é variavelc& de 31-37,5% dos casos de
AVC evoluem com deterioracdo neuroldgica nas prasehoras apés a instala¢id’Estas
variacbes implicam em estratégias terapéuticavithdilizadas, o que torna a avaliacdo do
paciente um processo complexo e demorado. Por laulog o advento de novas intervencoes
terapéuticas para a fase aguda do AVC tem exigaiormapidez e precisdo no diagndstico e
avaliacdo da lesdo isquémica cerebral. Biomarcadoaea o AVC isquémico permitiriam
identificar pacientes de maior e menor risco enagsdividualizar a estratégia de tratamento e

prevencao priméria ou secund&fta’

1.1.Reviséo da Literatura
1. Aterosclerose e Inflamacao

O aumento da concentracdo plasmatica de LDL promioNdiracdo destas
lipoproteinas na camada intima da parede artenalaridade superior a capacidade de sua
eliminacdo. Conseqlientemente estas lipoproteimasapecem retidas na matriz extracelular,

ponto de partida para a aterosclerbse.

A LDL retida na matriz extracelular sofre modifié@s causadas por acdo enzimatica
ou por oxidacdo ndo-enzimatica. Destas modificaggbrginam-se os lisofosfolipides que
entre outros fatores como “espécies reativas dgéni”’ (EROS), hipertensdo arterial

sistémica, diabetes mellitus, alteracbes genétmas;entracdes elevadas de homocisteina e



infeccBes por microorganismos como herpes virusbactériaChlamydiapneumonia&?
promovem a disfuncdo das células endotelfaiEsta ativacdo endotelial ocorre
preferencialmente em locais como bifurcacdes, turaa e tortuosidades arteriais, onde a

alta presséo de cisalhamensbdar stregstransforma o fluxo laminar em fluxo turbulerito.

A disfuncdo endotelial caracteriza-se, entre outrasnsequéncias, pelo
comprometimento da produgdo endotelial de éxiddcoit liberacdo de citocinas como a
proteina quimiotatica para macrofagos (MCP-1), aumela expressdao de moléculas de
adeséo intercelular 1 (ICAM-1) e moléculas de amlefs célula vascular 1 (VCAM-1) na
superficie das células endotelifisLisofosfolipides presentes na LDL oxidada (LDLox),
como a lisofosfatidilcolina, induzem a disfungao @etlal via ativagdo dos receptores
“lectina like” para LDLox (LOX-1) presentes na célwendoteliaf>?° De fato, a ativacdo dos
receptores LOX-1 estd associada a ativacdo do fatclearkappaB (FNkB)?’ Quando
ativado, o FNkB migra para o nucleo da célula, cate aumentando a expressado de genes
que codificam mediadores inflamatérios, como citasi pro-inflamatoérias, fator de
crescimento de colénia de mondcitos/macréfagos GFRCICAM-1, VCAM-1 e MCP-F2

De maneira geral, o recrutamento de células demsastimunolégico do sangue
periférico para a placa de ateroma em formacaondiepda acdo de moléculas especificas,
denominadas quimiocinas (como a MCP-1), além dasaulss de adesdo (VCAM-1 e
ICAM-1).*** Embora a acdo quimiotatica da MCP-1 predomine esahonécitos, seu
receptor CCR2 também € encontrado em basodfilasf@ciios T. A quantificacdo de CCR2
correlaciona-se diretamente com a concentracaoasée LDL, indicando sua atuacao no

desenvolvimento da aterosclerdSe.

Ao migrarem para o local do ateroma em formagaonosocitos entram em contato
com o M-CSF produzido por células endoteliais ailasl musculares lisas e adquirem
caracteristicas morfologicas de macréfagos. Estgeesam receptores “scavenger” (ScRs) e
receptores “Toll like” (TLR) de reconhecimento dedg®m da “imunidade inatd* A
expressdo de TLR nas placas de ateroma é sigiificatdados de estudos com modelos
animais indicam que, pelo menos em parte, a intdmaresente na placa deve ser atribuida

a ativacdo destes receptotes’ 161131
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FIGURA 1 — A figura esquematiza os passos do recrutamentondogcitos na placa
ateromatosa nascente e algumas das fungfes déktias ma placa madura. O processo
inflamatdrio ativa varias moléculas de adesédo (VGAM a mais importante) (1). No
espaco subendotelial, os mondcitos entram em cooteth M-CSF (2) e se transformam
em macrofagos que expressam receptores TLR e StRA&tavés dos receptores ScRs,
0s macrofagos internalizam grande quantidade de bKilada e modificada (4) que
estimulam a transicdo de mondcitos a "células espasi (5). (modificado de Libby,
2002)"°

Os macrofagos exercem funcdo primordial na formadéoplaca de ateroma
internalizando a LDLox via Sc&s**!'e assim transformando-se nas “celulas espumosas”.
As “células espumosas”, via ativacdo dos receptdid®, liberam grande quantidade de
mediadores pro-inflamatorios, tais como interleasilL) IL-1, IL-6 e TNFe, apresentam
antigenos para a ativacao de linfocitos T via CemplPrincipal de Histocompatibilidade
(MHC) de classe Ié liberam enzimas, como a metaloproteinase daarettracelular nove
(MMP9), que degradam a capa fibrosa da placa deraté?>"
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FIGURA 2 - Migragdo e ativacdo de Linfécitos T CD4+ na intimadas artérias: a

migracao transendotelial (1) de linfécitos do suibtiCD4+ Thl é promovida por
moléculas de adesdo como VCAM-1 (2) e por quimagida familia CXC (3) que se
ligam ao receptor CXCR3 (4). Antigenos fagocitagos macréfagos, tais como LDLoX,

Chlamydia pneumoniae HSP60A (5) induzem linfécitos Thl a produzireitoainas,

incluindo IL-1, TNF, IL-4 e IL-10. (modificado deittby, 2002}°

Os linfécitos migram para a placa ateroscleréticafermagdo por um mecanismo
semelhante ao recrutamento dos mondcitos, poréieg@o ocorre de maneira diferente, via
exposicdo de antigenos pelo MHC classe Il e ativac@ncomitante de moléculas
coestimulatérias B7.1 e B7.2 (CD80 e CD86 respantante)* A maioria dos linfécitos T
presentes na placa de ateroma encontram-se enioestagico de ativacati:'*° Estudos in
vitro mostram que além da LDLox, outros antigegoso a bactéri€hlamydia pneumoniae
e a proteina de choque térmico 65/60 (HSP65/6@empocontribuir para a perpetuacédo da
atividade de células T CD4+ derivados de placaste®ma de humand$:*°

O papel dos linfécitos no desenvolvimento da les@wosclerética foi demonstrado
em estudos com camundongos deficientes em linfo€it&sses animais desenvolvem lesbes
aterosclerdticas menores em relacdo aos camundomgo®is, mas desenvolvem a placa
quando recebem linfécitos T CD4+ via “transferénaiotiva’’®>® Linfécitos T CD4+

diferenciam-se em varios subtipos tais como aslaglafetoras T “auxiliar” 1 (Thl), T



“auxiliar’ 2 (Th2) e diverso tipos de células T véggdrias (T-reg). Os linfocitos Thl induzem
a ativacdo de macréfagos e a reacdo de hiperdateiei celular, enquanto os linfécitos Th2
promovem a inflamacéo eosinofilica e as reacdekigkrsensibilidade humoral. As T-reg

suprimem funcdes efetoras de outras células densastmune®3*

Citocinas sao proteinas (geralmente glicoprotedieasadeia Unica) de peso molecular
relativamente baixo (raramente maior que 8-25 kg regulam crescimento e ativagao
celular, inflamacgéo, imunidade, reparo tecidudlrdse e morfogénese. Algumas citocinas
agem como quimiocinas promovendo o recrutamentotipes celulares especificos.
Atualmente, o termo citocina inclui os interfero(i&N), os fatores estimuladores de
crescimento de col6nia (CSF), os fatores de nec¢uvseral (TNF) e as interleucinas (IL). Os
IFN, originalmente reconhecidos em ensaios andilsjrsdo potentes imuno-reguladores e
fatores de crescimento subdivididos em trés grufis:a, produzido principalmente por
leuctcitos em reposta a virus e &cidos nucléicebl-fl produzido principalmente por
fibroblastos em resposta a virus e acidos nuclgiedsN+y, produzido principalmente por
linfécitos em resposta a estimulos imunolégicoste@®no interleucina, por sua vez, foi
utilizado pela primeira vez em 1981 em referénaiaocéeculas produzidas por leucdcitos que
agem sobre leucdcitos. Posteriormente, demonseaue algumas destas moléculas eram
produzidas também por células ndo leucocitariasnddstrou-se também que embora o0s
linfécitos B e T sejam o0s principais alvos dasrietecinas, elas agem também sobre outras

células, tais como fibroblastos e endotélio.

A presenca de IL-12 e IL-18 na placa de ateroma pvena diferenciacdo das células
T no fendtipo Thl e Th2 respectivamente. Na plaeatdroma predomina a acao de IL-12
sobre a IL-1 e portanto a maior atuagdo do fendlipb, produtor de IFN; sobre Th2 (fig.
4)*® De fato, o IFNy é a principal citocina pré-inflamatéria envolvida aterogénese.
Promove ativacao de macréfagos e células endatet@am producdo de moléculas de adeséo,
citocinas, quimiocinas, EROS, proteases e fatoeesodgulagdo. Também inibe o efluxo de
colesterol do espaco subendoteft&® Em modelos experimentais, a delecéo do N+ de
seu receptor reduz a gravidade da aterosclerosgiaeto que a administracdo de IfFN-
recombinante acelera o desenvolvimento da lesdo wgéncia do estado de
hipercolesterolemi¥ Da mesma forma, a delecdo de células Thl reduzndeeira
significativa o processo de aterosclerose em ratws hipercolesterolemid. Embora os
linfécitos Thl sejam os principais produtores lscdd IFNy, célulasnatural killer (NK),

linfécitos T CD8+ e fibras musculares lisas estiaalals por IL-18 também podem produzi-lo



em menor proporcad. Estas outras células também foram identificadasplaga de
ateroma?
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FIGURA 3 — Recrutamento e ativacdo de linfécitos Tha placa de ateroma:a migracédo dos
linfécitos T é mediada por moléculas de adeséo imiqainas (1). A ativacdo (2) ocorre enj
resposta ao reconhecimento de fragmentos de peptédgigénicos (LDLox, HSP60 ou antigends
microbianos) presentes no MHC das células apredemta de antigenos (macréfagos). Qs

linfocitos T ativados podem produzir respostasoeéet distintas, dentre as quais predomina pa

placa de ateroma o fendtipo Thl. As células Thiocesnvolvidas com a producdo de varids
citocinas pro-inflamatérias cuja acao promove anfigdo e vulnerabilidade da placa de ateronja.
As células T-reg inibem este processo, enquanihagpermanecem sob controvérsia. (modificado
de Libby, 2002)°

As células NK ndo sdo antigeno-especificas e pentera imunidade inata. Atuam
combatendo células que deixam de apresentar MHGim @ontribuem para a defesa contra

células neoplasica8.Alguns estudos indicam a participacdo das céNKsa aterosclerose,
porém os dados s&o controversbs.

Mastdcitos, assim como os basdfilos e eosinofdés, células efetoras das reacdes de

hipersensibilidade I. A ativacdo de mastécitos ddpala ligacdo de complexos antigeno-IgE



aos receptores especificos expressos em sua sigeeiular® Mastécitos ativados secretam
grande quantidade de enzimas proteoliticas e sfm&ados em locais de ruptura da pfsca.
Entretanto, a real contribuicdo da acdo dos mastpara a instabilidade e ruptura da placa

ainda deve ser melhor avaliada com novos estudos.

Embora varias evidéncias demonstrem o papel dadatigi pro-inflamatoria no
desenvolvimento da aterosclerose, dados sobretiaipatdo de células com atividade anti-
inflamatoria sdo escassos. Varios estudos mostuena gmunidade humoral protege contra a
ateroscleros&"***Estudosn vitro indicam que, pelo menos em parte, este efeit@mose
deve a producdo de anticorpos neutralizantes castrantigenos aterogénicos, inclusive a
LDLox.* De fato, individuos submetidos & esplenectomia emledvem lesdes
ateroscleréticas mais rapidametftd®orém, é muito pequena a quantidade de linfédtos
detectada nas placas de ateroma em fase de daeserardb inicial e intermediaria. Em
individuos com lesbes avancgadas, por outro ladajimero de células B e plasmacitos
aumenta de maneira significativa nos infiltradagsiides ao redor da camada adventitia.

Algumas citocinas com acao anti-inflamatéria, ta@iemo IL-10 e o fatorp
transformador de crescimento de col6nias (PgERpodem interferir no desenvolvimento da
aterosclerose. A IL 10, por exemplo, liberada ppaknente por linfocitos Th2 CD4+ e
macréfagos, exerce importante acdo inibitéria sabheeréfagos e linfocitos T, inibe a
producéo de citocinas pro-inflamatérias como EN:1B e TNFa pelos mondcitos, suprime
a expressdo de moléculas de adesdo e coestimdaifiibe a apoptosé.De fato, ratos
deficientes em IL-10 desenvolvem lesdes aterosaasdmaiores**#*°Humanos portadores
de aterosclerose significativa apresentam conagigsaplasmaticas menores em relacédo a
controles sadio¥® Além dos linfécitos Th2 CD4+ e macréfagos, célulk, células

dendriticas e células T-reg também podem produzi01*

O TGF{3 é uma citocina pluripotente, produzida por umdedade de células, tais
como T-reg, macrofagos, células dendriticas, plkaguecélulas endoteliais e células da
musculatura lis&>*° Apresenta capacidade de diminuir a expresséo décoias de adeséo e
pode inibir a adesdo de mondcitos a parede dos.vdaoaterosclerose, a sintese de TGF-

esta diminuida, possivelmente por acdo da LDYox.
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FIGURA 4 - Principais citocinas envolvidas na aterogénese: (lisofosfolipides provenientes
da LDLox na camada subendotelial induzem célulagotefiais e células musculares lisas §
expressarem citocinas que promovem a adesdo egdigde mondcitos (VCAM-1, MCP-1) e
linfécitos T (ndo ilustrado), a diferenciacdo cafue mondcitos em macréfagos (M-CSF) e 3

ativacdo autocrine de macréfagos (TWF{2) IL-12 e IL-18 produzidas por macréfagos induzen
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a diferenciacdo de células T nativas em Thl e Espactivamente. Thl promove a ativacdo d
macroéfagos (INRy, IL-1, TNF-), enquanto Th2 produz mediadores anti-inflamagofib-10, 1L-

4) que exercem efeito oposto sobre os macr6fagdScitos T e células endoteliais. Na placa dg
ateroma a acao Thl predomina sobre a Th2, o qaedesmplificacdo e perpetuacdo da cascatp
inflamatéria. (3) Células da musculatura lisa séo alvo de citocprasluzidas por macréfagos e

células T e contribuem para a manutencdo da atigidEflamatéria. (modificado de Kleemaan et

al., 2008f®

2. Resposta inflamatdria do cérebro a agresséo

Lesbes cerebrais de natureza variada, tais comacimmlireto em trauma fechado,
privacdo de nutrientes, neurotoxicidade, infeccieais e doencas auto-imunes estdo
associadas a perda neuronal secundaria mediadaapeidade inflamatéria locdf O
mecanismo de lesdo ndo esta plenamente definidgréssao cerebral de qualquer natureza
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produz perda neuronal, edema, recrutamento deaséhalimorfonucleares e a bem definida
“reacdo de gliose”, caracterizada por ativacdoaséwe, proliferacdo e hipertrofia de células
derivadas do sistema fagocitico mononuclear (magod e microglia). Originalmente a
“reacao de gliose” foi associada a restauracacedidd cerebral, com restabelecimento do
suprimento circulatério, da integridade da barrdieamato-encefalica e homeostase local.
Entretanto, comprovou-se que embora astrocitosdats/aecretem fatores de crescimento que
estimulam o prolongamento de axbnios, o acumultades2lulas no local da lesdo pode
também diminuir a regeneracéo axonal e causar hesdonal secundarfd.Estudosin vitro

mostram que a reacgao de gliose pode ser induzrdéNiea, IL-18 e IFN+y.
3. Resposta inflamatéria a agressao isquémica

A perpetuacdo da atividade inflamatodria leva a msgfo da aterosclerose que resulta
em isquemia. A isquemia focal, independente daajatnbém age como um potente
estimulo para deflagrar no cérebro a cascata iafania’ O tecido cerebral necrético libera
substancias oxidantes que estimulam as ceélulasli@angicroglia e astroglia) a secretar
citocinas e quimiocinas. Estes mediadores inflarreépromovem respectivamente a
expressado local de moléculas de adesdo nos vasgwaise e um intenso recrutamento de
leucécitos do sangue periférico para o parénquiemabcal. No parénquima cerebral, estes
leucdcitos ativados produzem citocinas, metaloprage da matriz extracelular, 6xido nitrico
e substancias oxidantes que amplificam a respofitaniatoria local, causando lesédo cerebral

secundarid?

