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RESUMO

Fundamentagao: O acidente vascular cerebral (AVC) isquémico apresenta alta
morbidade, sendo responsavel por sequelas motoras, sensoriais e cognitivas. A
predicdo de desfechos apds o evento isquémico agudo é de interesse de médicos,
pacientes e seus familiares para definicbes de tratamentos e de medidas de
reabilitacdo, bem como para determinag¢ao de cuidados paliativos. Na pratica clinica,
a avaliagao prognostica esta baseada em escalas neuroldgicas validadas, no entanto,
as escalas apresentam limitagdes, nao sendo capazes de avaliar todas as dimensdes
da doenga. Dessa forma, a dosagem de biomarcadores sanguineos associada a
utilizagcado de escores ja amplamente usados pode melhorar a predigdo das sequelas.
A isquemia cerebral causa a liberagdo de componentes altamente imunogénicos ou
padrées moleculares associados a danos (DAMPs) do cérebro para a circulagéao
sistémica. Esses DAMPs ativam e recrutam células imunes periféricas para regides
cerebrais lesionadas. Como consequéncia, processos toxicos ou pro-inflamatérios e
protetores ou anti-inflamatoérios s&o ativados apdés o acidente vascular cerebral
isquémico. O presente estudo objetiva investigar a associacdo de alguns
biomarcadores sanguineos com as escalas de AVC, bem como avaliar a capacidade
dos biomarcadores selecionados na predicdo de desfechos neuroldgicos durante o
tempo de acompanhamento hospitalar e apds quatro anos. Para este estudo,
selecionamos quatro importantes biomarcadores envolvidos no processo inflamatorio
pos-isquémico: receptor desencadeador expresso nas células mieldides tipo 1
(TREM-1), receptor desencadeador expresso nas células mieldides tipo 2 (TREM-2),
interleucina 23 (IL -23) e interleucina 17 (IL-17).

Material e Métodos: Incluimos cinquenta pacientes consecutivos com AVC
isquémico agudo admitidos na unidade neurovascular da emergéncia ou na unidade
de medicina intensiva do Hospital de Clinicas de Porto Alegre dentro de 24 horas apés
o inicio dos sintomas. Foram coletadas amostras sanguineas nas primeiras 24 horas,
no terceiro e no quinto dias apos o AVC para dosagem de TREM-1, TREM-2, IL-23 e
IL-17. A gravidade do AVC e o grau de dependéncia funcional dos pacientes foram
mensurados através da escala do National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS)
nas primeiras 24 horas do evento agudo, no terceiro e quinto dias apés o AVC e no
momento da alta hospitalar. Também foi aplicada a escala de Rankin modificada
(mRS) nos trés momentos das coletas sanguineas, na alta hospitalar e apds quatro
anos. Para analise dos desfechos neuroldgicos de curto e longo prazos, os pacientes
foram subdivididos em dois grupos, considerando desfecho favoravel (NIHSS < 6 e
mRS < 2) e desfecho desfavoravel (NIHSS > 6 e mRS > 2).

Resultados: A taxa de mortalidade atingiu 28% apods quatro anos. Analisando as
correlacbes entre os biomarcadores e as escalas de AVC, o TREM-1 exibiu
correlagées com as escalas de NIHSS e mRS dentro de 24 horas (NIHSS e TREM-1:
p=0,029; mRS e TREM-1: p=0,023) e a IL-23 exibiu correlagdo apenas com a mRS
em 24 horas (p=0,017). Os niveis séricos de TREM-1 e IL-23 em 24 horas também
apresentaram a melhor correlagdo com os resultados neurolégicos na alta hospitalar
(NIHSS e TREM-1: p=0,021; mRS e TREM-1: p=0,049; mRS e IL-23: p=0,033). Ambos
0s escores neurolégicos para desfecho favoravel (NIHSS < 6 e mRS < 2) na alta
hospitalar correlacionaram-se com as concentragdes de TREM-1 nas primeiras 24
horas e com os niveis de |IL-23 nas primeiras 24 horas e no quinto dia, com baixo valor
preditivo. As demais medidas n&do mostraram capacidade preditiva durante o tempo
de observacao hospitalar ou apds quatro anos. As concentragoes séricas de TREM-1
nas primeiras 24 horas apos o AVC foram significativamente maiores em pacientes



com desfecho desfavoravel (MRS > 2) na alta hospitalar (p=0,021). Todavia, ndo
houve associagao entre os niveis de TREM-2, IL-23 e IL-17 e a dicotomizagdo dos
resultados neurolégicos na alta hospitalar e apds quatro anos.

Conclusao: Os biomarcadores séricos podem ser uteis na avaliacao da severidade
do AVC, correlacionando-se com achados clinicos e apresentando valor prognoéstico.
Neste estudo, TREM-1 e IL-23 foram os melhores biomarcadores prognosticos.

Palavras-chave: cerebral ischemic stroke, blood biomarkers, outcome, triggering
receptor expressed on myeloid cells type 1 (TREM-1), triggering receptor expressed
on myeloid cells type 2 (TREM-2), interleukin 23 (IL-23), interleukin 17 (IL-17).



ABSTRACT

Background and Purpose: Ischemic stroke causes a broad spectrum of motor,
sensory and cognitive impairments. There is an urgent need for accurate outcome
prediction after acute ischemic stroke for physicians, patients, and their families to aid
in early and informed decision-making about therapies, palliative care, or rehabilitation.
In clinical practice, the prognosis is based on well-validated stroke scales, but they
have limitations, and blood biomarkers measurements may improve the predictive
capability. Cerebral ischemia causes the release of highly immunogenic components
or damage-associated molecular patterns (DAMPs) from the brain into the systemic
circulation. These DAMPs activate and recruit peripheral immune cells to injured brain
regions. As a consequence, toxic or proinflammatory and protective or anti-
inflammatory processes are activated after stroke. This study aimed to investigate the
association of blood biomarkers with stroke scales and their predictive value after
acute stroke at the time of admission until hospital discharge and after four years. For
this study, we selected four important biomarkers involved in the post-ischemic
inflammatory process: triggering receptor expressed on myeloid cells type 1 (TREM-
1), triggering receptor expressed on myeloid cells type 2 (TREM-2), interleukin 23 (IL-
23) and interleukin 17 (IL-17).