Estudos experimentais mostram que leucocitos einbes aderem a parede dos vasos
4-6 horas apo0s a instalagdo da isquemia. Os nibosréfio as primeiras células inflamatorias
a migrarem para 0s vasos da regido isquémica eébroée invadem a zona de infarto, onde
liberam mediadores deletérios direta ou indiretam@ara neurdnios potencialmente viaveis
da area de penumbra isquémica. O pico deste pmoessre proximo a 24 horas apos o
infarto e a partir deste periodo os granulécitanimliiem rapidamente até desaparecerem
completamente na segunda senfaf&**Estudos histopatolégicos mostram que os vasos do
cortex isquémico encontram-se preenchidos por léesoe muitos deles apresentam intenso
edema a sua volta. A maioria destes leucocitogiopneantemente neutroéfilos, encontram-se
aderidos as paredes das vénulas pos-capilaresriolat da microcirculagdo, dificultando o

fluxo sangiiineo local para a area de penumbrarisigaé®*’ 248

Um significativo namero de linfécitos T infiltra gierencialmente a periferia da area

isquémica ainda na primeira semana do evento. &stadm modelos experimentais de
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isquemia cerebral mostraram que, diferente de sytrocessos imunoldgicos que acometem
0 sistema nervoso, esta resposta das células Tpadxe ser desencadeada por uma
estimulacdo sistémica antigeno-dependente. O verdadecanismo de ativacdo destas

células no cérebro isquémico n&do esta plenamentecioiv?**®

bY

Macréfagos provenientes do sangue periférico sé@aidats preferencialmente a
periferia da area de necrose, delimitando uma derfeonteira entre necrose e tecido cerebral
normal. Estes macrofagos agem diretamente removmrdagocitose o tecido desvitalizado,
acdo fundamental para o processo de remodelamenidual®® Estudos com animais
mostraram que o recrutamento dos macréfagos a garsangue periférico ocorre em uma
fase mais tardia, dias apoés a instalagdo do ataquémico e ndo tem relagdo temporal com a
quebra da barreira hemato-encefafit&m humanos, foi demonstrado que a migracéo de
macrofagos de fato é tardia e ocorre apés o procksmorte neuronal ter cessado, indicando
que a atuacdo deles € provavelmente mais benébticgue deletéria para o cérebro
isquémico>?

As células da microglia sdo macrofagos residenteparénquima cerebral e assim
expressam receptores ScRs que |Ihes confere a dapaae fagocitose. Histologicamente, a
microglia ativada é indistinguivel de macrofagosovenientes do sangue periférico.
Entretanto, diferente destes, a microglia ativaela fatuacdo mais precoce e deletéria,
contribuindo para o aumento da &area de infartabecat&*’ O modo como ocorre a ativagéo
da microglia ndo estd completamente esclarecidaud&s com ratos mostram que em
cérebros isquémicos esta ativacdo depende de seee@D14, seguida pela estimulacao de
receptores TLR tipo 4. Em ratos, dois fenotiposirtiss emergem. O primeiro € constituido
por células CD4+ também encontradas em outras deddesistema nervoso central, de
natureza nao isquémica. Esta populacdo CD4+ aurgesdaalmente a partir do segundo dia
e atinge pico no décimo quarto dia, quando cobmteiramente a area do infaftt™* A
segunda populacédo de microglia expressa um fendéipaisual, com moléculas de superficie
de células T CD8+ e NK. Diferente da microglia CD#stas células CD8+ jamais foram
encontradas em lesbes cerebrais de natureza na@mE@, tais como processos
degenerativos do sistema nervoso central. S&o rporteestritas as areas de necrose
isquémica, onde podem ser detectadas a partirrdeirte dia apdés o evento isquémico. A
presenca destas células € transitéria, pois atééadmd quarto dia desaparecem

completamente. O papel da microglia CD8+ nao esta tiefinido. Provavelmente além de
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contribuir para a exacerbacéo da lesdo isquénsta pepulacdo de células também auxilia o

processo de remodelamento tecidii4P.

A ativacao de astrécitos desencadeada pela isqumianta a expressao da proteina
acidica fibrilar glial (GFAP) e desencadeia a “géioreativa”, caracterizada por alteracdes
estruturais e funcionais especificas. Os astrotiodem expressam o MHC e moléculas co-
estimulatorias, estimulando a acdo anti-inflamat@@néfica de linfécitos Th2 na resposta
imunoldgica. Por outro lado, os astrécitos sdo nepale produzir citocinas e quimiocinas

pré-inflamatérias e assim apresentam potencial pgravar a leséo cerebral isquénfita.

adesdo e

rolamento ¢

vasos no tecido

trombo isquémico distal
proximal

. Pplaqueta

astrocitos
macrofagos
microglia

FIGURA 5 — (1) Oclusédo de um vaso arterial levando a isquemitecido cerebral distal a oclusao.
Citocinas (IL-1, IL-6) liberadas em resposta a &gia induzem a expressao de moléculas de adegao
(2) (P-selectina, E-selectina, ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1ja superficie das células endoteliais. A

aderéncia e acumulo local de leucocif83 levam a obstrucdo da microcirculagcdo, impedindo p

11%

restauracdo completa do fluxo sanguineo regionas apreperfusédo. Células da glia (astrocitos
microglia) no tecido cerebral isquémié) liberam quimiocinas (CINC, MCP-1) responséaveisapel
migracao transendotelial de mondcito (ndo ilustyadoeutréfilog5), formando um intenso infiltrado
inflamatério local. A acdo dos neutréfilos no payéima cerebral leva a destruicdo tecidual

irreversivel. CINC: cytokine induced neutrophil ofmattractant; MCP: monocyte chemoattractan

protein; ICAM: intercellular adhesion molecule. (dificado de Huang et al. 20(%)
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Em modelos experimentais de AVC, a isquemia ceré@idaz a producéo de citocinas
pro-inflamatorias, tanto por células do sistema iohdgico como por células do parénquima
cerebral (glia e neurdnios). IB1IL-10 e TNF s&o induzidos precocemente a infiados
leucécitos, ainda durante as primeiras 24 horasgleemia cerebral focal. Em contraste, a

expressdo de TGFe IL-18 é tardi4®

As citocinas mais estudadas no AVC isquémico sab, [[INF-, IL-6, IL-10 e TGF-

B. A IL-2 atua nas fases iniciais da formacdo daglde ateroma de acordo com alguns
estudos. Foi descrita inicialmente como “fator descimento de células T’ porque a

proliferacdo de linfocitos T depende da presencé_eé Sua acdo € bem especifica, pois,
além das células T, limita-se a influenciar a gi#eade linfécitos B, células NK, macréfagos

e oligodendraocitos. As células T embora consideradgorincipais alvos da acao da IL-2, sédo
também as principais produtoras desta IL. A IL+#aaimbém estimulando a sintese de TNF
e IL-1, além de ativar o sistema complemento. Bangz, a sintese de IL-2 € inibida pela IL-

103 S0 escassos os estudos que avaliam a particijagéie? na aterosclerose e no AVC

isquémico.

A IL-2 e seus receptores (IL-2R) estdo presentes awebro normal,
predominantemente no hipocampo e demais regidesichs relacionadas. O IL-2R é
composto por um complexo de subunidades das qéaislélasd, p e y) se combinam para
formar diferentes subtipos funcionais de IL-2R.dDbtipos IL-2R} ey s&o essenciais para
que ocorra a transducdo do sinal intracelular ittupor IL-23° Em modelos animais, as
concentracdes de IL-2 e IL-2R diminuem apds a isgag" Entretanto, o papel da IL-2 no

desenvolvimento da lesdo isquémica ndo esta claro.

Tal como a IL-2, a IL-1 apresenta propriedadesipii@matorias. Existe em duas
formas distintasa e B, as quais apresentam apenas um terco de homaogia SF°
Produzida por varios tipos de células como linfixciB, células endoteliais e fibroblastos, a
IL-1 foi originalmente descrita como “pirogénio eg@do” por sua acdo no sistema nervoso
central, onde induz a febre e a liberagdo de ghicmdides. Age estimulando células T e B a
produzirem substancias importantes para a inflamjag@mo prostaglandinas e colagenases.
Quase todas as células do organismo possuem rexepioe respondem a IL-1. No figado,

por exemplo, a ativacdo destes receptores induadaigéio de proteinas de fase agtida.

A expresséao de IL-1 é muito pequena no cérebro aloaumento da expressao do
RNAm que codifica a IL-f ocorre apds agressées cerebrais de varias natfitéxa acordo

com estudos experimentais, nas lesdes isquémitas@sento ocorre durante os primeiros
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15-30 minutos apos a oclusédo da artéria cerebrdianéatinge o nivel maximo em 12-24
horas e retorna ao nivel basal no quinto*#fa>*De acordo com Haggani et al. (2005),
ocorre também um segundo aumento do RNAmM que cadifiL-1 apds 6-24, caracterizando
uma expressao bifasiGaAs principais células produtoras de IL-1 no sistemrvoso central
sdo o endotélio, a microglia e os macréfagos rafibs a partir do sangue periférico. A
participac&do dos neurdnios e astrécitos na liberdedL-1 é controversé’

A IL-1 atua através de sua ligacdo aos receptard®l e IL-1RIl. O IL-1RI € uma
glicoproteina de 80 KDa, encontrada predominantéenas superficie celular de linfocitos T,
células endoteliais, fibras musculares lisas eofilastos. O IL-1RIl é uma proteina de 68
KDa, presente em linfécitos B e macr6fagdsA principal diferenca entre estes dois
receptores € descrita no tamanho do dominio cgopéico. A ativacdo do IL-1RI esta
associada a transducéao do sinal intracelular respehpelos efeitos pré-inflamatorios da IL-
1. O IL-1RII, por outro lado, possui um dominioogilasmatico pequeno que parece estar
associado a transducdo de nenhum sinal intracelilgue lhe confere a propriedade de
antagonista natural da IL?.Estudos com modelo de isquemia cerebral focal @msr
mostraram que a expressdao do RNAm que codificzepter IL-1Rl aumenta no quinto dia
de isquemia. Em contraste, a expressdo do RNAmMLddRIl aumenta de maneira mais
rapida, intensa e duradoufa.

A IL-1ra € uma glicoproteina de 23-25 KDa, natuethte liberada por
monaocitos/macréfagos, células endoteliais, fibrstols, neurbnios e células da glia que
compete com a IL-1 pela ligacdo no receptor IL-&&h, no entanto, ativa-lo. A IL-1ra tem
afinidade pelo IL-1RI superior a IL-d-e p.** Estudos com animais mostraram que a
expressdao do RNAm da IL-1ra aumenta ap0s cercaisi@daras de oclusao da artéria cerebral
média em ratos, ou seja, sua liberagcdo € praticememmcomitante a da IL-1. Em
contrapartida, 0 RNAm da IL-1ra permanece elevdéim alo periodo de elevacéo da IP%1.
Estes dados sugerem que talvez a liberacdo deaalfaga parte de um sistema regulatério da
atividade inflamatoria local e que as mesmas fooédglares podem ser responsaveis pela
liberacdo tanto de IL-1 quanto de IL-lra apos isgaecerebral focal. Os mediadores
responsaveis pela inducéo da IL-1ra no AVC isquémmiéo sdo conhecidos. Entretanto,
estudos prévios identificaram algumas citocinas,damo IL-1, TNF, IL-6, TGH e IL-10

como possiveis indutores da IL-1{4%+>2



15

100 @D’@‘PJ
80 f"—"
60 *,-“" \—L&ukucy'ta-s
40 ??“E“ el
"
20|
[ e ———
1W .'F.-_‘_'--.
2 B0 K IL-1ra
o
h E'}
2] IL-15
S 40
: £
o 20
[i] ey
100, M
a0 _i l‘ll- - L
! ' ST
601 - .
¥e )/—IL-“:III
m I".
20
%51 2 5
Days after MCAQ
FIGURA 6 — Relacdo temporal entre a expressao deflL-1
IL-1ra, IL-1RI e IL-1RIl p6s a isquemia cerebralMR
indica células polimorfonucleares; Mono/Mo indica
monaocitos/ma-crofagos. Extraido de Wang et al (;L@@?

Véarios estudos utilizando modelos experimentaisisdgiemia cerebral focal tém
associado a IL-1 a efeitos neurotoxicos sobre a denpenumbra isquémica e leséo cerebral
secundéria. De fato, a delecdo do receptor IL-TRkcamundongos esta associada a reducéo
da extens&o do infart§:>? Por outro lado, a administracéo de IL-1 intravientar exacerba a
lesdo isquémica tanto em camundongos selvagensogerancamundongos nudos em IL-1Rl,
indicando que a acdo deletéria da IL-1 independdeite receptdr. Estudos utilizando
camundongos deficientes em IL-1 mostraram gue siestenais a area de infarto cerebral é
significativamente menor em relacdo ao contfdl®. pré-tratamento com IL-1ra exégeno
reduziu o tamanho da area isquémica, indicando eubpra haja co-inducéo de IL-1 e IL-
1ra na isquemia focal, a acdo agonista da IL-1 abnente predomina sobre o antagonfista.
Entretanto, para garantir o beneficio da neuropéme a IL-1ra deve ser administrada
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previamente ou imediatamente apds a inducdo dansgueerebral. Ainda assim, estima-se
que a concentracdo de IL-1ra necesséria para heatra efeito agonista seja cerca de 100
vezes a concentracdo da IllY1IPosteriormente mostrou-se também que a inibicZndina
caspase-1, responsavel pela clivagem da molécolagmamente inativa pro-IL-1 em IL-1

ativa, reduz o tamanho do infarto em ratos e cammguif*

As diferencas na expressao dos receptores IL-1R{1RII apds isquemia cerebral
focal sdo possivelmente reflexos de suas distiimadades. IL-1RI tem maior afinidade a
ligacdo com a IL-1ra do que o IL-1RII. Este, poa sz, liga-se preferencialmente a Ik-1

Tais ligacBes produzem efeitos similares, contendtividade da IL-12

O mecanismo pelo qual a IL-1 exacerba a isquenrigbcal focal ndo esta definido.
Sabe-se que a IL-1 por si s6 ndo € neurotoxicaivo. Entretanto, a IL-1 pode induzir a
expressdo de moléculas de adesdo nas células ledatea liberacdo de quimiocinas por
células da glia, estimulando a infiltracdo locala#dulas polimorfonucleares envolvidas na
apoptose de neur6nio(fig. 5).

A IL-10 é uma citocina com atividade anti-inflamaadproduzida no sistema nervoso
centrat’, onde pode atuar bloqueando vias de sinalizac@palatose, reduzindo os efeitos de
citocinas inflamatoérias como IL-6 e TNE4nduzindo anergia nos linfocitos T que infiltram
cérebro, modulando a vulnerabilidade neuronal a aig amino-acidos excito-toxicos e
inibindo a éxido-nitrico sintase (NO%)A concentracéo de IL-10 aumenta durante o curso de
varias doencas como esclerose mdultipla, deméncidldeeimer, meningites e inclusive
isquemia® O aumento da concentracdo de IL-10 foi observadoogemente nas primeiras
horas do AVC, atingindo niveis maximos entre odieace sétimo did Animais nudos
(knockou} para o gene que codifica a IL-10 apresentam mafttracdo de neutrofilos na
area de infarto cerebral, aumento de T&/FCAM-1, MMP-2 e MMP-9°° A presenca de
amino-acidos excito-toxicos, produtos do oxidoicdt(NO), IL-6, TNFe e de MMP estao
associados com piora do prognéstico do AYG que pode explicar o potencial beneficio da
IL-10 para pacientes com AVC isquémico.
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2. OBJETIVOS

. Analisar se existe associacao entre os valorek-dg,lIL-2 e IL-10 em sobrenadante
de cultura de células mononucleares e a gravidadifilkit neuroldgico na chegada
do paciente com AVC isquémico ao pronto-socorro.