Material and Methods: Fifty consecutive patients with acute ischemic stroke admitted
to the neurovascular emergency unit or intensive care unit at Hospital de Clinicas de
Porto Alegre within 24 hours of stroke onset were enrolled. All patients provided
venous blood samples for TREM-1, TREM-2, IL-23 and IL-17 measurements within 24
hours of the acute event and on the third and fifth day after the stroke. Neurological
stroke severity and global disability were determined with the National Institutes of
Health Stroke Scale (NIHSS) within 24 hours of the acute event, on the third and fifth
day after the stroke, and at the time of hospital discharge. The modified Rankin Scale
(mRS) was applied at the same times and after four years. For short-term and long-
term neurological outcome analysis, the patients were subdivided into two groups:
favorable (NIHSS < 6 and mRS < 2) and poor outcome (NIHSS > 6 and mRS > 2).
Results: The mortality rate reached 28% after four years. Analyzing the correlations
between these biomarkers and stroke scales, TREM-1 exhibited correlations with
NIHSS and mRS within 24 hours (NIHSS and TREM-1: p=0.029; mRS and TREM-1:
p=0.023) and IL-23 exhibited correlation only with mRS within 24 hours (p=0.017) The
serum levels of TREM-1 and IL-23 within 24 hours also presented the best correlation
with the neurological outcomes at hospital discharge (NIHSS and TREM-1: p=0.021;
mRS and TREM-1: p=0.049; mRS and IL-23: p=0,033). Both neurologic scores
showing favorable outcome (NIHSS < 6 and mRS < 2) at hospital discharge were
correlated with the TREM-1 protein concentration within 24 hours and to IL-23 protein
also within 24 hours and on the fifth day, with low predictive value. The other
measurements did not show predictive capacity during the hospital observation time
or after four years. The serum concentrations of TREM-1 protein within 24 hours after
stroke was significantly higher in patients with poor outcome (MRS > 2) at hospital
discharge (p=0.021). However, there was no correlation between TREM-2, IL-23 and
IL-17 levels with the dichotomization of neurological outcomes at hospital discharge
and after four years.

Conclusion: Blood biomarkers may be useful in acute stroke by suggesting stroke
severity, correlating with clinical findings, or providing prognostic value. In this study,
TREM-1 and IL-23 were found to be the best prognostic biomarkers.



Keywords: cerebral ischemic stroke, blood biomarkers, outcome, triggering receptor
expressed on myeloid cells type 1 (TREM-1), triggering receptor expressed on myeloid
cells type 2 (TREM-2), interleukin 23 (IL-23), interleukin 17 (IL-17).
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1. INTRODUCAO

O acidente vascular cerebral (AVC) € a emergéncia neurologica prevalente na
maioria dos paises, a segunda maior causa de morte e a maior causa de morbidade
no mundo’ % 3. A maioria dos sobreviventes permanece com alguma forma residual
de incapacidade e em torno de 50% nao retoma sua independéncia funcional, o que
resulta no aumento significativo de hospitalizagcbes e de gastos publicos com o
tratamento das sequelas e complicagdes decorrentes do AVC" 3.

O AVC é definido como um déficit neurologico de inicio abrupto causado por
uma reducdo do fluxo sanguineo cerebral, e as manifestagdes clinicas variam de
acordo com o territorio vascular envolvido* °. O diagnostico do AVC é clinico, baseado
na historia e no exame fisico. No entanto, exames complementares, incluindo exames
laboratoriais e de neuroimagem, corroboram o diagndstico e a tomografia
computadorizada (TC) sem contraste inicial é essencial para diferenciar o AVC
isquémico do AVC hemorragico* %678,

O uso de escalas de AVC para avaliagao clinica dos pacientes € importante
na rotina clinica e em pesquisas, pois sistematiza e homogeneiza as analises clinicas,
aumenta a acuracia diagnostica, auxilia na escolha de tratamentos especificos,
permite a monitorizacdo dos déficits neuroldégicos ao longo do tempo de
acompanhamento, contribui para predicdo dos desfechos e para avaliagdo da
resposta aos tratamentos, além de facilitar a comunicagcdo entre os profissionais
envolvidos. Portanto, apesar de uma unica escala ndo abordar todos esses diferentes
propositos, sendo necessario o uso de escalas especificas para os diferentes
aspectos relativos ao efeito da doenca, a aplicagdo de escalas validadas é essencial®
10, 11_

O AVC, mesmo considerando apenas o AVC isquémico, € uma doenca
heterogénea com diferentes tamanhos, localizagdes e mecanismos fisiopatoldgicos”
8. O uso de biomarcadores pode auxiliar no diagndstico, na diferenciagéo da causa e
na predi¢ao prognostica do AVC, sendo a identificagdo de biomarcadores clinicos para
o AVC objeto de intensa pesquisa'? 3. Os biomarcadores devem preencher uma série
de pré-requisitos para seu uso clinico, como: mensuragao acurada, precisa e
reprodutivel, altas sensibilidade e especificidade, interpretacdo facil por clinicos e
acrescimo de informagdes a variaveis ja validadas (ex.: escalas de AVC). Além disso,
devem ser detectados em fluidos ou tecidos bioldgicos e representar diferentes
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processos fisiopatoldgicos da doenga’ 14 15, Ha um interesse crescente no uso de
dosagens sanguineas de biomarcadores que atravessam a barreira
hematoencefalica, pois as coletas de amostras de sangue seriadas apresentam
menos riscos, contraindicagdes, dificuldades e desconforto ao paciente comparadas
as dosagens liquéricas, permitindo a correlagdo desses marcadores com a evolugao
do processo neurolégico'. No entanto, até o momento, ndo foi identificado o
biomarcador ou um painel de biomarcadores ideal para o AVC'2 13, 14,1517,

Apesar do AVC isquémico ser uma doenca complexa, sabe-se que a
inflamagédo esta fortemente envolvida na sua fisiopatologia®™: 8. Nesse estudo
procuramos correlacionar alguns biomarcadores séricos envolvidos na resposta
inflamatoria apos o AVC com a severidade e o progndstico dos pacientes durante a
internacdo hospitalar e apds 4 anos do evento isquémico. Foram escolhidos os
seguintes biomarcadores: receptor desencadeador expresso nas células mieldides
tipo 1 (TREM-1), receptor desencadeador expresso nas células mieloides tipo 2
(TREM-2), interleucina-23 (IL-23) e interleucina 17 (IL-17). Dentre as escalas
neurologicas usadas para avaliagdo dos déficits e limitagbes em pacientes com AVC
escolhemos, baseados em estudos anteriores e na ampla utilizagao clinica e cientifica,
as escalas: NIHSS (National Institutes of Health Stroke Scale) e mRS (modified Rankin
Scale).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacgoes

A predicao de desfechos apds o AVC isquémico € importante para médicos,
pacientes e pesquisadores. Os melhores modelos clinicos progndsticos validados nao
sao suficientemente acurados para predizer a evolugao individual dos pacientes apos
o AVC. A performance dos modelos clinicos, como as escalas ou os escores,
provavelmente pode ser aprimorada pelo uso de biomarcadores séricos envolvidos
nos diversos processos fisiopatologicos do AVC.