. Analisar se existe associacao entre os valorek-dg,lIL-2 e IL-10 em sobrenadante
de cultura de células mononucleares e a evolucadétiat neuroldgico durante as
primeiras 72 horas do AVC isquémico.

. Analisar se existe associagdo entre os valorek-dp,1IL-2 e IL-10 em sobrenadante
de cultura de células mononucleares nas primeiraashda fase aguda do AVC
isquémico e a evolucdo da incapacidade funcionas di8 meses de seguimento
clinico.

. Avaliar se existe associagéo entre B,-1L.-2 e IL-10 em sobrenadante de cultura de
células mononucleares e a incidéncia de IAM, AV®bito em até 18 meses.
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3. CASUISTICAS E METODOS

Estudo descritivo, prospectivo e comparativo, redignediante analise de dados.
3.1. Selecao dos pacientes

Para compor o grupo 1 foram avaliados 87 pacierdesecutivos, internados no
pronto-socorro do Hospital Central da Santa Cas@adePaulo durante as segundas, tercas e
quartas feiras, de junho de 2005 a dezembro de 2006,até 72 horas de AVC isquémico,
diagnosticado segundo os critérios do TOASTvide apéndices) para aterosclerose de
grandes artérias, cardioembolisno ou doenca deepaquartérias. Os critérios de incluséo e

exclusao estédo descritos no quadro 1.

Sessenta e um pacientes apresentaram um ou meigosrique impediram a
inclusdo: 32 ndo assinaram o termo de consentimé2tando souberam definir a data e
horario de instalagdo do AVC, trés eram portaddeeseoplasia e seis receberam diagnostico
de neoplasia durante os primeiros dias de intecnap®s a instalacdo do AVC. Assim,

apenas 26 dos 87 pacientes selecionados forantoddraluidos no estudo.

Quadro 1 — critérios de incluséo e exclusdo para o grupo 1

Inclusdo
* homens e mulheres > 18 anos
» internados no pronto-socorro da Santa Casa de &#o &urante o periodo de jun/05 a dezf6
» AVC isquémico diagnosticado e classificado segugloritérios do TOAST
e quadro neurolégico com maximo de 72h de instalagcédo

» termo de consentimento livre e esclarecido assipattbpaciente ou seu representante legql.

Excluséo
» doenca inflamatdria ou infecciosa cronica conhecida
* neoplasia, doenga hematoldgica, insuficiéncia renahepatica
» evidéncia de hemorragia na TC de cranio

e data e horario da instalacdo do AVC nao conhecidos

O grupo 2 foi constituido por individuos controles,seja, ndo portadores de doenca
cerebrovascular, ndo pareados com o grupo 1 e epongéo minima de um controle para

cada caso. Durante o0 més de junho de 2005, foreetic@ados pacientes consecutivos com
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pelo menos dois fatores de risco para AVC isquéthicpiadro 2), em acompanhamento
regular no ambulatério de clinica do Hospital Geda e de Convalescentes D. Pedro Il.
Portadores de neoplasia, doenca inflamatéria acaémdsa, doenca hematologica conhecida,

insuficiéncia renal ou hepatica grave foram exclsi@madro 3).

Quadro 2 —fatores de risco modificaveis bem document3dos

» Doenca coronariana

* Insuficiéncia cardiaca

« Doenca arterial periférica

e Hipertensao arterial sistémica

e Tabagismo

» Diabetes

« Estenose de car6tidas assintomatica
* Fibrilagéo atrial

* Anemia falciforme

* Dislipidemia

e Obesidade

e Sedentarismo

e Terapia de reposicdo hormonal p6s menopausa

Quadro 3 — critérios de incluséo e exclusdo para o grupo 2

Incluséo
* homens e mulheres > 18 anos
e pacientes em acompanhamento regular no ambulatérédinica do Hospital Geriatrico e
de Convalescentes D. Pedro Il com pelo menos dbisefs de risco modificaveis em

60
tratamento

* termo de consentimento livre e esclarecido lidestnado

Excluséo
» antecedente de doencga cerebrovascular conhecido
» doenca inflamatdria ou infecciosa cronica conhecida

* neoplasia, doen¢a hematoldgica, insuficiéncia rendlepatica
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Este estudo foi analisado e aprovado pelo Comit&tida em Pesquisa da Irmandade
da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo (proj@teero 64/05). Todos os pacientes
incluidos ou seus representantes legais assinarahermo de Consentimento Livre e

Esclarecido e receberam cépia deste documento dpiéledices).
3.2.Casuistica

O grupo 1 foi constituido por 26 pacientes, sendanidheres e 12 homens, com
média de idade de 65,54 (+x12,54) anos, dos quai®raddn classificados como possivel e
cinco como provavel AVC aterotrombdtico, quatro cordoenca de pequenos vasos
(lacunares) e quatro como AVC cardioembdlico, dedm com os critérios do Toagguadro
4). O grupo controle foi constituido por 30 pacgsntsendo 23 mulheres e sete homens com
média de idade de 73,06 (+10,63) anos (quadro 5).



QUADRO 4 —descricao dos pacientes com diagnésticp de

AVC isquémico agudo, incluidos no grupo 1.
No Sexo idade Comorbidades Toast

(anos)
1 F 68 0, HAS 1A
2 M 77 C, AT, H, HAS 1A
3 M 51 HAS, T, IAP 1B
4 F 31 FOP, TG, T, S 3
5 F 75 HAS, C, TG 1A
6 F 70 HAS, DM, AVC 1B
7 M 61 TG, 0 1A
8 M 67 HAS, DM 1A
9 M 61 T, TG 2
10 M 64 HAS, DM, T 2
11 F 51 HAS, T, S 1B
12 M 80 HAS, O 2
13 F 75 HAS, S 2
14 M 64 Aa, HAS, T 3
15 F 84 HAS, Ac, ICC 3
16 M 59 HAS, T 1A
17 M 67 HAS, AVC 1B
18 M 63 DM, S 1A
19 M 59 T, HAS 1A
20 F 46 T,S 1A
21 F 74 S, HAS 1A
22 F 81 Ac, HAS, S 3
23 F 58 DM, HAS, C, S 1B
24 F 75 HAS, C, AVC 1A
25 F 86 DM, S, O, HAS 1A
26 F 57 HAS, DM, 1AM 1A
M:F= 12:14
Média de idade = 65,5412,61) anos

F: feminino; M: masculino; Aa: arritimia cardiacguaa;
Ac: arritimia cardiaca crbnica; FOP: forame ovatepée;
HAS: hipertensédo arterial sistémica; DM: diabetedlitus;

T: tabagismo; C: hipercolesterolemia; TG:
hipertrigliceridemia; ICC: insuficiéncia cardiacangestiva;
O: obesidade; S: sedentarismo; AVC: acidente vascul
cerebral prévio; AIT: ataque isquémico transitoriéM:
infarto agudo do miocardio prévio; H: hipertiresidio
controlado; IAP: insuficiéncia arterial periféricardnica;
Toast = classificacdo do AVC isquémico segundo ftdas

— possivel AVC de grandes vasos (aterorombotic®), 1
provavel AVC de grandes vasos (aterotrombotico);- 2
doenca de pequenos vasos (lacunar), 3 — cardiomobdl
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QUADRO 5 —descricdo dos pacientes incluidos|no
grupo 2 (controles)
No sSexo Idade fatores de risco
(anos)
1 F 82 Ac, HAS, C
2 F 69 HAS, DM
3 F 74 Ac, T,C
4 F 64 C, HAS
5 F 87 HAS, DM, C
6 M 88 0, TG, C, HAS, DM
7 F 91 HAS, Ac, DM, ICC
8 M 89 ICC, HAS, DM
9 F 74 Ac, HAS, DM, ICC
10 F 77 DM, HAS
11 F 64 HAS, T
12 M 59 HAS, DM, O
13 M 43 T, HAS
14 F 67 T.C
15 F 86 ICC, HAS, S
16 F 84 HAS, DM
17 F 70 HAS, C
18 F 58 HAS, DM, C
19 F 64 HAS, C
20 M 74 S, T,C
21 F 66 HAS, TG, C
22 F 67 S, C
23 M 72 C, TG, DM
24 F 79 HAS, DM, O
25 F 72 HAS, DM, C, O.
26 F 68 HAS, S, TG
27 F 69 HAS, O, C, TG
28 M 77 HAS, C, TG
29 F 81 HAS, C
30 F 77 DM, HAS, C
M:F = 7:23
Média de idade = 73,06 £10,63) anos

F: feminino; M: masculino; Aa: arritimia cardiaca
aguda; Ac: arritimia cardiaca crbnica; FOP: forame
oval patente; HAS: hipertens@o arterial sistémica;
DM: diabetes mellitus; T: tabagismo; C:
hipercolesterolemia; TG: hipertrigliceridemia; ICC:

insuficiéncia cardiaca congestiva; O: obesidade; S:

sedentarismo; AVC: acidente vascular cerebral
prévio; AIT: ataque isquémico transitério; 1AM:
infarto  agudo do miocardio prévio; H:
hipertireoidismo controlado; IAP: insuficiéncia
arterial periférica crénica.
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3.3. Avaliacao clinica e laboratorial

As amostras de sangue venoso periférico para posgelantificacdo da ILf}, IL2 e
IL-10 foram obtidas dos pacientes do grupo 1 no emdmda inclusdo, apds a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O naténi coletado no Pronto-Socorro
Central da Santa Casa de Sao Paulo e encaminhadobentontendo heparina sddica ao
laboratério da Disciplina de Imunologia (Departaroerde Ciéncias Patoldgicas) da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de*&@#do (FCMSCSP), dentro de no
maximo 30 minutos. O tempo médio entre a instalagAdVC e a coleta do sangue foi de
22,85 horas (7 — 49 horas).

Para mensurar a intensidade do déficit causado AW¥IG, todos os pacientes
incluidos no grupo 1 foram avaliados segunddagional Institute of Health Stroke Scale
(NIHSS °®122%2%% ng momento da chegada ao pronto-socorro e apé&3)2horas da
instalacdo do AVC. Os pacientes foram classificaglmstrés categorias, de acordo com a
gravidade do déficit neurolégico segundeamreda NIHSS da chegada ao pronto-socorro.
Pacientes conscore inferior ou igual a quatro foram classificados comVC leve; score
entre 5 e 18 (inclusive) foram considerados AVC emado escore superior ou igual a 19

receberam a classificagdo de AVC grave.

A Escala de Rankin modificada (mMRS) capaz de avaliar a incapacidade funcional
acarretadas pela isquemia cerebral, foi aplicada @pd+3) horas, seis (+1) e finalmente 18
(x3) meses apos o AVC. Seis (1) meses apos o AdiGsolicitado por meio de contato
telefénico, um parecer sobre o estado atual de sddadpaciente. Os pacientes ou seus
familiares responderam a seguinte pergunta: “desdita da alta, vocé considera que houve

melhora ou piora em relacdo ao AVC?".

Baseado primariamente na variacdosdoreda mRS no sexto més em relacdo ao
obtido na 72 horas apds o AVC, os pacientes folassificados em “melhor” (diminuicdo do
scorg ou “pior” (aumento dascorg. Nos casos em que néo houve variagascdoeda mRS,
foram classificados como “melhor” os pacientes @goecer foi de estabilidade clinica ou de
melhora. Inversamente, foram classificados comor*pds casos de Obito ou de pacientes

cujo parecer foi de piora.

Os pacientes realizaram ultrassonografia com Doplale artérias carotidas durante
as primeiras 72 horas do AVC, exceto nos casos wnag condi¢des clinicas gerais do
paciente ndo permitiram o seu deslocamento atévizeale radiologia. De acordo com o

resultado do exame, foram classificados em duasgoahs: 1) pacientes sem estenose,
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incluindo aqueles com espessamento médio-intimafia2ientes com estenose de qualquer
grau, incluindo as lesGes que exercem estenog@inéel igual a 49% do diametro da artéria,
lesGes com 50 a 69% de estenose e estenose adnsiglerada maior ou igual a 70% da luz

do vaso. Todos os pacientes receberam os cuididm®s e neurol0gicos necessarios.

As amostras de sangue venoso periférico postemamtificacdo da IL-f, IL2 e IL-

10 dos pacientes do grupo 2 também foram colhidasnomento da inclusdo, apos a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Estldw. Em seguida os pacientes foram
encaminhados ao servico de radiologia onde reahza ultrassonografia com Doppler das
artérias carotidas. Durante o periodo de seguimedto estudo, mantiveram o

acompanhamento médico regular no Hospital Geriateicde Convalescentes D. Pedro |l
recebendo todos os cuidados clinicos necessarm$inal do periodo de seguimento de 18
meses do estudo, foi solicitado por meio de contgfonico, um parecer sobre o estado
atual de saude do paciente. Os pacientes ou smil@fas responderam a seguinte pergunta:
“como esta passando?” As respostas aceitas foradfuitb)e sua provavel causa; 2) AVC ou

IAM; 1) “estavel”, quando nao foi relatado ocorrinde 6bito, AVC ou IAM no periodo.

Em relacdo ao resultado da ultrassonografia detidas) os pacientes foram
classificados, para fins estatisticos, tal comorup@ 1, ou seja, em dois subgrupos: 1)
pacientes sem estenose ou com apenas espessam@titpintimal;, 2) pacientes com
estenose inferior ou igual a 49%, 50 a 69% e sopeti igual a 70%.
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coleta de sangue

23h 51m (7-49)
0 72 h (£3) 6m(x1) 18 m (£3)
] ::: pacientes com AVC - grupo 1
NIH(1)  NIH(2) MRS (2) MRS (3)
mRS (1) parecer do paciente

US vasos cervicais “desde a alfa, vocé piorou ou melfhorou?"

“por que?"
0 18 m (£3)
controles - grupo 2
coleta de sangue contato telefénico
US vasos cervicais (obito, AVCi e 1AM, ou estavel)

FIGURA 7 — cronograma do estudo: NIH (1): score da NIHS®aga na admissédo do paciente no prorjto-
socorro; NIH (2): score da NIHSS aplicada apos giasdo AVC; mRS (1): score da mRS aplicada apés
72 horas do AVC; mRS (3): score da mRS aplicada 48dmeses do AVC.

3.4. Ensaios imunoldgicos

As células linféides do sangue periférico foramiddg a partir de 30 mL de sangue
coletado em tubos contendo heparina sédica. A sadpdoi centrifugada em gradiente de Ficoll-
Paque (Pharmadij(300g, 30 minutos, temperatura ambiente). O dedéucdcitos foi coletado,
transferido para outro tubo e lavado duas vezesroein RPMI-1640 (CultilaB) gelado estéril
(300g, 10 minutos, 4° C). O anel de células monleaves foi ressuspensa em meio RPMI-1640

(Cultilab®) suplementado (com soro fetal bovino 10% + L-ghite [2mM] + gentamicina

[5ug/mL]) e a concentragao ajustada para 16>cé0mL estimulada com fitohemaglutinina por 48
horas. O sobrenadante das culturas de célulaidootado e armazenado a —70°C para posterior
analise.

As concentracdes dos sobrenadantes das cultuledddétos de IL-B, IL-2 e IL-10
foram determinadas por método ELISA, com kits dispeis comercialmente para ensaio
imunologico quantitativo@ptEIA™) obtido da empresBD BiosciencesOs procedimentos
do teste foram realizados de acordo com as ingsugo fabricante (disponivel no apéndice).

O limite de detec¢do do ensaio é de 7,8 pg/mL eagimo de 500 pg/mL. A leitura das



26

amostras foi realizada em 450 nm, em dilui¢des, nddeitorELx800 (Bio Tek Instruments
Inc®). Valores superiores a 5000 pg/mL foram obtidos @oroximacéo (coeficiente de
linearidade de 0,9979). Os ensafosam realizados em duplicata, conforme as oriéesgo

fabricante As analises foram realizadas por técnicos ceg@sqsmdados clinicos.

3.5. Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados com o software $8@8stical Package for Social
Sciencepv13.0, considerando nivel de significanpia 5%. OTeste de Mann-Whitnepi
aplicado inicialmente para avaliar as diferencaseensg dois grupos em relacdo aos valores
das interleucinas dosadasAAalise de Correlacdo de Spearmian utilizada para verificar a
relacdo entre os valores das interleucinas e adgde do AVC, medida pela NIHSS na
chegada ao hospital.

Posteriormente, deste de Mann-Whitndpi novamente aplicado no grupo 1 para
comparar os valores das interleucinas com a ewvold@dica do AVC nas primeiras 72 horas
(NIHSS), em seis meses (MRS e parecer do pacierda) 18 meses (MRS). Analise da
Curva ROC (Receiver-Operating Characterisficfoi aplicada sobre as variaveis com
significancia para identificar os valores de caite subdividem o grupo 1 de acordo com a
melhora ou piora clinica. A mesma analise foi ezala para o grupo 2 para correlacionar os
valores das concentracdes das interleucinas coanezgr do paciente em 18 meses e com a
presenca ou ndo de estenose carotiddaste Exato de Fishéwi utilizado para comparar os
dois grupos em relacdo a presenca de estenos@learpor placa de ateroma. Finalmente, os
testesc et studentforam utilizados para avaliar respectivamentergval qualitativa “sexo”

e a idade nos dois grupos.
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4. RESULTADOS

A média de idade dos pacientes do grupo 1 é 7,62 iaferior a do grupo 2, o que
representa uma diferenca estatistica significapte 0,019). Em relacdo a proporcdo de
homens e mulheres, embora haja nitida predominéeamulheres no grupo 2, essa diferenca
ndo é significante &= 3.236,p = 0,1296).

Dos 26 pacientes do grupo 1, 16 foram avaliadosijp@ssonografia com Doppler de
carotidas (quadro 6). Cinco pacientes faleceramsaie realizar o exame (casos 5, 7, 14, 15 e
22). Trés néo realizaram o exame por dificuldadeagendamento junto ao servico de
radiologia (casos 9, 10 e 20). Os casos 16 e 2lredizaram o exame devido a falta de

condicdes clinicas para se deslocarem até o setgicadiologia.

QUADRO 6 —descricéao dos pacientes com diagnoésticp de
AVC isquémico agudo, incluidos no grupo 1.

No grau de estenose pelo US de carétidap
1 < 40%

2 < 40%

3 < 69% (calcificada)
4 Normal

5 Nao avaliado

6 < 59% (calcificada)
7 Nao avaliado

8 15-49%

9 N&o avaliado
10 N&o avaliado
11 > 80% (trombo vermelho)
12 < 40%

13 Normal

14 N&o avaliado
15 N&o avaliado
16 Nao avaliado
17 50-69%

18 < 40%

19 < 40%

20 N&o avaliado
21 N&o avaliado
22 N&o avaliado
23 50-69%

24 15-49%

25 15-49%

26 < 40%

US: ultrassonografia;.
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Dentre os pacientes que realizaram o exame, ammadois nao foi identificado
anormalidade (casos 4 e 13). Dos demais paciemes,(casos 1, 2, 8, 12, 18, 19, 24, 25, 26)
apresentaram placas de ateroma nas carodtidas est@gosicativa, ou seja, inferior a 50%
do leito arterial. Cinco pacientes apresentaramcaglacom estenose com estenose
significativa, sendo quatro (3, 6, 17, 23) entree580% e apenas um (caso 11) com estenose
superior a 70%. Esta paciente 11 evoluiu com detgg@o neuroldgica ainda na fase aguda
do AVC, atribuido a novo evento embolico sobre amme territério vascular. Foi indicada
endarterectomia, porém a paciente faleceu seteagd@so segundo evento, antes de realizar a
cirurgia.

O quadro 7 descreve os achados da ultrassonogtafiearétidas relacionados a
presenca de placa de ateroma e grau de estenogadi@stes do grupo 2. No grupo 2, apenas
o individuo numero 14 néo realizou ultrassonogratien Doppler das artérias carotidas e
vertebrais porque faleceu antes da data do agemdant® exame. Dentre os demais
individuos, 14 ndo apresentavam grau algum de asdemor placa de ateroma, 10
apresentavam estenose inferior a 50% e cinco ayjieesen estenose superior a 69%. Até o
final do periodo de acompanhamento nenhum pactemeestenose significativa havia sido

submetido tratamento cirlrgico ou endovascular.



QUADRO 7 —avaliacdo dos pacientes do grupg 2
No drau de estenose pelo evolucdoem 18
US de carotidas meseg+3)

1 estenose < 40% AVC

2 estenose < 40% AVC

3 n&o avaliado Obito (TEP)

4 sem estenose Estavel

5 estenose > 70% Obito (BCP + sepsig)
6 estenose < 40% Obito (IAM)
7 estenose < 69% AVC / deméncia
8 estenose > 70% Obito (EAP)
9 estenose < 50% Sem contato
10 estenose < 69% Estavel

11 estenose < 50% AVC

12 sem estenose 1AM

13 sem estenose Estavel
14 sem estenose Estavel
15 estenose < 40% IAM /ICC
16 estenose < 40% Estavel

17 sem estenose Estavel
18 sem estenose Estavel
19 sem estenose Estavel
20 sem estenose Sem contato
21 sem estenose Sem contato
22 sem estenose Estavel
23 sem estenose Estavel
24 estenose < 50% Estavel
25 estenose < 50% Estavel
26 sem estenose Estavel

27 sem estenose Estavel

28 sem estenose Sem contato
29 estenose < 40% Estavel

30 estenose < 69% AVC

US: ultrassonografia; Estavel: estado clinico
inalterado; TEP: tromboembolismo pulmonar; IAM:
infarto agudo do miocardio; AVC: acidente vascular
cerebral; ICC: insuficiéncia cardiaca congestiva;
EAP: edema agudo de pulmdo; BCP:
broncopneumonia.
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Em relacdo ao grupo 1 (fig 8), a frequéncia deneste de carétidas de qualquer grau é

menor e esta diferenca entre os dois grupos ésgistainente significantgp(= 0,016).
60,00
50,00 /
40,00 % B
° 10
X 30,00 presenga de estenose
20,00 0 auséncia de estenose
0 ndo avaliados
10,00 o1
RPTRE i
0,00 +— e H3ES B
(p = 0,016)**
Grupo 1 Grupo 2

FIGURA 8 - Presenca de estenose de carétidas nos individsagdpos 1

e 2 avaliados com US Doppler.

A figura 9 ilustra os valores das dosagens dasléotgnas B, 2 e 10 obtidos para os
dois grupos. N&o houve diferenca estatisticamerggifisativa entre as dosagens das
interleucinas IL-B, IL-2 e IL-10 ¢ = 0,479, 0,370 e 0,805 respectivamente) nos dajsog

estudados (tab. 6 em anexos).

p=0,479*

4000 p=0805*

MGrupo 1
# Grupo 2

média {pg/mL}
[~
4
=

IL-1B -2

FIGURA 9 — Comparagédo entre os valores das interleucings2le 10 nos grupos 1 e 2.

* diferencas ndo significantes.
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Os valores utilizados como parametro para avabgpacientes do grupo 1 quanto ao
déficit neurolégico (NIHSS) na chegada ao pronttes® e apds 72 horas de AVC estéo
descritos na tabela 7 (anexo). Os pacientes 2, 0,912, 13, 20 e 25 foram admitidos com
quadro de AVC leve (NIHSS = 0-4); ja os casos K, 3, 11, 14, 16, 17, 18, 19, 21, 23, 24 e
26 foram classificados como AVC moderado (NIHSS-£8% e os pacientes 5, 7, 15 e 22
apresentaram déficits neuroldgicos graves (NIHIS8B)>na chegada ao hospital (tab. 7-A em
anexos). A correlacdo entre as dosagens das uderdes B, 2 ou 10 no sobrenadante da
cultura mononucleares e a gravidade do AVC na adimibospitalar (tab. 8 em anexos, fig.
10) nédo apresentou correlagdo estatisticamentefisagite ¢ = 0,919, 0,053 e 0,493
respectivamente).

IL-1R
000 ] *
. . o (0 =0319) cc = -0 021
5000 +
— 4000 *
= Py *
~ 3000
=
= 2000 y * + -
* »
1000 —t ¥
O,.,., . *
I:I 1 ¢ 1 1 ¢ 1 1 1 1 ¢
0 5 10 15 20 25 30 35 40
MIH (1

FIGURA 10A - Distribuicédo dos pacientes do grupo 1 de acoactho o valor de
IL-1p e oscoreda NIHSS obtido na chegada ao pronto-socorro ((pt cc:
coeficiente de correlacdo; * correlacdo entre IB-€INIH (1) estatisticamente

néo significante.
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IL-2
7000 (= 0,053) cc=-0,384
G000 *—» * >
_, 5000 * o
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] 5 10 15 20 25 a0 35 40
MIH (1)
FIGURA 10B - Distribuicdo dos pacientes do grupo 1 de acoouo o valor de
IL-2 e oscoreda NIHSS obtido na chegada ao pronto-socorro ({Upt cc:
coeficiente de correlacdo; * correlacdo entre INHM (1) estatisticamente néo
significante.
IL-10
=0493%
3500 R e . (p=10,493) o= 0141
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FIGURA 10C - Distribuicdo dos pacientes do grupo 1 de acooto o valor de 1L-10

eo

scoreda NIHSS obtido na chegada ao pronto-socorro () cc: coeficiente de

correlagéo; * correlagéo entre IL-10 e NIH (1) &stwamente ndo significante.

Os pacientes 6, 9, 11, 14 e 25 evoluiram com pilwradéficit neurolégico nas
primeiras 72 horas do AVC, caracterizada por umeaimdoscoreda NIHSS em relagao ao
scoreda chegada ao pronto-socorro (tab. 7-B em anefssp1l pacientes restantes tiveram
uma evolucéo estavel, caracterizada por manutedggcorede chegada (pacientes 2, 3,4, 5,
7,10, 12, 13, 15, 17, 18, 22, 23 e 26) ou suacd@ul(l, 8, 16, 19, 20, 21 e 24). A tabela 9

(anexo) mostra que em relagdo aos niveis de IImAB, ndo aos de ILBle IL-2, houve uma

diferenca significativag = 0,040) entre os pacientes com melhora ou estatdd da NIHSS



33

nas primeiras 72 horas do AVC e os pacientes caeridecdo neuroldgica (fig. 11). A
analise da curva ROC mostra que o valor de IL-1® djatingue os pacientes com melhora
daqueles com piora ou estabilidade goore da NIHSS, com melhor relacdo entre
sensibilidade e especificidade (respectivament2% & 80%), € de 925,0 pg/mL. Ou seja,
este valor pode ser utilizado como corte para ifileass os pacientes do grupo 1 em um
subgrupo com tendéncia a melhora e outro subgrgmo ®ndéncia a piora do déficit
neurologico nas primeiras 72 horas da fase agudawd isquémico (tab. 10 em anexos).
Desta forma, pacientes com IL-10 superior a 9280 inaior propensdo a evoluirem com

melhora do déficit neurologico nas primeiras 72asato AVC (fig. 11B).

IL-1B IL-2
- = 0,648*
6007,8 - p=0,073" 7007.8 - P
O o0
5007,8 1 ¢ 60078 4 & o O
40076 . 5007,8 | &
= e O . E 40078 . *
5 3007,8 = 30078 -
2 2007,8 - ¢ o =
' * e 0 . o 20078 - o . *e
10078 1 .. %o R 10078 | ¢ o* 0 e
g * o S L 4
7,8 - ¢ & o 7.8 - . o e 4

FIGURA 11A - Distribuicdo dos pacientes do grupo 1 de acomip & variacdo decoreda NIHSS nas

primeiras 72 horas de AVC em relagcao a chegadaad@socorro; * nao houve diferenca significativ,

-

entre os pacientes que evoluiram com melhora (digéo doscoreda NIHSS) e os que evoluiram corf

piora (aumento decord em relagédo aos valores de ILfle 2.
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FIGURA 11B - Distribuicao dos pacientes do grupo 1 de acodin a variacao decoreda NIHSS nas
primeiras 72 horas da fase aguda do AVC isquémitgetacdo a chegada ao pronto-socorro; melhgya:
diminuicdo doscore da NIHSS no periodo; piora: aumento doore da NIHSS; ** diferenca
estatisticamente significativa entre os pacienteseyoluiram com melhora e os que evoluiram comapig
em relagdo aos valores de IL-10; de acordo conaksarda curva ROC, o valor de corte de IL-10 mara
qual se obtém a melhor relacdo entre especificigadensibilidade (respectivamente 76,2% e 86%
925,0 pg /mL, ou seja, pacientes com IL-10 supexieste valor tendem a evoluir com melhoradure

da NIHSS nas primeiras 72 horas do AVC.

A avaliacédo clinica segundo contato telefénico eseala de mRS esta descrita na
tabela 11 (anexos). Foram classificados como “mpds seis meses os casos 2, 3, 5, 6, 7, 11,
12, 14, 15, 16, 21, 22, 24 e 25; consequentemesteasos 1, 4, 8, 9, 10, 13, 17, 18, 19, 20,
23 e 26 evoluiram “melhor” (tab. 11 em anexos)aBela 12 (anexo) mostra que existe uma
correlacéo estatisticamente significante entrecdugé@o neuroldégica em 6 meses e os valores
de IL-18 e IL-2 (p = 0,014 e 0,044 respectivamente), mas nao de l{p-£00,091). Pacientes
com valores de IL{1 e IL-2 respectivamente superior a 1800,788 eimfer1381,81%g/mL
tenderam a “piora” apods seis meses, de acordo camllesse da curva ROC (respectivamente

tab. 11 e 14, fig 12).
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FIGURA 12A - Distribuigdo dos individuos do grupo 1 de acardm oscoreda mRS e o “parecer d

=

paciente” apés 6 meses do AVC; ** houve diferengttisticamente significante entre os pacierftes

classificados como “melhor” e “pior” em relacéo aafores de IL-B e IL-2; de acordo com a analide

da curva ROC, os valores de corte de fLel IL-2 para o qual se obtém a melhor relacdo eptre

sensibilidade (76,9% e 91,7% para Ig-& IL-2 respectivamente) e especificidade (91,7892%

para IL-18 e IL-2 respectivamente) sdo 1901,0 e 1382,0 pghshpectivamente; individuos com IB—]L

abaixo do seu valor de corte e IL-2 acima do séar ¢ corte (zona pontilhada do gréafico) tendeaa
evoluir “melhor”, enquanto os individuos com IB-acima do seu valor de corte e IL-2 abaixo do

valor de corte (zona listada do grafico) tenderdpicra”.

beu
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FIGURA 12B - Distribuicdo dos individuos do grupo 1 de acomion oscoreda mRS e o
“parecer do paciente” apés 6 meses do AVC, emdelap valor de IL-10; * ndo houve relagao
estatisticamente significante entre os pacientessificados como “melhor” daqueles classificadod
como “pior” apés 6 meses, em relacéo ao valor eE0lL

A tabela 15 (anexo) mostra que existe correlaggmfsiante entre os valores de IL-
1B, IL-2 e IL-10 e oscoreda mRS apods 18 meses de AV < 0,033; 0,011 e 0,032
respectivamente). Enquanto os valores de IL-2 éO0Leorrelacionam-se inversamente
(coeficiente de correlacdo = -0,490 e -0,422 rdsmeuente) aoscore da mRS, a IL-f
apresenta uma correlacdo direta (coeficiente delegéo = +0,418), ou seja, quanto maior o
valor de IL-B, maior sera scoreda mRS e quanto menor os valores de IL-2 e IL-&8on

sera o comprometimento funcional segundo estazefoal 13).
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FIGURA 13 - Distribuicdo dos pacientes do grupo 1 de acoado o valor de IL-f,
IL-2 e IL-10 (fig. 8A, 8B e 8C respectivamente) sareda mRS no 18° més apos o
AVC (mRS (3)); ** houve correlacdo estatisticamestgnificante entre score da
MRS e os valores de ILBLIL-2 e IL-10; cc: coeficiente de correlagéo,igedque o
scoreda mRS no 18° més do AVC é diretamente proportmmaalor de IL-B (cc >

0) e inversamente proporcional aos valores de&lH210. (cc < 0).
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Dos 30 pacientes que constituem o grupo controkygyerderam seguimento e nao
foram localizado ao final do periodo de 18 mesesrd3tante, 15 foram classificados como
“estaveis” e 11 evoluiram com AVC (casos 1, 2, 7e 3D), IAM (casos 6, 12 e 15) e quatro
com o6bito (casos 3, 5, 6 e 8). A tabela 16 (anex@dtra que houve diferenca estatisticamente
significante entre os individuos classificados coestaveis” apos 18 meses e aqueles com
AVC, |IAM ou 6bito, em relagdo aos valores de Ik-1.-2 e IL-10 (p < 0,001, p = 0,025 e
0,009 respectivamente). De acordo com a andliseida ROC, os valores de IIB,1IL-2 e
IL-10 que distinguem estes dois subgrupos de pasentom melhor relacdo entre
sensibilidade e especificidade, sdo respectivanieh89,0 pg/mL, superior a 1668,0 pg/mL e
superior a 1.124,0 pg/mL (respectivamente tab18% 19, em anexos). Pacientes “estaveis”
sdo mais frequentes dentre os individuos com f.4L-2 e IL-10 respectivamente inferior a
2.130,0 pg/mL, superior a 1668,0 pg/mL e superibria4,0 pg/mL (fig. 14). (, fig. 14).