A revisdo da literatura para esse trabalho foi focada no uso e na importancia
de biomarcadores séricos como preditores de prognostico em pacientes neurolégicos
apos AVC isquémico. A estratégia de busca envolveu cinco bases de dados: PubMed,
MEDLINE, LILACS, CAPES e SciELO, no periodo de 1987 a 2019. Os descritores
usados foram: (1) cerebral stroke, (2) ischemic stroke, (3) blood biomarkers, (4)
outcome or prognostic, (5) triggering receptor expressed on myeloid cells-1, (6)
triggering receptor expressed on myeloid cells-2, (7) interleukin-23, (8) interleukin-17,

(9) stroke scales.
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2.2 Consideragoes gerais

As doengas cerebrovasculares abrangem os AVC isquémicos e hemorragicos

e apresentam altas taxas de mortalidade e de morbidade'? 3. As isquemias cerebrais

representam aproximadamente 85% do total de acidentes vasculares cerebrais,

sendo o problema neuroldgico responsavel pela maioria das internagdes neuroldgicas

agudas’. A incidéncia do AVC aumenta com a idade, consequentemente, o nimero

de pessoas afetadas e os custos relacionados a doenga tem se elevado com o

envelhecimento da populagéo* 5.
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O AVC isquémico € definido como um déficit neurologico de inicio abrupto
atribuido a uma causa vascular focal com persisténcia dos sinais e dos sintomas por
pelo menos 24 horas ou infarto cerebral demonstrado por exame de imagem. O
diagnostico é clinico, baseado na historia e no exame fisico, e a acuracia diagndstica
baseia-se em 3 pilares: a apresentacdo aguda, o territorio cerebral envolvido e o
mecanismo fisiopatoldgico subjacente* % 78,

Na historia clinica € importante definir o modo de apresentagcdo, o momento
exato do inicio dos sintomas e a presenga de fatores de risco envolvidos. O exame
neurologico deve ser objetivo e focado, com a aplicagdo simultdnea de escalas
validadas, sendo a mais usada na chegada do paciente ao hospital a escala do
NIHSS, sugerindo o territério vascular comprometido. Em seguida, o exame fisico
geral pode indicar a etiologia subjacente ou a presenca de complicagbes associadas®
7, 19_

Os exames de neuroimagem e laboratoriais corroboram o diagnéstico, sendo
importantes no estabelecimento do diagndstico diferencial. Na fase aguda a
realizacdo de um exame de imagem, em geral a TC sem contraste pelo seu tempo de
realizagao rapido e pela maior disponibilidade, é importante para diferenciar o AVC
isquémico do AVC hemorragico e orientar o tratamento inicial* > & 1°. A detecgdo da
isquemia na TC depende de varios fatores, como local da oclus&o vascular, territorio
vascular, subtipo do AVC isquémico, tempo de evolugao dos sintomas, experiéncia do
examinador e efetividade da circulagéo colateral?®. Os sinais precoces de isquemia
gue podem ser vistos na TC sao hipodensidade do tecido cerebral afetado secundario
ao edema citotoxico, perda da densidade dos lobos anterior e posterior (loss of insula
ribbon sign - quando a lesdo acomete a insula), apagamento dos sulcos e perda da
diferenciagao entre as substancia branca e cinzenta com indefinicdo dos nucleos da
base. Outro sinal importante na TC é a presenga do trombo no vaso afetado (vaso
denso)?® 2! 22, O apagamento dos sulcos corticais sem hipodensidade associada
indica, presumivelmente, aumento do volume cerebral regional e moderada
hipoperfusao, incluindo elementos do core e principalmente da penumbra isquémica?®.
A deteccdo de hipodensidade precoce pode ser aumentada com a utilizagdo de
janelas variaveis (largura e centro), acentuando o contraste entre a area normal e a
area afetada, ou com a utilizagdo de imagens fonte de angio-TC?% 22, Importante
destacar que os sinais sempre devem ser comparados com o cortex contralateral e

valorizados em pacientes com suspeita clinica de AVC isquémico. Artefatos de
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movimento e posicionamento da cabega do paciente afetam os achados de imagem,
principalmente na TC20: 23,

Uma alternativa para avaliar a extensao da isquemia € o ASPECTS (Alberta
Stroke Program Early TC Score), que gradua a extensdo do AVC isquémico de forma
semiquantitativa, utilizando como base 10 regides de interesse, avaliadas em 2 cortes
axiais de TC (plano dos nucleos da base e supraventricular). Quanto maior o numero
de regides afetadas, menor o escore e pior o prognostico®® 23. A realizagdo da
angiotomografia (angioTC) pode ser util na avaliagdo da circulacdo colateral e na
definicdo da realizagdo de tratamento endovascular. A tomografia de perfusdo é
indicada em casos selecionados para identificacdo da area de penumbra,
principalmente nos pacientes com tempo de inicio dos sintomas indefinido (ex.: wake
up stroke), havendo beneficio da realizagdo de tratamento trombolitico. A TC com
contraste é recomendada para excluir neoplasia como causa dos sintomas, o0 que
também seria uma contraindicagdo a trombdlise endovenosa’® 20-23.24 Qutros exames
que devem ser realizados na emergéncia para excluir patologias que mimetizam o
AVC e auxiliam na definigdo do tratamento incluem: glicemia, oximetria, eletrolitos,
funcdo renal, hemograma com contagem plaquetaria, marcadores de isquemia
cardiaca, tempo de protrombina, tempo de tromboplastina ativada e
eletrocardiograma. Em casos selecionados pode ser necessario ainda a incluséo de
outros exames, como: fungédo hepatica, gasometria arterial, dosagens toxicolégicas,
tempo de trombina e tempo de cogulagdo do ecarin (em pacientes em uso de
inibidores diretos da trombina ou do fator Xa), teste gestacional, pun¢ado lombar,
eletroencefalografia, RX de térax, doppler transcraniano associado a técnica duplex
de vasos intracranianos e ecocardiografia® 7 1°,

A oclusao aguda de um vaso intracraniano sem suprimento colateral para a
regiao afetada ou a redugéo global do fluxo sanguineo cerebral por hipofluxo sistémico
(hipotenséo/choque) leva a isquemia seguida de infarto cerebral em minutos* 5. A
restauragcédo do fluxo sanguineo cerebral antes que ocorra o infarto causa sintomas
transitérios, caracterizando a sindrome denominada isquemia cerebral transitéria
(AIT). O mesmo mecanismo se aplica a area de penumbra isquémica, regido de
disfuncao reversivel em torno da area central de infarto apés o AVC, que apresenta
possibilidade de reversao e de recuperacgao do fluxo com a aplicagao das terapias de
reperfusao e que pode ser identificada pelos exames de neuroimagem - TC perfuséo
ou ressonancia nuclear magnética (RNM) perfusao-difusdo® 23 24,
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O infarto cerebral focal ocorre por duas vias: 1 - a necrotica, causada pela
quebra das estruturas do citoesqueleto celular por perda do aporte energético (falta
de glicose e oxigénio que levam a perda da produgdo mitocondrial de ATP) e 2 —
apoptotica, por morte celular programada. A falta de ATP leva a despolarizagéo celular
por influxo celular de calcio e liberacdo de glutamato extracelular com efeito
neurotdxico. Ademais, sao produzidos radicais livres pela degradagdo de membranas
lipidicas e pela disfungdo mitocondrial que aumentam o dano a outras fungdes vitais
celulares. Nas areas de penumbra isquémica ocorre facilitacdo da morte celular
apoptotica nos dias a semanas subsequentes ao evento isquémico* % 25, Quanto a
etiologia o AVC isquémico pode ser dividido em cinco grandes categorias baseado na
classificagdo de TOAST (Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment):
ateroesclerose de grandes vasos, cardioembdlico, oclusdo de pequenos vasos,
etiologias determinadas menos comuns e causas indeterminadas. Apesar do
tratamento agudo do AVC geralmente ndo depender da etiologia, definir a causa é
importante para evitar a recorréncia* 6 2.