IL-1B
6007,8 - P <0,001**

# individuos "estaveis"

O individuos corm "1aM, A¥C ou dhito"

zoha de prevaléncia de individuos

cam "estabilidade”

% com "lAM, AV ou dhit”

- I

FIGURA 14A - Distribuicdo dos pacientes do grupo 2 de acordo @amvorréncia de IAM, AVC ou
Obito apés 18 meses, em relacéo ao valor deBjl*#1diferenca estatisticamente significativa enbe
pacientes que evoluiram com IAM, AVC ou 6bito epasientes que evoluiram com estabilidade gm
relacédo aos valores de Il3;1de acordo com a andlise da curva ROC, o valaode de IL-B para o
gual se obtém a melhor relacdo entre sensibiliéadspecificidade (ambas 80%)2130 pg /mL, ou
seja, individuos com ILfLinferior a este valor tendem a evoluir melhor Hmmeses em relacdo aop
desfechos IAM, AVC ou 0bito.




39

IL-2
P = 0,025** o o

7007,8 - # individuos "estaveis”

6007,8 - O individuos corm "IAM, AVC ou dhito”
. 5007,8 -
S 4007,8 - j:j zoha de prevaléncia de individuos
o 3007,8 .- .

cam "estabilidade”

< 2007,8 1550

1007,8 - 7} com"Iam, AVC ou dhito”

7,8 -

FIGURA 14B - Distribuicdo dos pacientes do grupo 2 de acordo a@uorréncia de IAM, AVC ou

obito apos 18 meses, em relagédo ao valor de |I*#jférenca estatisticamente significativa entre @s
pacientes que evoluiram com IAM, AVC ou 0bito epasientes que evoluiram com estabilidade gm
relacdo aos valores de IL-2; de acordo com a andhscurva ROC, o valor de corte de IL-2 parajo
qual se obtém a melhor relagéo entre sensibilidasipecificidade (respectivamente 66,7% e 90,9%99) é
1668 pg /mL, ou seja, individuos com IL-2 supesaste valor tendem a evoluir melhor em 18 meges
em relacdo aos desfechos IAM, AVC ou 6ébito.
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FIGURA 14C - Distribuicdo dos pacientes do grupo 2 de acordo @mvorréncia de IAM, AVC ou
Obito apds 18 meses, em relacdo ao valor de IP*1€iferenca estatisticamente significativa entse ¢
pacientes que evoluiram com IAM, AVC ou 6bito epasientes que evoluiram com estabilidade gm
relacao aos valores de IL-10; de acordo com asmédh curva ROC, o valor de corte de IL-10 pard o
gual se obtém a melhor relagéo entre sensibilidagkpecificidade (respectivamente 73,3% e 1089
1124 pg /mL, ou seja, individuos com IL-10 supemoeste valor tendem a evoluir melhor em 38

meses em relagdo aos desfechos IAM, AVC ou 6bito.
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Dentre as trés interleucinas estudadas, alifel a Unica que apresentou correlacéo
estatisticamente significantp € 0,001) com a presenca de estenose das artariagas de
qualquer grau (tab. 20 em anexos). A analise degacROC mostrou que o valor de corte
estimado em 3.919,0 pg/mL. Ou seja, individuosrdp@ 2 que apresentaram IB-&uperior

a 3919,0 pg/mL apresentam algum grau de estenocstédes (tab. 21 em anexos, fig. 15-A).

IL-18
6000 P <0,001* 4 individuos "sern estenose”
5000 ,’0 ** .Q O  individuos "com estenose”

zoha de prevaléncia de individuos

"sem estenose”

@ "com estenose”

pg / mL

FIGURA 15A — Distribuicdo dos pacientes do grupo 2 de acealn a presencga ou auséncia qe
estenose; ** houve diferenca estatisticamente fiigmte entre os individuos com estenose He
qualquer grau e os individuos sem estenose, emarelaos valores de IL31 de acordo com a
andlise da curva ROC, o valor de corte de fL-para o qual se obtém a melhor relagao erfre
sensibilidade e especificidade (ambas 73,8%8918,40 pg/mL, ou seja, a prevaléncia de estatms

carétidas, independente do grau, tende a ser masoindividuos com IL{1 superior a este valor.
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FIGURA 15B — Distribuicdo dos pacientes do grupo 2 de acomin a presenca ou auséncia de

estenose; * ndo houve diferenca estatisticameigeifisativa entre os individuos com e sem
estenose, em relacdo a IL-2 e IL-10.
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5. DISCUSSAO

Citocinas sao glicoproteinas de baixo peso molecptaduzidas por células do
sistema imunoldgico, além de outros tipos celulaers resposta a varios estimulos.
Participam ndo apenas da homeostase normal dmaigteunologico, inflamacéo e resposta
do hospedeiro contra agentes infecciosos, mas tan@séio envolvidas na patogénese de
uma grande variedade de doencas, incluindo canmoeegsos autoimunes e alérgicos.

Nos ultimos anos, acumulam-se evidéncias que assogiatividade inflamatoria ao
desenvolvimento da isquemia cerebral. A presencgeitdeinas como IL-f, IL-2 e IL-10 &
detectada no cérebro e liquido cefalorraqueanoadiemes com AVC isquémico agudfo.
Por outro lado, a relevancia dos valores detectadosangue venoso periférico ainda nao
esta bem estabelecida. Emsley et al (2007), estadarativacdo de genes de citocinas no
sangue periférico, verificaram que as citocinasopttadas no soro apds o AVC isquémico
provavelmente tém origem no tecido cereBt&lstas citocinas, supostamente produzidas pela
microglia no tecido cerebral em resposta a isqueatiagem a circulacdo periférica via
reabsorcao liquorica. Ainda assim, é possivel guegssos inflamatérios sistémicos ou
localizados em outros 6érgdos periféricos contribyaana um estado inflamatério pré-
existente ao AVC. A exclusdo de pacientes com d#gnosticos tende a evitar esta
interferéncia. Infeccbes respiratorias e/ou urasrsubsequientes ao AVC sao frequentes,
contribuem para 0 aumento dos niveis séricos deitds e também estdo associadas a
deterioracdo neurolégica precd€ePara evitar este fator de confusdo, é fundamental
recrutamento precoce dos pacientes, pois a chandesgnvolverem infecgcbes aumenta com
o tempo apos a instalacdo do AVC. Dentre os casdsidos, ndo havia sido detectada
infeccdo em nenhum dos pacientes até o momentolet@.cOs pacientes 5 e 22 evoluiram
com pneumonia apO0s a coleta e ambos faleceram. é&ldpossivel desconsiderar,
particularmente no paciente 22 em que a coletaadgue foi tardia (39 horas de AVC), a
possivel interferéncia da infeccdo sobre os valdees interleucinas e o desfecho clinico.
Entretanto, ndo é possivel excluir a possibilidddeinfeccdo subclinica quando a coleta
ocorreu em tempo superior a 24 horas de AVC (pteset 14 e 16)

Neste contexto, a aterosclerose também pode atrap dator de confusdo na
tentativa de se estabelecer um mediador inflantattimo marcador de isquemia cerebral.
De fato, os valores das dosagens das citocinapatentes com isquemia cerebral aguda

(grupo 1) foram estatisticamente semelhantes aogadsntes com risco para AVC, sem
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isquemia cerebral (grupo 2). N&o foi possivel, gautd, determinar se as taxas de fi,-2 e
10 encontrados nos pacientes do grupo 1 foram idosizpelo AVC ou se indicam uma
condicao pré-existente que pode ter contribuida patesenvolvimento do AVC. Este dilema
é freqliente na literatufa.

A producdo de citocinas em humanos, sistémica oual,lom&o ocorre
espontaneament®. Entretanto a diversidade de estimulos capaz deziindu sintese de
citocinas é grande, o que dificulta a constituiggoum grupo controle. Mesmo individuos
jovens, sadios e presumidamente livres de fatoresisde para AVC isquémico estédo
naturalmente expostos a estimulos que podem alteraexpressdo de mediadores
imunoldgicos em geral. A grande variabilidade dakres de IL-B, IL-2 e IL-10 nos dois
grupos provavelmente reflete a diversidade de esigrimunolégicos ambientais a que cada
paciente esta exposto.

Estabelecer uma relacdo de causa e efeito requestutio bem mais complexo, com
pareamento entre casos e controles de acordo ognauode aterosclerose, além da idade e
sexo. Inicialmente os dois grupos foram estratiftsaem subgrupos homogéneos de acordo
com o tipo de AVC pelo critérid oast (aterotrombatico, lacunar ou cardioembdlico), a
gravidade do AVC de acordo com o NIHSS (até 4 wa,lentre 5 e 18 ou moderado e grave
ou superior a 18) e ao grau de aterosclerose dasotle acordo com a ultrassonografia com
Doppler (ausente, estenose inferior a 50%, entre 0% ou maior que 70%). Entretanto, o
tamanho da amostra ndo foi estatisticamente sigtifio para permitir a analise destes
subgrupos. Esta heterogeneidade de cada amostaltdif a comparacdo entre os dois
grupos. Alias, Vila et al (2003) mostraram que derdntes subtipos de AVCT6as)
apresentam niveis de IL-10 semelhantes entteEsite dado indica que a heterogeneidade do
grupo 1 em relacéo aos subtipos do AVC pode s#evante para esta citocina.

Nenhum dos dois grupos foi avaliado por exame d#&rom@agem ao final do
seguimento de 18 meses para confirmar a naturgamé@nsca naqueles que evoluiram com
AVC neste periodo e para excluir isquemia silerecioss demais. Considerando que a
atividade inflamatéria exacerbada pode estar ams@dambém a isquemia silenciSsas
resultados da correlacéo entre as dosagens dg IL-2 e IL-10 e a evolucdo apds 18 meses
de seguimento perde em preciséo.

Os valores de IL-10 foram significativamente mason®s pacientes do grupo 1 que
permaneceram estaveis ou melhoraram durante ai@im72 horas em relacdo aos
pacientes deste mesmo grupo que evoluiram comatatgio neuroldgica segundo a NIHSS.

Estes resultados estédo de acordo com outros esfaddsratura® A dosagem de IL-10 n&do
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apresentou correlacdo com a gravidade do AVC segamdIHSS aplicada no momento de
chegada do paciente ao hospital, resultado semelharubtido por Basic Kes et al (2008)

De fato roedores deficientes em IL-10 desenvolvefarios cerebrais maiores e o
tratamento com IL-10 exdgena a esses animais redamanho da lesd6/? A inducéo da
atividade da IL-10 por meio da tolerancia oral coroteina basica de mielina também esta
associada a reducéo do tamanho do infarto em tatosansferéncia de genes que codificam
IL-10 também é possivelmente benéfit&ste suposto efeito protetor da IL10 contra a
isquemia cerebral € provavelmente resultado de agéss anti-inflamatorias, capaz de
reduzir a expressdo de mediadores deletérios dai® dL-6" e fatoro de necrose tumoral
(TNF-).”

A IL-10 representou fator de protecéo ao final ddgo de 18 meses de seguimento
tanto para o grupo 1 quanto para o grupo 2 (cadyolEmbora ndo tenha sido excluida
isquemia silenciosa em nenhum dos individuos quéugam sem AVC neste periodo, 0s
dados estdo de acordo com o estudo de Van Exe(20@R), pelo qual demonstrou-se que
niveis de baixa producéo de IL-10 podem represengaor risco para AVC isquémico em
humanos sadios. Entretanto, a relacdo direta entre baixa producdolLe®0 e pior
progndstico neurolégico ndo pode ser extrapoladartr destes resultados, pois a dosagem
desta citocina néo foi determinada em momento préxio da deterioragdo clinica.

A dosagem de ILf1 n&do mostrou correlagdo com a gravidade do AVCniificada
segundo a NIHSS aplicada no momento de chegad@acdene ao servico de emergéncia.
N&o houve também correlacdo com a evolucdo neucald@yurante a fase aguda, avaliada
segundo a variagao dgorenas primeiras 72 horas do AVC. Estes dados dagaal a IL-
1B como possivel parametro de avaliagdo da exters@zsdo e do prognostico na fase aguda
do AVC isquémico pelo método utilizado no estudo.

Além da associacdo com piora funcional apos séB meses, a dosagem elevada de
IL-1pB foi correlacionada com maior risco de eventos isgcé@s até o final do periodo de
seguimento, tanto no grupo dos pacientes com AVé@htgunos controles. Entretanto, os
valores de IL- encontrados nos dois grupos estudados foram semesghau seja, tal como
a IL-10, néo foi possivel definir se os valoredldéd § encontrados para o grupo 1 refletem as
consequéncias do evento isquémico ou um estadacandeele. Considerando que outros
fatores ndo avaliados no estudo, tais como a ades#io programa de reabilitagdo, podem
influenciar a recuperacéo funcional dos pacientes seqiela de AVC, € mais provavel que
os altos niveis de ILflencontrados nos individuos que evoluiram mal sgotem um fator

de risco pré-existente do que uma conseqiéncigdamia.
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Esta hiptese encontra suporte na literatura. Dedaccom Emsley et al (2007)e
Sotgiu et al (2008} ndo h& aumento de IL-1 durante o AVC isquémico lermanos,
possivelmente em razdo da ativacdo precoce destemsi com acao anti-inflamatoria capaz
de bloquear a producédo de IL-1 em resposta a isqué&naumento de IL-1ra precoce no
AVC isquémico pode ser uma evidéncia da ativacastedsistemad> A diminuicdo da
resposta a estimulagdo com lipopolissacarideos )(Id@8obora esta hipotese. De fato, a
producaoin vitro de citocinas inflamatorias por células de pacem@n AVC isquémico
estimuladas com lipopolissacarideos (LPS) € memoredacdo aos controles e inversamente
relacionada com o prognéstico do AVE.

Os resultados destes estudos em pacientes com sy@mico diferem de estudos
anteriores com animais baseados em modelos expeaimee isquemia cerebral. Existem na
literatura varios estudos em animais mostrandcelam@o entre ILf1 e isquemia cerebral
permanente ou temporaria, com valores diretamenf@ycionais a gravidade ou tamanho da
lesdo’*8%-228135Entretanto, o exato mecanismo pelo qual a IL-luémfcia a propagacéo da
lesdo isquémica néo esta claro. Alguns autordsuaim o possivel efeito deletério da IL-1 no
AVC a sua capacidade de induzir a expresséo decalatede adesédo no endotélio cerebral,
favorecendo o influxo de neutréfild8Deste modo, a IL-1 atuaria indiretamente induzindo
um estado pré-tromboético sobre o endotélio a zengethumbra isquémica.