O tratamento do AVC pode ser dividido em: intervengdes agudas, prevencéo
e suporte. Nas ultimas décadas houve um avango importante da terapéutica aguda do
AVC direcionada a reversao do déficit agudo e de sua progressao. O estudo NINDS
(Institute of Neurological Disorders and Stroke) demonstrou que os pacientes tratados
com alteplase (rt-PA) até 3 horas do inicio dos sintomas tinham uma chance maior de
recuperar totalmente o déficit (13%) ou apresentar apenas uma sequela menor em 3
meses apos o evento. Apesar do maior risco de transformacdo hemorragica nos
pacientes que receberam rt-PA comparado ao placebo, a mortalidade foi
comparavel?’. Subsequentemente, o estudo ECASS IIl (European Cooperative Acute
Stroke Study Ill) estendeu a janela terapéutica para 4,5 horas com beneficios
significantes, mas menos expressivos?®. Recentemente o ensaio EXTENT (Extending
the Time for Thrombolysis in Emergency Neurological Deficits), com o uso das
técnicas de perfusdo por neuroimagem para demonstrar a presengca de areas
cerebrais de hipoperfusédo (penumbra) possibilitou ampliar o tempo de administragao
de rt-PA para 9 horas em pacientes com achados de neuroimagem favoraveis ou
tempo de inicio dos sintomas indeterminado (ex.: wake-up stroke), observando-se
uma maior porcentagem de pacientes com nenhuma ou minima sequela (MRS 0 ou
1)?. Trabalhos realizados nos Ultimos anos mostraram resultados favoraveis de

intervengdes intra-arteriais em pacientes com oclusdo proximal de grandes vasos
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associadas ou ndo a trombdlise endovenosa. Dentre esses, podemos mencionar os
estudos MR-CLEAM, ESCAPE, EXTEND-IA, REVASCAT e SWIFT-PRIME que
incluiram pacientes com déficits severos (NIHSS médio de aproximadamente 17),
idade média em torno de 65 anos e, na maioria dos casos, tempo de inicio dos
sintomas superior a 4,5 horas e comparam o uso endovenoso isolado de trombolitico
com o tratamento intra-arterial, predominantemente trombectomia, com melhores
resultados funcionais em 90 dias nos pacientes submetidos ao tratamento combinado
e sem aumento significativo de transformagdes hemorragicas sintomaticas0. 31 32 33,
34 O estudo RESILIENT, realizado em paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil,
e com resultados apresentados esse ano, corroborou os resultados dos estudos
prévios, demonstrando que a eficacia da trombectomia mecanica persiste quando
implementada mesmo com as limitagbes de um sistema de saude como 0 nosso,
diminuindo a incapacidade com um numero necessario para tratar (NNT) de apenas
6,6 e apresentando baixas taxas de complicagbes®.

Nos pacientes com AVC isquémico de artéria cerebral média ou territérios
cerebelares extensos que evoluem com piora neuroldgica secundaria a hipertensao
intracraniana por importante edema cerebral ou herniagcdo, a craniectomia
descompressiva com duroplastia reduziu a mortalidade e a morbidade. No entanto, a
craniectomia deve ser realizada nas primeiras 48 horas, em pacientes entre 18 e 80
anos, com NHISS > 15, com reducao do nivel de consciéncia e apds novo exame de
neuroimagem. Além disso, a familia do paciente deve ser esclarecida quanto ao
potencial risco de sequelas neuroldgicas severas com importante grau de
dependéncia® 36,37, 38,

O manejo intensivo dos pacientes na fase aguda do AVC isquémico inclui
ainda: oxigenagao e ventilagdo otimizadas, manejo hemodinamico com euvolemia e
uso de drogas vasoativas conforme a necessidade e repeitando os alvos pressoéricos
definidos para as diferentes terapias (trombdlise, trombectomia ou tratamento
conservador), controle glicémico, controle de temperatura, posicionamento adequado
da cabega e da cabeceira da cama, manejo da hipertensao intracraniana quando
presente e sedoanalgesia adequada® 7 '°. A monitorizagdo multimodal ¢é
extremamente importante nessa fase, pois permite a deteccdo precoce de
alteragbes/complicagdes e a pronta intervencgao, evitando danos secundarios® 7> 3.
Nos pacientes submetidos a trombdlise deve ser iniciada a antiagregacgao plaquetaria
nas primeiras 48 horas e, nos pacientes nao candidatos ao tratamento trombolitico, ja
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nas primeiras 24 horas, preferencialmente com aspirina. Em casos selecionados a
anticoagulacdo pode ser indicada na fase aguda, mas esta contraindicada nos
pacientes com areas isquémicas extensas pelo risco aumentado de sangramento
intracerebral® 7> 1°. A prevencgéo baseia-se no controle dos fatores de risco, incluindo
cessacao do tabagismo, uso da antiagregantes plaquetarios, anticoagulagdo quando
a etiologia € cardioembodlica, controle da dislipidemia com o uso de estatinas, tendo

como alvo niveis de colesterol LDL menores que 70mg/dl, dentre outros” '°.

2.3 Escalas de AVC

A aplicacao de escalas para avaliagao de pacientes com AVC tem importancia
fundamental na clinica e em pesquisas. O uso de diferentes escalas, que podem ser
aplicadas tanto no atendimento pré-hospitalar quanto hospitalar, homogeneiza as
avaliagdes clinicas, aumenta a acuracia diagndstica, permite a monitorizacdo dos
déficits neuroldgicos, auxilia na adequacgao e na escolha de tratamentos especificos,
permite a mensuragdo de forma mais objetiva dos efeitos de um tratamento e
apresenta capacidade preditiva de desfechos. Além disso, facilita a comunicacao
entre clinicos e pesquisadores® 1011,

Em 1980 a Organizacdo Mundial de Saude criou uma classificagdo para
determinar as consequéncias das doencas nos individuos, denominada “International
Classification of impairments, disabilities and handicaps (ICIDH)”, posteriormente
revisada e traduzida para varias linguas, que englobava: 1- a patologia, alteragéo
estrutural causada ao érgéo ou ao sistema, 2- o déficit, perda funcional decorrente do
dano estrutural, 3- a incapacidade, perda parcial ou total da capacidade de realizar
uma atividade considerada normal e 4- desvantagem, efeito prejudicial da doenga ao
paciente na sua relagdo com a sociedade*® 4!, Esses problemas s&o conceitualmente
distintos, mas na pratica se sobrepde*?. Deste modo, o maior desafio relacionado ao
uso de escalas nas doencas cerebrovasculares diz respeito a sua capacidade de
mensuracao dos deficits neuroldgicos (ex.: hemiparesia), da perda de habilidades
especificas (ex.: caminhar), da perda da habilidade de realizar atividades diarias (ex.:
trabalhos e atividades de lazer) e qualidade de vida'. Ha varias escalas confiaveis e
validadas, mas nenhuma é capaz de avaliar todos os aspectos clinicos ou
relacionados as pesquisas'® 43, Portanto, as escalas procuram priorizar uma das trés

dimensdes do impacto da doenga, que incluem: 1 - a dimensao corporal, que se refere
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a estrutura e a funcdo dos sistemas corporais (ex.: hemianopsia, disartria, afasia,
perda de forga, perda de sensibilidade); 2 - a dimens&o das atividades, que diz
respeito a capacidade de realizar atividades individuais (ex.: comer, caminhar, vestir-
se); 3 - a dimensao participativa, que apresenta relagdo com as oportunidades e
barreiras sociais de cada individuo, o envolvimento individual com o meio, o impacto
dos déficits na vida social, como no emprego (ex.: hemianopsia para um piloto).
Portanto, a repercussdo do AVC considerada moderada em um dos dominios pode
ser severa quando considerado outro dominio®% 4445,

No presente estudo, optamos pelo uso das escalas do NIHSS e mRS para
avaliacdo da correlacdo com os biomarcadores selecionados, pois sdo amplamente
utilizadas no atendimento de pacientes na fase aguda do AVC e no acompanhamento
posterior, permitem a mensuracao de pelo menos dois dos dominios citados e sao
comumente aplicadas em estudos cientificos. Essas escalas estdo apresentadas no
final da tese.

A escala do NIHSS € uma escala validada para o uso em "clinical trials” e para
pratica clinica, apresenta alta confiabilidade interobservadores e mensura as perdas
neurologicas através de 15 itens de avaliagéo (pontuacao de 0 a 42), incluindo: nivel
de consciéncia, movimentos extraoculares, campo visual, fungdo muscular facial,
forca em extremidades, fungdo sensorial, coordenagao (ataxia), linguagem (afasia),
fala (disartria) e heminegligéncia. Esse escore é util na avaliagdo rapida e acurada
dos déficits neurologicos e de sua severidade, auxilia na definicdo e na escolha de
tratamentos, bem como na predigéo de desfechos a curto e a longo prazos'® 11:43. 45,
Por avaliar mais itens que a maioria das escalas neurologicas, apresenta maior
sensibilidade e pode ser usada para monitorizacdo dos pacientes nas primeiras horas
e dias apds o0 AVC; nessa situacdo um aumento de 2 ou mais pontos no escore esta
associado a piores desfechos e ao aumento da mortalidade' 46, No entanto, apesar
de contribuir para identificacdo da area cerebral isquémica e mostrar boa correlagéo
com o volume da area infartada por neuroimagem, apresenta limitagées importantes
na avaliagdo de pacientes com isquemia em territorio cerebral vertebrobasilar, como
por exemplo em infartos cerebelares que podem ter escores de NIHSS baixos, mas
alta gravidade na fase aguda e importante incapacidade como desfecho®: 45,

A escala de Rankin desenvolvida na década de 50 e modificada em 1988
(mRS) mensura a independéncia funcional pés-AVC através da avaliagao da perda
parcial ou total de capacidades humanas que afetam a funcéo corporal, das atividades
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e da participacéo social do paciente, sendo usada para avaliagdo global do impacto
do AVC em estudos cientificos e em intervencdes clinicas. E uma escala simples,
amplamente validada e confiavel, cuja pontuacéo varia de 0, indicando auséncia de
sintomas, a 6, morte'® 474849 Além disso, apresenta boa correlagdo com o volume
cerebral infartado e outros escores neurologicos, como: NIHSS, GOS (Glasgow
Outcome Scale) e Bl (Barthel Index)*. Analises estatisticas formais em estudos
clinicos frequentemente dicotomizam a mRS em bom e mau desfecho funcional com
diferentes pontos de corte de acordo com o objetivo da avaliagdo, aumentando o
poder estatistico para a detec¢do de resultados significativos de tratamentos, mas isso
implica perda de sensibilidade e de especificidade, considerando a avaliagédo
individual dos pacientes™®.

Entender as indicacdes e as limitagdes das escalas de AVC é importante para
o atendimento de pacientes nas fases aguda e de reabilitacdo pos-AVC, bem como
para a correta interpretagéo de publicagbes nessa area*® 50, A associagdo de escalas
neurologicas que mensuram diferentes dimensdes do comprometimento pela doenga,
exames de neuroimagem, exames clinicos e laboratoriais pode aumentar a
capacidade diagndstica e preditiva e, consequentemente, auxiliar na tomada de

decisdes'0:43.50,

2.4 Biomarcadores

Os biomarcadores sao definidos pelas suas caracteristicas, as quais devem
ser objetivamente medidas e avaliadas como indicadores de um processo biologico
normal, de um processo patogénico ou a resposta farmacoldgica a uma intervengao
terapéutica’. A maioria dos biomarcadores clinicos é composta por moléculas
detectateis e mensuradas em fluidos ou tecidos corporais representativas da
fisiopatologia da doenga, mas os exames de imagem também podem receber essa
classificagdo' '°. ldealmente, um biomarcador clinico deve apresentar medidas
acuradas, precisas e reprodutiveis, altas sensibilidade e especificidade, facilidade de
interpretacéo, correlagcdo com os achados clinicos e acréscimo de informagdes aos
exames ja validados'? 1.

A utilizagcdo de biomarcadores em doengas vasculares € crescente e,
consequentemente, ha necessidade de conhecer o valor do seu uso na pratica

clinica®'. A identificagdo de biomarcadores para o AVC é uma area de intensa
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pesquisa, pois auxiliam no diagndstico, na determinacéo da fisiopatologia, na predigéao
da resposta ao tratamento e dos desfechos clinicos'? 1317,