A dosagem de IL-2 mostrou um comportamento prateBwmrrelacionou-se com
evolucado “melhora” no seguimento em seis meses\06 A melhora funcional ou reducéao
do risco de eventos isquémicos em 18 meses, tamtd @ grupo controle quanto para 0s
pacientes com AVC. A relagéo entre IL-2 e AVC isgigd € pouco estudada. Sabe-se que a
IL-2 estd presente no cérebro normal em camundorgqgse sua concentragdo diminui
durante a os primeiros dias apés a inducao dansqué&ntretanto, a suplementacédo com IL-
2 exdgena, administrada no liquor n&o altera augéiol da isquemia cerebral em animiais.

Considerando sua acgdo pro-inflamatoria, seria adperalgum efeito deletério
desencadeado pela IL-2 presumidamente atribuidestado pré-trombdtico associado a
inflamacédo. Alias, o uso de IL-2 em humanos comangpierapia contra cancer esta
associado a disfuncdo cognitiva, refletindo sua gg@dominantemente sobre o hipocampo
onde os IL-2R estdo concentrads.

A associacgao entre IL-2 e boa evolucédo nos doisograpds 18 meses de seguimento
contraria dados da literatura. A IL-2 participa plimcesso de aterogénese promovendo o
desenvolvimento da placa de ateroffi&, ou seja, esperava-se que seu efeito inflamatério

comprometesse 0 prognoéstico destes pacientes.
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6. CONCLUSOES

A gravidade do déficit neuroldgico, segundo a NIH&#icada na chegada do
paciente com AVC isquémico ao pronto-socorro, n@@sentou correlagdo com
as dosagens de I3l IL-2 e IL-10 no sobrenadante da cultura de cs8lula

mononucleares.

Valores de IL-10 no sobrenadante da cultura de laglumononucleares
apresentaram correlagdo com a recuperacdo dotd#figiologico nas primeiras
72 horas da fase aguda do AVC isquémico, seguiNibi&S.

Valores elevados de ILBlem sobrenadante de cultura de células mononusjeare
nas primeiras horas da fase aguda do AVC isquémajm@sentaram correlagao
com a piora da incapacidade funcional, segundo & mfticada apds 18 meses.
Inversamente, valores elevados de IL-2 e IL-10noreorrelacionados com a

diminuicao da incapacidade funcional, segundo a etiSada apds 18 meses.

Valores elevados de ILBlem sobrenadante da cultura de células mononusleare
foram associados a maior incidéncia de IAM, AVCdatito apds 18 meses, em
pacientes com risco para AVC isquémico. Inversageht2 e IL-10 elevados

foram associados a menor freqtiéncia de 1AM, AVC lmitoapds 18 meses.
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7. ANEXOS

TABELA 1 — descricdo dos pacientes com diagnostiate AVC
isquémico agudo, incluidos no grupo 1.

No Sexo Egﬁgg) Comorbidades Toast graLlJJSdgee(s:;erggzzspelo
1 F 68 0O, HAS 1A < 40%
2 M 77 C, AIT, H, HAS 1A < 40%
3 M 51 | HAS, T, IAP 1B < 69% (calcificada)
4 F 31 | FOP, TG, T, S 3 Normal
5 F 75 HAS,C, TG 1A NA&o avaliado
6 F 70 | HAS, DM, AVC 1B < 59% (calcificada)
7 M 61 | TG,O 1A NA&o avaliado
8 M 67 HAS, DM 1A 15-49%
9 M 61 T,TG 2 N&o avaliado
10 M 64  HAS,DM, T 2 N&o avaliado
> 80%
1 F 51 HAS, T, S 1B (trombo vermelho)
12 M 80 HAS, O 2 < 40%
13 F 75 @ HAS, S 2 Normal
14 M 64  Aa,HAS, T 3 N&o avaliado
15 F 84 HAS, Ac, ICC 3 Nao avaliado
16 M 59 | HAS, T 1A | Nao avaliado
17 M 67 HAS, AVC 1B 1 50-69%
18 M 63 DM, S 1A 1 <40%
19 M 59 T, HAS 1A <40%
20 F 46 ' T,S 1A NA&o avaliado
21 F 74 S, HAS 1A N&o avaliado
22 F 81 | Ac, HAS, S 3 N&o avaliado
23 F 58 DM, HAS, C, S 1B 50-69%
24 F 75 HAS, C, AVC 1A = 15-49%
25 F 86 @ DM, S, O, HAS 1A 15-49%
26 F 57 HAS, DM, IAM 1A  <40%

M:F= 12:14
Média de idade = 65,5412,61) anos

US: ultrassonografia; F: feminino; M: masculino;: Aaritimia cardiaca aguda; Ac:
arritimia cardiaca cronica; FOP: forame oval papitAS: hipertensédo arterial
sisttmica; DM: diabetes mellitus; T: tabagismo; l@percolesterolemia; TG:
hipertrigliceridemia; ICC: insuficiéncia cardiacangestiva; O: obesidade; S:
sedentarismo; AVC: acidente vascular cerebral préalT: ataque isquémico
transitério; IAM: infarto agudo do miocardio préyidH: hipertireoidismo

controlado; IAP: insuficiéncia arterial periféricadnica; Toast = classificacdo do
AVC isquémico segundo Toast: 1A - possivel AVC deandes vasos
(aterorombotico), 1B provavel AVC de grandes vagaterotrombético), 2 —
doenca de pequenos vasos (lacunar), 3 — cardioEohdl



TABELA 2 - descricdo dos pacientes
incluidos no grupo 2 (controles)

No sSexo ldade fatores de risco
(anos)

1 F 82 Ac, HAS, C

2 F 69 HAS, DM

3 F 74 Ac, T,C

4 F 64 C, HAS

5 F 87 HAS, DM, C

6 M 88 O, TG, C, HAS, DM

7 F 91 HAS, Ac, DM, ICC

8 M 89 ICC, HAS, DM

9 F 74 Ac, HAS, DM, ICC

10 F 77 DM, HAS

11 F 64 HAS, T

12 M 59 HAS, DM, O

13 M 43 T, HAS

14 F 67 T,C

15 F 86 ICC, HAS, S

16 F 84 HAS, DM

17 F 70 HAS, C

18 F 58 HAS, DM, C

19 F 64 HAS, C

20 M 74 S, T,C

21 F 66 HAS, TG, C

22 F 67 S, C

23 M 72 C, TG, DM

24 F 79 HAS, DM, O

25 F 72 HAS, DM, C, O.

26 F 68 HAS, S, TG

27 F 69 HAS, O, C, TG

28 M 77 HAS, C, TG

29 F 81 HAS, C

30 F 77 DM, HAS, C
M:F = 7:23

Média de idade =73,06 ¢10,63) anos

F: feminino; M: masculino; Aa: arritimia cardiaca
aguda; Ac: arritimia cardiaca crbnica; FOP: forame
oval patente; HAS: hipertens@o arterial sistémica;
DM: diabetes mellitus; T: tabagismo; C:
hipercolesterolemia; TG: hipertrigliceridemia; ICC:
insuficiéncia cardiaca congestiva; O: obesidade; S:
sedentarismo; AVC: acidente vascular -cerebral
prévio; AIT: ataque isquémico transitério; 1AM:
infarto  agudo do miocardio prévio; H:
hipertireoidismo controlado; IAP: insuficiéncia
arterial periférica crénica.
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TABELA 3 — avaliagdo do grupo 2

grau de
No estenose pelo. evolucdoem 18
US de meseg+3)
carétidas
1  estenose < 40% AVC
2 | estenose < 40% AVC
3 | ndo avaliado Obito (TEP)
4 . sem estenose Estavel
5 | estenose > 70% Obito (BCP + sepsis)
6 | estenose < 40% Obito (IAM)
7 | estenose < 69% AVC / deméncia
8 | estenose > 70% Obito (EAP)
9  estenose < 50% Sem contato
10 | estenose < 69% Estavel
11 : estenose < 50% AVC
12 : sem estenose IAM
13 | sem estenose Estavel
14 : sem estenose Estavel
15 | estenose < 40% IAM /ICC
16 : estenose < 40% Estavel
17 | sem estenose Estavel
18 | sem estenose Estavel
19 | sem estenose Estavel
20 : sem estenose Sem contato
21 | sem estenose Sem contato
22 | sem estenose Estavel
23 | sem estenose Estavel
24  estenose < 50% Estavel
25  estenose < 50% Estavel
26 | sem estenose Estavel
27 | sem estenose Estavel
28 | sem estenose Sem contato
29 | estenose < 40% Estavel
30 estenose < 69% AVC
US: ultrassonografia; Estavel: estado
clinico inalterado; TEP: tromboembolismo
pulmonar; IAM: infarto agudo do
miocardio; AVC: acidente vascular
cerebral; ICC: insuficiéncia cardiaca

congestiva; EAP: edema agudo de pulméo;
BCP: broncopneumonia.



TABELA 4 - comparacéo entre 16 pacientes do grupo & 29 pacientes do

grupo 2 em relacdo a presenca ou ndo de estenosmtidea.

grupo Estenose carotidea Total
presente ausente
1 14 2 16
87,50 12,50 100,00
9 15 14 29
51,72 48,28 100,00
Total 29 16 45
64,44 35,56 100,00

p = 0,016 (estatisticamente significante)

TABELA 5 — valores das interleucinas no sobrenadaetde cultura de
células mononucleares obtidas nos pacientes dos gos 1 e 2 (em
pg/mL).
Grupo 1 Grupo 2
No | IL-10 IL-18 IL-2 Tempo* | IL-10 IL-1 B IL-2
1 | 2453,61 | 5132,00 i 1603, 66 24 592,22 | 5535, 05 | 1405, 84
2 | 3151, 14 | 3401, 45 | 5963, 35 16 443,54 | 5085, 05 i 1399, 70
3 | 2534,07 © 712,91 : 1384, 88 16 324,18 | 5109,45 i <7,80
4 | 1433,36 : 635,49 : 5059, 56 25 3007, 25 i 1041,85 @ 216, 67
5 | 457,10 | 1932,20 @ <7, 80 16 1122,50 @ 5369, 00 i 503, 71
6 165, 75 | 3670,53 | 1144, 92 13 1096, 26 : 5535, 05 i 540, 68
7 632,28 | 4104,66 i 1378, 75 22 1493,87 @ 4068, 02 i 1036, 43
8 | 2395,56 @ 1165,98 | 1762, 76 24 477,37 | 4366,17 i 610, 60
9 | 802,61 @ 975,02 : 2086, 29 24 3151, 14 | 5535,05 | 1200, 70
10 | 1045,50 @ 1669, 38 | 2237, 23 24 3007, 25 | 4132,28 | 2755, 23
11 | 161, 265 i 5535,05 | <7, 80 9 2975,83 | 5132,00 | <7, 80
12 | 1842,72 3288,61 | 615,81 17 920,24 | 3620,90 | <7, 80
13 | 1241,41 = 485,27 | 1710, 48 20 3151, 14 | 3768,80 : 1929, 90
14 | 1585,91 @ 1554,62 | 1157,21 48 3151, 14 i 864,95 . 503, 69
15 | <7,80 <7, 80 <7, 80 7 2279,51 | 2746,64 | 46,27
16 | 2683,00 @ 2185, 00 | 4004, 08 30 2343,96 | 1280, 47 @ 5963, 35
17 | 3151, 14 307,165 | 5963, 35 22 2546, 15 | 1512,96 | 2233, 54
18 | 490, 44 <7,80 1121, 22 21 3007,25 | 1264, 99 | 5963, 35
19 | 3151, 14 853,965 | 5963, 35 48 1892, 92 @ 498,51 | 4525, 93
20 | 2231,60 | 529,84 @ 739,28 18 258,73 | 1381,08 | 5347,24
21 | 1286, 65 | 2213, 78 : 1245, 90 21 2276, 71 | 1158,57 | 3279, 84
22 | 178,625 | <7, 80 78, 86 39 1868,34 @ 41,54 622, 44
23 | 1778, 73 | 1531, 23 | 4434, 39 24 1316,59 @ 76,87 i 3563,91
24 | 3151, 14 | 5535,05 @ 2187, 00 18 1125,20 @ 245,18 | 5221, 68
25 | 583,41 | 5535,05 @ 5963, 35 24 1430,20 199,27 | 2795, 64
26 | 1162, 46 | 1482, 14 @ 1984, 20 24 588,96 | 814,18 <7, 80
27 - - - - 1018,51 | <7, 80 337,05
28 - - - - 371,74 <7, 80 <7, 80
29 - - - - 1018, 51 @ 4681, 12 | 2051, 47
30 - - - - 371,74 | 4626, 83 | 3411, 61

grupo 1: pacientes com AVC

decorrido entre a instalacdo do AVC e a coletaathgge em horas.

isquémico; grupo 2: mes; * tempo: tempo
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TABELA 6 — comparagdo entre os grupos 1 e 2 em reJdo aos
valores de IL-18, 2 e 10 na cultura de células mononucleares.

Variavel GRUPO n Média Desvio-padrdo Significancia (p)
IL 10 1 26  1528,57 1058,63 0,805
2 30 1620,96 1027,39
IL_1b 1 26 2092,81  1841,67 0,479
2 30 2655,87 2116,65
IL 2 1 26  2298,71  2030,26 0,370
2 30 1914,25  1939,93

grupo 1: pacientes com AVC
* estatisticamente n&o significante.

isquémico; grupo 2: «des;



TABELA 7-A - gravidade do AVC
iIsquémico segundo a NIHSS aplicada
na chegada dos pacientes do grupo 1

ao pronto-socorro.
leve moderado grave
(NIHSS = 0-4) | (NIHSS =5-18) | (NIHSS > 18)
NIH NIH NIH
No No No
1) 1) 1)
1 14
3 12

NIH (1): scoreobtido na chegada ao hospital.
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TABELA 7-B — evolucdo da NIHSS
nas primeiras 72 horas da fase aguda
do AVC isquémico nos pacientes do

grupo 1.
piora estavel melhora
(aumento) (reducéo)
NIH NIH NIH
No No No
@ @ —
2 4

NIH (2): scoreobtido apds 72 horas do AVC.
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TABELA 8 — correlacdo entre a gravidade do AVC segudo a
NIHSS aplicada na chegada ao pronto-socorro e as shgens de IL-
1B, 2 e 10 no sobrenadante da culturas de células mmwcleares
dos pacientes incluidos no grupo 1.

Variavel Estatistica NIH (1)
Coef. Correl. -0,141
IL-10 Significancia p) 0,493
n 26
Coef. Correl. -0,021
IL-1B Significancia p) 0,919
n 26
Coef. Correl. -0,384
IL-2 Significancia p) 0,053
n 26

NIH (1): scoreobtido na chegada ao hospital;
* estatisticamente n&o significante.

TABELA 9 - correlagéo entre a evolucdo do déficit aurolégico nas primeiras
72 horas do AVC segundo a NIHSS e as dosagens delf, 2 e 10 no
sobrenadante da cultura de células mononucleares tda na inclusdo dos
pacientes do grupo 1.

evolugdoem72hs n Média Desvio-padrdo  Significancia (p)
IL-10 Pior 5 659,79 586,63 0,040
Estavel 21 1735,42 1048,05
IL-18 P|f>r 5 3454,05 2148,34 0073
Estavel 21 1768,70 1656,22
IL-2 Pior 5 2068,79 2300,25 0.648"
Estavel 21 2353,45 2019,37

“pior”: NIH (1) < NIH (2); “estavel”: NIH (1) > NIH(2) ou NIH (1) = NIH (2).
* estatisticamente significant& estatisticamente n&o significante



TABELA 10 — analise da curva ROC: valor de IL-10 nainclusé@o dos pacientes
do grupo 1, associado a melhor relacdo entre senditbade e especificidade,
que pode ser utilizado como corte para classificars individuos de acordo com
a evolucdo da NIHSS nas primeiras 72 horas da faaguda do AVC isquémico.