Apesar da publicagéo de varios trabalhos nessa area nas ultimas décadas e
do crescente entendimento da fisiopatologia das doengas cerebrovasculares, ainda
nao foi encontrado um biomarcador ideal para o AVC, assim como a troponina para a
cardiopatia isquémica ou a creatinina para a insuficiéncia renal'?. As razbes para isso
parecem estar relacionadas a heterogeneidade do AVC, incluindo a etiologia, a
localizag&o, o tamanho da area comprometida e os fatores de risco envolvidos'? 1452,
Portanto, busca-se identificar painéis de biomarcadores séricos capazes de fornecer
informagdes relacionadas a fisiopatologia do AVC e a sua evolugao, que incluem a
ateroesclerose, a formagédo do trombo, a inflamagéo, o estresse oxidativo, a injuria
endotelial, a quebra da barreira hematoencefalica (BHE), as isquemias cerebrais
primaria e secundaria, objetivando o aumento da sensibilidade e da especificidade
associada aos métodos de diagnostico e de avaliagdo de prognostico ja utilizados'®
13,17,52,53 No entanto, muitos dos biomarcadores estdo associados a diferentes tipos
de injuria cerebral, podendo ser encontrados no AVC isquémico, no AVC hemorragico,
na hemorragia subaracndide e no traumatismo cranioencefalico, visto que os
processos fisiopatoldgicos se sobrepdem'? 13. Do ponto de vista clinico, prefere-se a
dosagem de marcadores séricos comparados aos liquoricos em razao da facilidade
das coletas, da possibilidade de coletas seriadas e do menor risco de complicagdes,
mas a BHE pode prejudicar a liberagdo de biomarcadores cerebrais mais especificos
na corrente sanguinea' 4 16 Por isso, os biomarcadores sanguineos devem
apresentar concentragdes plasmaticas representativas do dano neuroldgico apos o
comprometimento da BHE e associagdo com os desfechos clinicos neuroldgicos's: 54,

A lesao cerebral decorrente do AVC €& causada pela severa reducédo ou
cessacao abrupta do fluxo sanguineo a um territério vascular cerebral, provocando
diminuicdo do fornecimento de energia (hipdxia e privagdo de glicose) e acumulo
citoplasmatico de Na*/Ca*. Consequentemente, é desencadeada uma cascata de
eventos moleculares, incluindo a produgcdo de espécies reativas de oxigénio, a
ativacdo de Caspases/Calpain, a inibicdo da sintese de proteinas, a disfuncéo
mitocondrial, a formagao de edema cerebral e a fragmentagdo de DNA celular, que
juntos levam ao dano isquémico primario. Logo apos o inicio do dano isquémico
cerebral, a microglia é ativada e citoquinas s&do produzidas, resultando na migragao
de leucocitos para area afetada®® 6. A ativagdo da micrdglia € dividida nos fenotipos:
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classico (M1), que secreta citoquinas pro-inflamatorias e exacerba a injuria neuronal,
e, por outro lado, alternativo (M2), que promove resposta anti-inflamatéria e reparativa,
portanto, neuroprotegao. A polarizagao dessas células depende do estagio da doenga
e €& regulada por diferentes vias moleculares e mediadores da ativagao
microglia/macréfagos®® %7. Além disso, ocorre ativagdo das células endoteliais da
microvasculatura e inflamagao vascular com aumento das séries proinflamatérias e
dos fatores procoagulantes, como as moléculas de adesao intercelular tipo 1 (ICAM-
1), a P-selectina e a matriz de metaloproteinases 9. Subsequentemente, essas
moléculas promovem a migragdo e a adesdo de leucocitos periféricos, ativam o
sistema de coagulagdo e contribuem para a perda de integridade da BHE. Dessa
forma, a resposta imune local cerebral € exposta a resposta sistémica que exacerba
a primeira e causa dano neuronal secundario® 6. Avancos nas técnicas de imagem
molecular por ressonancia magnética permitem mostrar a inflamagéo vascular e a
quebra da BHE na fase aguda do AVC, mas atualmente sdo usadas apenas em
pesquisas®® %,

A micréglia é composta por imunécitos de origem mieldide, também
consideradas as células de vida mais longa e com maior capacidade de renovagao no
cérebro®®, Essas células através de suas finas ramificagbes, que se estendem e se
retraem, inspecionam o seu microambiente, permitem a detec¢éo imediata dos danos
cerebrais e remodelam os circuitos neurais, formando conecgdes sinapticas com
neurdnios adjacentes saudaveis®® %. Essa interagdo micrdglia-neurénios altera a
excitabilidade das conexdes neurais, modulando a resposta neuroinflamatdéria; sendo
0s substratos dessa comunicag&o potenciais mensageiros, como citoquinas, purinas,
prostaglandinas e oxido nitrico®®. A ativagdo da microglia no local da injuria primaria
reduz gradualmente nas semanas apos o AVC, mas podem ser observadas alteragdes
globais e distais por alguns meses®°.

Varias vias de sinalizag&o contribuem para ativagao da microglia e polarizagéao
dos macréfagos nos fenétipos M1 ou M2%6:57.61.62 Q intereferon y (IFNy) secretado
pelos linfécitos T helper (Th) 1 € importante na indugdo dos macrofagos ao fenétipo
M1. Através da sinalizagao de Janus kinase (proteinas tirosina quinase nao receptoras
intracelulares) JAK1/JAK2, o IFNy ativa o sinal transdutor e ativador do fator
transcriptor 1 (STAT1) e aumenta a produgao de citoquinas pro-inflamatoérias, como

as interleucinas 1L-23, IL-1B, IL-12, o fator de necrose tumoral o (TNFa), fatores
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quimiotaticos, espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico (NO). A ativagdo do
fendtipo M1 pode ser desencadeada também por lipopolissacaridases (LPS) ou por
padrées moleculares associados a danos (DAMPs), que incluem altas concentragdes
extracelulares de ATP, proteinas de decomposi¢cao da matriz extracelular, proteinas
de choque térmico e high mobility group box 1 protein (HMGB1), reconhecidos por
receptores tipo Toll (TLR), predominantemente TLR2 e TLR4, seguidos pela formagao
de complexos ativos que incluem o fator de diferenciagdo miel6ide 88 (My88), o fator
nuclear kB (FNxB), as células imunorreativas p65 e p38 e o fator regulador do
interferon 3 (IRF3). Esses complexos, por sua vez, regulam a secregao de mediadores
inflamatérios e marcadores de superficie celular das células polarizadas, com alta
expressao de IL-12 e I1L-23%: 57,81 A ativagdo dos macrofagos para o fenétipo M2 é
frequentemente induzida por IL-4, IL-10 e IL-13. IL-4 e IL-13 combinam-se,
respectivamente, aos receptores IL-4Ra e IL-13a1 para ativar fatores de transcripgao,
como o fator transcriptor 6 (STATG6), o fator regulador do interferon 4 (IRF4) e o
receptor ativado por proliferador de peroxissoma y. Assim, citoquinas como IL-10, fator
transformador de crescimento 3 (TGFp), fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF) e outros mediadores inflamatdrios s&o liberados, levando a sinalizagc&o anti-
inflamatoéria e cicatricial®® % 62, No entanto, essas vias de sinalizagdo atuam
sinergicamente e se sobrepbéem em diferentes graus durante a progressao da doencga,
podendo haver migragdes entre os fenotipos M1 e M256,

Varias citoquinas e mediadores inflamatérios sdo produzidos por células
imunes infiltrativas e por células cerebrais como resultado da injuria cerebral®® 9. Os
linfocitos T e os macréfagos parecem aumentar principalmente a partir das primeiras
24 horas com pico por volta do terceiro dia e localizam-se nas areas isquémicas,
tipicamente proximas aos vasos sanguineos®. A liberagdo de DAMPs e os demais
eventos iniciais apdés o AVC isquémico, incluindo a expressao local de citoquinas pro-
inflamatorias, a adesao leucocitaria, a agregacgéo plaquetaria e a quebra da BHE, séo
seguidos pela infiltragdo de macrdfagos, neutrofilos, linfocitos T e linfocitos B3 €0, As
células T periféricas sdo compostas por 30-40% de células T auxiliares CD4*, 20-30%
de células T yo (gamma-delta T cells) e 20-30% de células T CD8". As células T CD4*
séo classificadas como Th1, Th2, Th17 e T reguladoras (Treg) com base em seu
repertorio de citoquinas distinto. As células T desempenham papéis importantes na
mediacdo das respostas inflamatérias através da secregdo de citoquinas efetoras®.



34

As células T CD4*, T CD8" e células T yd promovem mais danos aos tecidos, enquanto
as células T reguladoras e as células B sido consideradas protetoras®. A IL-17 é
secretada principalmente pelas células T y3, em vez das células Th17, mas a produgao
de IL-17 a partir das células T y§ requer estimulagdo por IL-1B e IL-2350.63, As células
Treg secretam citoquinas anti-inflamatorias, IL-10 e TGF[3, para suprimir a resposta
imune, manter a homeostase imunoldgica e prevenir a autoimunidade. Alguns estudos
experimentais sugerem que as células Treg contribuem para a reparagdo e a
recuperacgio apos o AVC e inibem o processo de aterosclerose®® 6%, A IL-1B, o TNFa,
a IL-23 e a IL-12 sédo produzidas principalmente a partir de macrofagos, células
apresentadoras de antigenos®® . Os receptores Toll-like (TLRs) sdo um tipo
essencial de receptores para resposta imune inata e inespecifica a patogenos gerais®®
66, Estudos recentes mostraram que TLR2 e TLR4 s&o essenciais na resposta a lesdes
estéreis, como a isquemia cerebral®® ¢’ Os TLRs sdo expressos em leucdcitos e
células cerebrais, embora se o efeito de TLRs é neurotdxico ou neuroprotetor parece
depender das moléculas liberadas pelas células necréticas do cérebro (DAMPs) que
os estimulam e ativam® %7, Portanto, a fungéo dessas células infiltrativas ainda n&o
esta bem elucidada e também n&o esta claro se um antigeno cerebral especifico esta
envolvido na ativagao da infiltracdo por linfocitos T, visto que a resposta inflamatdria
poOs-isquémica é dirigida pelo sistema imune inato e essa pode nao ser mediada por
antigeno. Todavia, alguns estudos sugerem um papel importante no reconhecimento
de antigenos por linfécitos T na injuria cerebral, o que poderia ter efeito protetor e
reduzir a area isquémica®.

Além da les&o primaria causada pelo infarto cerebral e do dano secundario
focal decorrente do processo inflamatorio, algumas evidéncias sugerem um
comprometimento global cerebral pela inflamagdo. Esse processo pode ser pelo
menos parcialmente explicado pela disseminagdo dos componentes inflamatérios no
liquor e nos espacgos extracelulares, podendo estender o dano a substéncia branca e
a areas cerebrais distantes do infarto®. Estudos em humanos e em modelos animais
usando exames de neuroimagem, como a tomografia com emissdo de pésitrons
(PET), e técnicas de eletrofisiologia permitem a comprovagdo do conceito de
diasquise, mostrando que apds o AVC ocorrem alteracdes estruturais e funcionais na
conectividade entre areas cerebrais distantes da lesdo primaria®®. Essas alteragbes

iniciam nas primeiras horas apos o AVC e persistem por semanas, pois as areas
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remotas nessa situagado também podem liberar DAMPs ou mediadores inflamatorios
in situ, ativar células gliais e recrutar leucdcitos, propagando a inflamagéo cerebral®®.
Portanto, a inflamagdo cerebral global pode contribuir para neurodegeneragao
crbnica, piorando os desfechos clinicos, como por exemplo por aumento do déficit
cognitivo, mas, por outro lado, pode explicar alteragdes neurologicas nao justificadas
pela leséo primaria®s .

Para esse trabalho foram selecionados os seguintes biomarcadores séricos,
baseados em estudos prévios, que serdo discutidos abaixo: receptor desencadeador
expresso nas ceélulas mielodides tipo 1 (TREM-1), receptor desencadeador expresso
nas células mieldides tipo 2 (TREM-2), interleucina-23 (IL-23) e interleucina-17 (IL-
17).

2.4.1 Proteinas TREM

As proteinas TREM sao uma familia de receptores de superficie celular que
participam de diversos processos celulares, incluindo inflamagéao, coagulagdo e
desenvolvimento neuroldgico. O cluster TREM localiza-se no cromossomo humano
6p21 e inclui genes que codificam TREM-1 e TREM-2°.

O TREM-1 (receptor desencadeador expresso nas células mieldides tipo 1)
age amplificando a resposta inflamatéria. O dominio transmembrana do TREM-1
possui um residuo carregado positivamente que medeia a formagdo de um complexo
com o adaptador de sinalizagdo DAP12, ligacdo obrigatoria para expressdo de
superficie e sinalizagdo do TREM-1%°. A ativagdo do TREM-1 causa a liberagéo de
citoquinas pro-inflamatdrias, a degranulagdo de neutrofilos e aumenta a fagocitose,
além de aumentar a resposta inflamatéria quando ha um processo infeccioso
associado®® 7. Estudos funcionais sobre TREM-1 mostraram que sozinho esse
biomarcador induz apenas modesta ativacao celular e secrecdo de citoquinas proé-
inflamatorias, mas age sinergicamente com receptores envolvidos na resposta imune
inata cujo efeito neurotoxico e/ou neuroprotetor ainda ndo esta totalmente esclarecido,
como TLRs (Toll-like receptors) e NLRs (Nod-like receptors)®®. A origem do TREM-1
ainda néo foi claramente elucidada, mas parece estar ligada a tradu¢do do RNAm e
expressa em neutréfilos, mondcitos/macrofagos e algumas células dendriticas®® 7.

Alguns polimorfismos genéticos do TREM-1 estdo associados a doenga
aterosclerdtica; observou-se expressdao aumentada de TREM-1 em lesdes
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inflamatdrias ateromatosas comparadas a placas fibrosas e estudos in vitro mostraram
efeito sinérgico entre TREM-1 e dislipidemia, mas o seu valor como marcador
prognostico ainda € questionavel’® 7273, No entanto, estudos mostraram um aumento
das concentragdes plasmaticas de TREM-1 apos infarto agudo do miocardico e
correlagdo desses niveis com pior progndstico (morte e disfungdo miocardica)™.
Baseados nessas evidéncias, foram desenvolvidos modelos experimentais com o
intuito de testar moduladores/inibidores farmacolégicos do TREM-1, como peptideos
sintéticos inibidores, tendo esses trabalhos mostrado reduc¢ao da area infartada e de
fibrose miocardica intersticial por reduc¢ao da inflamacao e limitacdo do recrutamento
leucocitario, mas ainda sem aplicabilidade clinica para cardioprotegédo’ 7.