Valor de Corter  Sensibilidade 1-Especificidade Especificidade Produto Eficiéncia

-8,800 1,000 1,000 0,000 0,000 0,500
76,733 0,952 1,000 0,000 0,000 0,476
163,508 0,952 0,800 0,200 0,190 0,576
172,188 0,952 0,600 0,400 0,381 0,676
317,863 0,905 0,600 0,400 0,362 0,652
473,770 0,857 0,600 0,400 0,343 0,629
536,925 0,810 0,600 0,400 0,324 0,605
607,845 0,810 0,400 0,600 0,486 0,705
717,445 0,762 0,400 0,600 0,457 0,681
924,055 0,762 0,200 0,800 0,610 0,781
1103,978 0,714 0,200 0,800 0,571 0,757
1201,930 0,667 0,200 0,800 0,533 0,733
1264,025 0,619 0,200 0,800 0,495 0,710
1360,000 0,571 0,200 0,800 0,457 0,686
1509,630 0,524 0,200 0,800 0,419 0,662
1682,315 0,524 0,000 1,000 0,524 0,762
1810,723 0,476 0,000 1,000 0,476 0,738
2037,158 0,429 0,000 1,000 0,429 0,714
2313578 0,381 0,000 1,000 0,381 0,690
2424583 0,333 0,000 1,000 0,333 0,667
2493,838 0,286 0,000 1,000 0,286 0,643
2608,533 0,238 0,000 1,000 0,238 0,619
2917,065 0,190 0,000 1,000 0,190 0,595
3152,135 0,000 0,000 1,000 0,000 0,500

“em pg / mL



TABELA 11 — avaliagao doscore da mRS apds 72 horas,
6 e 18 meses apds 0 AVC e o “parecer” dos pacientis
grupo 1 no 6° més do AVC.

No MRS MRS (2) ) mRS (3)
(1) e “parecer do do paciente”
pacientes com “melhora” em seis meses
1 3 2 / Melhorou (NIHSS =5) 2
4 1 1/ Melhorou 0
8 1 1/ Melhorou 0
9 2 2 / Melhorou 1
10 1 1/ Melhorou 1
13 1 1/ Melhorou 0
17 2 1/ Melhorou 1
18 2 2 / Melhorou 1
19 1 0/ Melhorou 0
20 1 1/ Melhorou 0
23 2 1 /Melhorou 1
26 3 2 / Melhorou 1
pacientes com “piora” em seis meses
2 3 4 | Piorou (novo AVC) 4
3 4 4 | Piorou 2
5 5 6 / Piorou (6bito por BCP) 6
6 4 5/ Piorou (novo AVCI) 5
7 5 6 / Piorou (6bito pelo AVC) 6
11 3 6 / Piorou - ébitq apés 7 dias 6
(novo AVC hemisférico)
12 1 2/ Piorou (deméncia) 3
14 5 6 / Piorou (6bito pelo AVC) 6
15 5 6 / Piorou (6bito pelo AVC) 6
16 2 5/ Piorou (novo AVCI) 4
21 2 2 / Piorou (deméncia) 2
22 5 6 / Piorou (6bito por BCP) 6
24 2 3/ Piorou (AVC apos 4 meses) 3
25 2 3/ Piorou (novo AVC) 3

mRS (1):scoreobtido pela escala de Rankin modificada
apos 72 horas do AVC; mRS (2roreobtido pela escala
de Rankin modificada apds 6 meses do AVC via contat
telefénico; MRS (3)score obtido pela escala de Rankin
modificada ap6s 18 meses do AVC via contato teleéjn



TABELA 12 — correlagéo entre a evolugdo da mRS assiada ao “parecer do paciente”
no 6° més do AVC isquémico e as dosagens de Ig;12 e 10 no sobrenadante da
cultura de células mononucleares obtida nas primeiis horas da fase aguda nos
pacientes do grupo 1.

Evolucdo em 6 meses n Média Desvio-padrdao  Significancia (p)
IL_10 Pior 14 1220,86 1164,83 0.091"
Melhor 12 1948,43 815,26
IL_1b Pior 14 2995,41 1910,47 0014’
Melhor 12 1290,03 1288,32
L2 Pior 14 1824,29 214404 0.044"
Melhor 12 2910,79 1884,82

* estatisticamente significant& estatisticamente n&o significante

TABELA 13 — andlise da curva ROC: valor de IL-]p na inclusdo dos pacientes do
grupo 1, associado a melhor relacéo entre sensibidide e especificidade, que pode ser
utilizado como corte para identificar os individuos classificados como “pior” ou
“melhor” no 6° més do AVC isquémico.

Valor de Corte+ Sensibilidade 1-Especificidade Especificidade Produto Eficiéncia
-8,800 1,000 1,000 0,000 0,000 0,500
149,683 0,846 1,000 0,000 0,000 0,423
396,218 0,846 0,917 0,083 0,071 0,465
507,555 0,846 0,833 0,167 0,141 0,506
582,665 0,846 0,750 0,250 0,212 0,548
674,200 0,846 0,667 0,333 0,282 0,590
783,438 0,846 0,583 0,417 0,353 0,631
914,493 0,846 0,500 0,500 0,423 0,673
1070,500 0,846 0,417 0,583 0,494 0,715
1324,058 0,846 0,333 0,667 0,564 0,756
1506,683 0,846 0,250 0,750 0,635 0,798
1542,923 0,846 0,167 0,833 0,705 0,840
1611,995 0,769 0,167 0,833 0,641 0,801
1800,788 0,769 0,083 0,917 0,705 0,843
2058,598 0,692 0,083 0,917 0,635 0,804
2199,388 0,615 0,083 0,917 0,564 0,766
2751,193 0,538 0,083 0,917 0,494 0,728
3345,025 0,462 0,083 0,917 0,423 0,689
3535,985 0,385 0,083 0,917 0,353 0,651
3887,593 0,308 0,083 0,917 0,282 0,612
4618,330 0,231 0,083 0,917 0,212 0,574
5333,525 0,231 0,000 1,000 0,231 0,615
5536,050 0,000 0,000 1,000 0,000 0,500

“em pg / mL
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TABELA 14 — analise da curva ROC: valor de IL-2 nainclusao dos pacientes do
grupo 1, associado a melhor relagdo entre sensibifide e especificidade, que
pode ser utilizado como corte para identificar osnidividuos classificados como
“pior” ou “melhor” no 6° més do AVC isquémico.

Valor de Corter Sensibilidade 1-Especificidade Especificidade Produto Eficiéncia

-8,800 1,000 1,000 0,000 0,000 0,500

35,530 1,000 0,769 0,231 0,231 0,615
347,335 1,000 0,692 0,308 0,308 0,654
677,545 1,000 0,615 0,385 0,385 0,692
942,100 0,917 0,615 0,385 0,353 0,651
1151,065 0,917 0,538 0,462 0,423 0,689
1201,555 0,917 0,462 0,538 0,494 0,728
1312,325 0,917 0,385 0,615 0,564 0,766
1381,815 0,917 0,308 0,692 0,635 0,804
1494,270 0,833 0,308 0,692 0,577 0,763
1657,070 0,750 0,308 0,692 0,519 0,721
1736,620 0,667 0,308 0,692 0,462 0,679
1873,481 0,583 0,308 0,692 0,404 0,638
2035,246 0,500 0,308 0,692 0,346 0,596
2136,645 0,417 0,308 0,692 0,288 0,554
2212,115 0,417 0,231 0,769 0,321 0,593
3120,655 0,333 0,231 0,769 0,256 0,551
4219,235 0,333 0,154 0,846 0,282 0,590
4746,975 0,250 0,154 0,846 0,212 0,548
5511,455 0,167 0,154 0,846 0,141 0,506
5964,350 0,000 0,000 1,000 0,000 0,500
“empg/ mL

TABELA 15 — correlacdo entre oscore da mRS no 18° més do AVC
isquémico e as dosagens de ILB12 e 10 no sobrenadante da cultura de
células mononucleares obtida nas primeiras horas dase aguda.

Estatistica mRS apds 18 meses

Coef. Correl. -0,422

IL-10 Significancia (p) 0,032°
n 26

Coef. Correl. +0,418

IL-1b Significancia (p) 0,033
n 26

Coef. Correl. -0,490

IL-2 Significancia (p) 0,011"
n 26

* estatisticamente significante.



TABELA 4 - comparacéo entre 16 pacientes do grupo & 29 pacientes do

grupo 2 em relacdo a presenca ou ndo de estenosmtidea.

grupo Estenose carotidea Total
presente ausente

1 14 16
87,50 100,00

9 15 29
51,72 100,00

Total 29 45
64,44 100,00

p = 0,016 (estatisticamente significante)

TABELA 16 — correlacao entre o desfecho apos 18 nessde seguimento e os
valores de IL-18, IL-2 e IL-10 na inclusdo dos pacientes do grupo 2
(controles), dosados em sobrenadante de cultura délulas mononucleares.

Variavel Evolucao apés 18 meses n Média Desvio-padrdao Significancia (p)
IL10 nao estaye|s 11 1099,75 854,79 0,009"
“estaveis” 15 2031,56 910,22
L 1b nao estaye|s 11 4654,01 884,18 <0,001°
“estaveis” 15 1361,01 1553,53
L2 nao estaye|s 11 811,95 1015,78 0,025
“estaveis” 15 2578,40 2087,08

“estaveis”: todos os individuos que ndo apresemtars desfechos “6bito”, IAM ou
AVC; “desfavoraveis”: individuos que evoluiram cofVC, IAM ou 6bito de
qualquer natureza no periodo. * estatisticamegtafgiante.
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TABELA 17 — andlise da curva ROC: valor de IL-10 na inclusdo d®
pacientes do grupo 2 (controles), associado a methelacéo entre sensibilidade e
especificidade, que pode ser utilizado como corteaga classificar os individuos
de acordo com o desfecho apds seguimento de 18 raese

Valor de Corte* Sensibilidade 1-Especificidade Especificidade Produto Eficiéncia

323,175 1,000 1,000 0,000 0,000 0,500
347,955 1,000 0,909 0,091 0,091 0,545
407,635 1,000 0,818 0,182 0,182 0,591
460,453 1,000 0,727 0,273 0,273 0,636
533,165 1,000 0,636 0,364 0,364 0,682
590,590 0,933 0,636 0,364 0,339 0,648
756,228 0,933 0,545 0,455 0,424 0,694
969,373 0,933 0,455 0,545 0,509 0,739
1057,385 0,800 0,455 0,545 0,436 0,673
1109,380 0,800 0,364 0,636 0,509 0,718
1123,848 0,800 0,273 0,727 0,582 0,764
1220,890 0,733 0,273 0,727 0,533 0,730
1373,393 0,667 0,273 0,727 0,485 0,697
1462,033 0,600 0,273 0,727 0,436 0,664
1681,100 0,600 0,182 0,818 0,491 0,709
1880,628 0,533 0,182 0,818 0,436 0,676
2086,215 0,467 0,182 0,818 0,382 0,642
2311,735 0,467 0,091 0,909 0,424 0,688
2445,055 0,400 0,091 0,909 0,364 0,655
2760,990 0,333 0,091 0,909 0,303 0,621
2991,540 0,333 0,000 1,000 0,333 0,667
3079,193 0,133 0,000 1,000 0,133 0,567
3152,135 0,000 0,000 1,000 0,000 0,500

“empg/ mL



TABELA 18 — andlise da curva ROC: valor de IL-B na inclusdo dos
pacientes do grupo 2 (controles), associado a methelacéo entre sensibilidade e
especificidade, que pode ser utilizado como corteaga classificar os individuos
de acordo com o desfecho apds seguimento de 18 raese

Valor de Corte* Sensibilidade 1-Especificidade Especificidade Produto Eficiéncia

-8,800 1,000 1,000 0,000 0,000 0,500
16,868 1,000 0,933 0,067 0,067 0,533
59,203 1,000 0,867 0,133 0,133 0,567
138,068 1,000 0,800 0,200 0,200 0,600
222,220 1,000 0,733 0,267 0,267 0,633
371,843 1,000 0,667 0,333 0,333 0,667
656,343 1,000 0,600 0,400 0,400 0,700
839,563 1,000 0,533 0,467 0,467 0,733
953,398 1,000 0,467 0,533 0,533 0,767
1153,418 1,000 0,400 0,600 0,600 0,800
1272,730 1,000 0,333 0,667 0,667 0,833
1396,715 1,000 0,267 0,733 0,733 0,867
2129,798 1,000 0,200 0,800 0,800 0,900
3183,765 0,909 0,200 0,800 0,727 0,855
3694,845 0,818 0,200 0,800 0,655 0,809
3918,405 0,818 0,133 0,867 0,709 0,842
4100,148 0,727 0,133 0,867 0,630 0,797
4249,225 0,727 0,067 0,933 0,679 0,830
4496,500 0,636 0,067 0,933 0,594 0,785
4653,975 0,545 0,067 0,933 0,509 0,739
4883,085 0,545 0,000 1,000 0,545 0,773
5097,250 0,455 0,000 1,000 0,455 0,727
5120,725 0,364 0,000 1,000 0,364 0,682
5250,500 0,273 0,000 1,000 0,273 0,636
5452,025 0,182 0,000 1,000 0,182 0,591
5536,050 0,000 0,000 1,000 0,000 0,500

“em pg / mL
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TABELA 19 — analise da curva ROC: valor de IL-2 na inclusédo dogacientes
do grupo 2 (controles), associado a melhor relacadentre sensibilidade e
especificidade, que pode ser utilizado como corteapa classificar os individuos de
acordo com o desfecho apés seguimento de 18 meses.

Valor de Corte* Sensibilidade 1-Especificidade Especificidade Produto Eficiéncia

-8,800 1,000 1,000 0,000 0,000 0,500
19,235 0,933 0,727 0,273 0,255 0,603
131,470 0,933 0,636 0,364 0,339 0,648
276,860 0,867 0,636 0,364 0,315 0,615
420,370 0,800 0,636 0,364 0,291 0,582
503,700 0,733 0,636 0,364 0,267 0,548
522,195 0,733 0,545 0,455 0,333 0,594
575,640 0,733 0,455 0,545 0,400 0,639
616,520 0,733 0,364 0,636 0,467 0,685
829,435 0,667 0,364 0,636 0,424 0,652
1218,065 0,667 0,273 0,727 0,485 0,697
1402,770 0,667 0,182 0,818 0,545 0,742
1667,870 0,667 0,091 0,909 0,606 0,788
1990,685 0,600 0,091 0,909 0,545 0,755
2142,505 0,533 0,091 0,909 0,485 0,721
2494,385 0,467 0,091 0,909 0,424 0,688
2775,435 0,400 0,091 0,909 0,364 0,655
3103,625 0,333 0,091 0,909 0,303 0,621
3487,760 0,333 0,000 1,000 0,333 0,667
4044,920 0,267 0,000 1,000 0,267 0,633
4873,805 0,200 0,000 1,000 0,200 0,600
5592,515 0,133 0,000 1,000 0,133 0,567
5964,350 0,000 0,000 1,000 0,000 0,500

“empg/ mL

TABELA 20 — correlagdo entre os niveis das interlezinas no
inicio do seguimento e a presenca de estenose (gr&).

Variavel estenose n Média Desvio-padrdao  Significancia (p)
IL_10 + 15 1528,60 979,26 0570
14 1812,55 1069,21
IL_1b + 15 3902,48 1885,73 0.001"
14 1144,97 1204,25
L2 + 15 1929,01 1805,52 0.760°
14 2035,73 2141,06

* estatisticamente nao significantd; estatisticamente significante.



TABELA 21 — andlise da curva ROC: valor de IL-3 na inclusdo dos
pacientes do grupo 2 (controles), associado a methaelagdo entre
sensibilidade e especificidade, que pode ser utdido como corte para
classificar os individuos de acordo com o a presemQu auséncia de estenose

carotidea.

Valor de Corter Sensibilidade 1-Especificidade Especificidade Produto Eficiéncia
-8,800 1,000 1,000 0,000 0,000 0,500
16,868 1,000 0,857 0,143 0,143 0,571
59,203 1,000 0,786 0,214 0,214 0,607

138,068 1,000 0,714 0,286 0,286 0,643
222,220 0,933 0,714 0,286 0,267 0,610
371,843 0,867 0,714 0,286 0,248 0,576
656,343 0,867 0,643 0,357 0,310 0,612
839,563 0,867 0,571 0,429 0,371 0,648
953,398 0,867 0,500 0,500 0,433 0,683
1100,208 0,867 0,429 0,571 0,495 0,719
1211,780 0,867 0,357 0,643 0,557 0,755
1272,730 0,867 0,286 0,714 0,619 0,790
1330,775 0,800 0,286 0,714 0,571 0,757
1447,020 0,800 0,214 0,786 0,629 0,793
2129,798 0,800 0,143 0,857 0,686 0,829
3183,765 0,733 0,143 0,857 0,629 0,795
3694,845 0,733 0,071 0,929 0,681 0,831
3918,405 0,733 0,000 1,000 0,733 0,867
4100,148 0,667 0,000 1,000 0,667 0,833
4249,225 0,600 0,000 1,000 0,600 0,800
4496,500 0,533 0,000 1,000 0,533 0,767
4653,975 0,467 0,000 1,000 0,467 0,733
4883,085 0,400 0,000 1,000 0,400 0,700
5108,525 0,333 0,000 1,000 0,333 0,667
5250,500 0,267 0,000 1,000 0,267 0,633
5452,025 0,200 0,000 1,000 0,200 0,600
5536,050 0,000 0,000 1,000 0,000 0,500

“em pg / mL
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RESUMO

Avaliacdo das interleucinas f, 2 e 10 como biomarcadores da fase aguda do
acidente vascular cerebral isquémico. Gustavo Guinndes Protti. Tese de
mestrado — 2010

Aterosclerose é atualmente definida como “doenflanmatoria”, da qual o AVC
representa uma das mais comuns e devastadoraestagifes. A isquemia, por sua
vez, deflagra a cascata inflamatoria com ativacéo niediadores associados a
deterioracdo neuroldgica. A presenca de mediadoresacdo antiinflamatoria exerce,
por outro lado, efeito potencialmente protetosJ€Xivo: 1) correlacionar a gravidade
do quadro de entrada do AVC com as concentrac@ieaséle IL-PB, IL-2 e IL-10; 2)
correlacionar o prognostico do AVC com os valoras dosagens destas interleucinas.

CasuisTicA EMETODOS foram dosadas as concentragBes séricas dasutieds [,

2 e 10 em 26 pacientes internados na Santa CaSaalPaulo durante o periodo de
junho de 2005 a dezembro de 2006, com diagnoéstd®ML isquémico. Os pacientes
foram avaliados pela NIHSS nas primeiras 72 hoa&dC e em seis e 18 meses
pela escala de mRS. O grupo controle foi composto3p individuos portadores de
pelo menos dois fatores de risco para aterosclezosem doenca cérebro-vascular
conhecida. O grau de aterosclerose carotidea fiag® em todos os individuos
incluidos por ultrassonografia com DoppleESBLTADOS Os pacientes com IL-10 <
925,0 pg/mL evoluem com deterioragdo neurologicapraneiras 72 horas do AVC;
IL-1p8 > 1800,788 e IL-2 > 1381,815 pg/mL estdo assasialpiora da incapacidade
funcional em seis meses; niveis elevados de IL-10L-2 correlacionam-se
inversamente agcoreda mRS apds 18 meses de AVC; finalmente, individims
grupo controle com ILf1 < 3.919,0 pg/mL ndo apresentaram estenose caactiele

gqualquer grau. BCcUsSSAO E CONCLUSAO estes dados indicam que a IL-10 exerce

efeito possivelmente protetor na fase aguda e emédsgs; IL-B é potencialmente
deletéria em seis e 18 meses, além de possivelmentgbuir para a formacdo da
placa de ateroma; finalmente, os dados sobre aitidizam que pode haver efeito
benéfico desta interleucina sobre o progndsticAG apds seis e 18 meses.
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ABSTRACT

Evaluation of interleukines 18, 2 e 10 as biomarkers of the acute phase os
ischemic stroke. Gustavo Guimarées Protti. Thesis020

Over the recent years, atherosclerosis has beerdeogs as an inflammatory disease
and ischemic stroke is one of its most common aadastating manifestation.
Evidences suggest that proinflammatory cytokiney jal key role in the progression
of the irreversible ischemic lesion. On the otheandy the presence of anti-
inflammatory mediators may act inhibiting cytokimoduction, thus preventing
secondary ischemic injury.URPOSE 1) asses the relationship between stroke severity
and IL-1B, IL-2 and IL-10 levels; 2) asses the relationshgtween stroke prognosis
over 18 months and the serum levels of these eétkins. M=THODS we measured the
serum levels of IL-f, IL-2 and IL-10 of 26 patients admitted in Santas& of S&o
Paulo with acute stroke from June 2005 to DecerD86. Neurological impairment
was scored by the NIHSS within the first 72 houtserastroke onset and by mRS at 6
and 18 months follow-up. We also analyzed 30 corstwbjects with at least two risk
factor for atherosclerosis. The degree of carotitkrasclerosis was assessed by
duplex-ultrasound in all subjects.E®LTS patients with IL-10 < 925,0 pg/mL
presented neurological deterioration within thetfir2 hours; IL-g > 1800,788 and
IL-2 > 1381,815 pg/mL were associated with funaéibdisability worsening at the
6th month follow-up; high IL-10 and IL-2 levels veeinversely correlated with mRS
at the 18th month after stroke; finally, controbgcts with IL-3 < 3.919,0 pg/mLdid
not present any degree of carotid stenostNGLUSION these data suggest that IL-10
may have protective effects against progressingeisic injury during the acute phase
and at the 18th month follow-up; ILBIprobably produce harmful effects by the 6th
and 18th months; also, ILBImay contribute for plaque progression. The holé_ e

is uncertain; it seems to be protective by thesd 18 months after stroke.
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L ISTAS E APENDICES

Parametro

Pontuacgao

1a Nivel de consciéncia

O=alerta;

1=desperta com estimulo verbal;
2=desperta somente com estimulo doloroso;
3=resposta reflexa a estimulo algico.

1b. Orientacao: idade e més

O=ambos corretos;
1=um correto;
2=ambos incorretos

1c. Comandos: abrir/fechar olhos, apertar e
soltar mao

O=ambos corretos;
1=um correto;
2=ambos incorretos.

2. Motricidade ocular (voluntaria ou olhos de
boneca)

O=normal;
1=paresia do olhar conjugado;
2=desvio conjugado do olhar.

3. Campos visuais

O=normal;

1=hemianopsia parcial, quadrantanopsia, extin¢cao;
2=hemianopsia completa;

3=cegueira cortical.

4. Paresia facial

O=normal;

1=paresia minima (aspecto normal em repouso, 80rris
assimétrico);

2=paresia/segmento inferior da face;
3=paresia/segmentos superior e inferior da face.

5. Motor membro superior: bracos entendidg
90° (sentado) ou 4%deitado) por 10 seg.

6. Motor membro inferior: elevar perna a’30
deitado por 5seg

MSD MSE

MID MIE

$=sem queda;

1=queda, mas ndo atinge o leito;

2=forca contra gravidade, mas néo sustenta;

3=sem forca contra gravidade, mas qualquer moviment
minimo conta;

4=sem movimento.

7. Ataxia apendicular

O=sem ataxia (ou afasico, hemiplégico);
1=ataxia em membro superior ou inferior;
2=ataxia em membro superior e inferior.

8. Sensibilidade dolorosa

O=normal;

1=déficit unilateral, mas reconhece o estimulogfasico,
confuso);

2=paciente ndo reconhece o estimulo ou coma ocitdéfi
bilateral.

9. Linguagem

O=normal;

1=afasia leve-moderada (compreensivel);

2=afasia severa (quase sem troca de informacdesdo,
afasia global, coma.

10. Disartria

O=normal;

1=leve a moderada;

2=severa, ininteligivel ou mudo;
3=intubado.

11. Extincdo/negligéncia

O=normal;
1=negligéncia ou extingcdo em uma modalidade seaisori
2=negligéncia em mais de uma modalidade sensorial.
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Modified Rankin Scale (mRS)

0. Assintomatico.
1. Sintomas sem incapacidade. Capaz de realizar augdad e atividades habituais prévias.

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

3. Incapacidade moderada. Requer alguma ajuda pasaassatividades, mas é capaz de

andar sem ajuda de outra pessoa.

4. Incapacidade moderada a grave. Incapacidade dea aeda ajuda, incapacidade de

realizar suas atividades sem ajuda.

5. Incapacidade grave. Limitado a cama, incontinénegguer cuidados de enfermeiros e

atencao constante.

6. Obito.
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Classificacdo do AVC isquémico — TOAST

1. Aterosclerose de grandes artérias
 Evidéncia clinica de envolvimento cortical (afasiasgligéncia) ou tronco cerebral e
cerebelo
* AIT no mesmo territorio, sopro cervical
» Tomografia ou ressonancia com infarto hemisférich5>mm, les6es cerebelares ou
corticais
» Angiografia convencional ou por ressonancia ou DEppervical ou transcraniano

sugestivo de estenose > 50% no territorio envolvido.

2. Doenca de pequenas artérias (lacuna)
 Evidéncia clinica de sindrome lacunar
» Histdria de hipertenséo arterial sistémica e debet
» Auséncia de envolvimento cortical
» Tomografia ou ressonéncia normais ou com infart®d #nm (mais comumente no

territério dominante das pequenas artérias perfesant

3. Cardioembdlico
» Fonte de alto risco: mtese valvar metalica, fibrilacao atrial com ounsestenose
mitral, Trombo atrial ou ventricular, sindrome dosmausal, infarto do miocardio com
menos de 4 semanas, miocardiopatia dilatada, pamadética de ventriculo esquerdo,
mixoma atrial e endocardite bacteriana.
» Fonte de médio risco:rplapso de valvula mitral, calcificagdo ou estenoswal,
turbuléncia atrial (smoke), aneurisma atrial septatame oval patente, parede

hipocinetica de ventriculo esquerdo, infarto do rarido entre 4 semanas e 6 meses.

4. Outras causas
» Vasculopatias ndo aterosclerdticas como disseccéasts cervicais;

* Trombofilias

5. Indeterminado

* N&o cumpre os critérios anteriores ap6s exaustiestigacao
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Resolugdo Conselho Nacional de Saude 196/96, de 10 de outubro de 1996

“Avaliagdo das interleucinas 1p, 2 e 10 como biomarcadores da fase aguda do acidente
vascular cerebral isquémico”

Esta pesquisa visa comparar os niveis de citocinas sanguineas com a evolugdo clinica do acidente
vascular cerebral (“derrame”). Citocinas sdo substdncias inflamatérias. A possibilidade de se
estabelecer um marcador que preveja a evolugdo do caso é de grande interesse clinico.

O procedimento consiste apenas em coleta de uma amostra de sangue venoso periférico que serd
analisada por técnicas especificas no laboratério de imunologia. Estd é a Unica participagdo do
paciente na pesquisa. Portanto a pesquisa ndo oferece riscos ao paciente.

Serd garantido ao participante: (1) disponibilidade ao tratamento clinico e assisténcia
preconizados para os casos de acidente vascular cerebral, conforme habitualmente orientado a
todos os pacientes portadores desta doenga; (2) acesso, a qualquer tempo, ds informagdes sobre
procedimentos, riscos e beneficios relacionados d pesquisa, inclusive para dirimir eventuais
dividas; (3) liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar
do estudo, sem que isto traga prejuizo d continuidade da assisténcia; (4) salvaguarda da
confidencialidade, sigilo e privacidade.

Caso a hipétese de que as citocinas sejam de fato bio-marcadores para o acidente vascular
cerebral, isso permitird melhor abordagem dos pacientes do grupo de alto risco com medidas de
tratamento preventivo intensivo.

Apds ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador Dr Gustavo Guimardes Protti e ter
entendido 0 que Me foi @XPlICAO, @U, ......cciueruiiieeieieie ettt
, consinto em participar como voluntdrio da pesquisa “Avaliagdo das interleucinas 1p, 2 e 10
(marcadores inflamatérios) no prognéstico do acidente vascular cerebral”, realizada sob
orientagdo do Prof. Dr. Rubens José Gagliardi. Ficou claro também que ndo terei despesas ou
beneficios.

Sdo Paulo, de de

Assinatura do paciente participante da pesquisa ou seu responsavel legal

Assinatura do pesquisador Dr Gustavo Guimaraes Protti

Disciplina de Neurologia — tel (11) 3224-0122 —r. 5903



Documento de aprovacdo do CEP

a7

IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SAO PAULO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Rua Dr. Cesério Mota Jinior, 112 Santa Cecilia CEP 01277900 S&c Paulo -SP

PABX {11) 32240122 Ramais: 5502/5710 — Fax- 3226.7041 E-mail; etﬁcamed@santacasasg.mg.bl

Sao Paulo, 02 de maio de 2005. —
Projeto n®064/05

Tnforme este nimero pera identificar
seu projeto no CEP

limo.(a).5r.(a). |

Dr.{a). Gustavo Guimaraes Protti

Departamento de Medicina

O Comité de Etica em Pesquisa da ISCMSP, reunido no dia 30/03/05 e no
cumprimento de suas atribuicbes, apos revisdo do seu projeto de pesquisa:

“Avaliagdo das interleucinas 1.beta, 2 e 10 (marcadores

”

inflamatorios) no prognéstico do acidente vascular cerebral 7,
emitiu parecer inicial em pendéncia e nesta data enquadrando-o na seguinte
categoria:

1 Com pendéncia modificagbes ou informagéo relevante a serem atendidas
L am 60 dias (enviar as alteragdes em duas copias)

orovado inclusive o TCLE;

Retirado, por n&o ser reapresentado no prazo determinado;,

Nao aprovado: e

C\Aprovado inclusive TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
versdo), e encaminhado para apreciacdo da Comissao Nacional de Etica em
Pesquisa — MS -CONEP, a qual devera emitir parecer no prazo de 60 dias.
informamos, outrossim, que, segundo os termos da Resoiucdo 196/96 do
Ministério da Salde a pesquisa so poderéa ser iniciada apés o recebimento

do parecer de aprovagao da CONER.

Prof. Dr. Daniel R.Munoz

Presidente do Comité de Etica em Pesquisa —ISCMSP
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Kits OptEIA ©® (BD Bioscience$) para ensaio quantitativo (ELISA)

Conteudo:

placas de 96 pocos pré-sensibilizados cqmg/thL de anticorpo primario monoclonal anti-citocina
Elisa Diluen t

Working Detectiort

Stop Solutior?

Instru¢des do fabricante:

1.

© ® N o g b~ oDb

adicionarElisa Diluent 50 uL/poco

adicionar amostra com sobrenadantes de culturallfpdco, diluida 1:10 em PBBSA™ 2%
realizar paralelamente a curva padrém diluicdes seriadas das respectivas citoceammbinantes
incubar as amostra com sobrenadantes de cultucarwa padrdo por 2h em temperatura ambiente
lavar as placas 5x com PBBween

adicionar 10QuL/poco deWorking Detectioh

incubar as placas por 1h em temperatura ambidat@e7x com PB3Tween

adicionar TMB*100pL/poco e incubar por 30 min em temperatura ambiente

adicionarStop Solution50 uL/poco para subseqiiente leitura da absorbancies®@mm

Observacoes:

a) limites de deteccéo do ensaio: 7,8 — 500 pg/mL

b) testar os exames em duplicata

! Elisa Diluent: PBS*/BSA** 2%? padrdo: seis diluicdes seriadas a partir de 500Mig; > Working

Detection: anticorpo monoclonal biotinilado anti@tina + conjugado de Avidina-peroxidasé;TMB:

3,3, 5,5 tetrametilbenzidina (substrato indutax geroxidase)® Stop Solution: &cido fosférico 1IMPBS:

phosphate buffered saliné;BSA: soro-albumina bovino



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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