Em estudos realizados em pacientes com hemorragia subaracnoide também
se observou correlagéo entre niveis liquoricos elevados de TREM-1 e a severidade e
o prognostico da doenga avaliada pela escala de Rankin durante o primeiro més apés
o evento’® 77, Pesquisas sugerem que a proteina TREM-1 esta envolvida na migragéo
de neutrdfilos pelo epitélio e na infiltragdo por macréfagos na area patoldgica, como
provavel explicacdo para o efeito amplificador da resposta inflamatéria observada,
sendo uma das citoquinas que mais se eleva nos fluidos inflamatérios e em 6rgéos
periféricos, como bago e intestino, apos a isquemia cerebral inicial’® 7°. Outra fungdo
potencial do TREM-1 observada em pacientes com Sindrome Antifosfolipideo é a sua
expressao na superficial plaquetaria apos a ativacado da resposta imune mediada por
TLR4, contribuindo para agregacgéo plaquetaria e formag&o do trombo®°. Em pacientes
com diagnostico de sepse, sindrome heterogénea provocada pela resposta do
sistema imune a uma infecgdo e que apresenta altas mortalidade e morbidade, a
dosagem precoce elevada de TREM-1 no sangue e em outros fluidos corporais,
apresenta boa correlacdo com as escalas clinicas validadas, como Simplified Acute
Physiology Score Il (SAPS Il), Sequencial Organ Failure Assessment (SOFA) e Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation Il (APACHE Il), aumentando o valor
diagndstico e prognostico dos escores?!: 82 83,84,

Apesar disso, esse biomarcador ainda n&o foi avaliado adequadamente como
marcador prognostico em doengas cerebrovasculares, especialmente no AVC.

O TREM-2 (receptor desencadeador expresso nas células mieldides tipo 2) €
um receptor na micréglia/macrofagos com alguma expressdo na superficie da
membrana celular, pertencente aos receptores da superfamilia do tipo

imunoglobulina, mas transportado principalmente como proteina soluvel intracelular
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pelas paredes ventriculares e pelo plexo cordide e apds para o parénquima cerebral
via células gliais radiais®® 8. O area de ligagdo ao ligante do tipo imunoglobulina esta
situado no dominio extracelular, enquanto o dominio transmembrana facilita a
interagdo com o adaptador de sinalizagdo DAP12°%7,

A importancia do TREM-2 e sua fungdo na microglia foi primeiramente
estudada na doenca de Nasu-Hakola, conhecida como displasia lipomembranosa
policistica com leucoencefalopatia esclerosante, caracterizada pela presenca de
cistos 0sseos por disfungdo de osteoclastos, deméncia progressiva, convulsdes e
disfungdo motora, onde se diagnosticou mutag&o ou dele¢cdo no gene de TREM-2 ou
da proteina DAP12 do adaptador de sinalizagdo (cromossomo 19), importante para
sua ativagao®’-8. A proteina TREM-2 tem papel fundamental na inflamagéo, induzindo
a expressao de receptores de citoquinas, a migragéo celular (células dendriticas e
macrofagos) e o aumento da fagocitose, mas n&o promove a liberagao de citoquinas
inflamatdrias, portando com fungéo anti-inflamatoria®” 6% 85 A auséncia de expressao
de TREM-2 na micrdglia reduz a capacidade de fagocitose e aumenta a produgao de
citoquinas proé-inflamatorias®’- 8.

Uma ampla revisao recentemente publicada por Gervois e Lambrichts definiu
4 mecanismos da fungédo microglial mediados pelo TREM-2 ap6s o AVC isquémico:
(1) a fagocitose dos neurbnios apoptoticos, demostrando a importancia da limpeza
dos debris para ocorréncia de sinapses e reparo axonal; (2) a capacidade de
direcionar o ambiente pré-inflamatério para um ambiente pro-regenerativo, exercendo
um efeito neuroprotetor; (3) a possibilidade de inibir a resposta pro-inflamatoéria
mediada por TLR; e (4) a preservagcado da microglia, considerando a proliferagédo
celular e a fungdo apos a injuria isquémica®’. Em um estudo post-mortem observou-
se expressao celular de TREM-2 na parénquima cerebral de areas infartadas entre o
primeiro e terceiro dias, sugerindo o inicio do processo fagocitico do tecido necrético,
mas as caracteristicas celulares sugeriam predominantemente a participagdo de
macrofagos provavelmente recrutados da circulagdo em relagcdo a micréglia,
chamando atencdo para importancia das células mieldides periféricas e sua funcao
na resposta inflamatoria sistémica®®.

No entanto, com o0 aumento da idade parece haver uma reducéo da expressao
de TREM-2, o que acelera a perda neuronal, reduz a atividade da microglia e favorece
a neuroinflamacgao, afetando a sobrevida neuronal, essa hipotese foi inicialmente

levantada em modelos experimentais da Doenga de Alzheimer®. Além disso,
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desordens genéticas em que se identificou deficiéncia de TREM-2 também
demostraram déficit neurolégico (deméncia) precoce®®. Em estudos de placas
carotideas ateroescleréticas pds-endarterectomia, detectou-se expressao aumentada
de TREM-1 e reduzida de TREM-2 nos pacientes sintomaticos comparados aos
assintomaticos®’. Modelos animais de isquemia/reperfusdo cerebral in vivo e in vitro
mostraram que a expressao reduzida de TREM-2 intensifica a resposta inflamatéria,
aumenta apoptose neuronal e o volume da area infartada, exacerbando a disfungao
neuroldgica®® .

Portanto, a proteina TREM-2 parece ser essencial para neurogénese e

neuroplasticidade®” 8.

2.4.2 Interleucinas

A IL-23 (interleucina 23) € uma citoquina produzida primariamente por células
dendriticas e macrofagos infiltrantes no tecido isquémico ja no primeiro dia apos o
insulto cerebral®® %0, Ela ativa os linfocitos T, estando envolvida no mecanismo de
defesa do hospedeiro contra bactérias, fungos e virus extracelulares, bem como na
patogénese de doengas autoimunes e inflamatorias, através de diferentes vias de
reconhecimento de DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns), PAMPs
(Pathogen-Associated Molecular Patterns) e HAMPs (Homeostasis-Altering Molecular
Processes)®" %2, A IL-23 induz a produgéo de IL-17 pelos linfocitos T com niveis
sanguineos mais elevados dessa ultima citoquina em torno do terceiro dia apos a
lesdo cerebral®® %, |L-23 pode agravar o dano neuronal, o inchago dos astrocitos e
prejudicar a integridade da BHE por mecanismos ainda n&o totalmente esclarecidos,
mas desencadeados pela privagdo de oxigénio e glicose®. Os astrécitos também
constituem uma fonte de IL-23 com maior expressao durante a isquemia cerebral. A
IL-23 liberada pelos astrocitos pode estimular a micréglia a produzir IL-17 e outros
mediadores inflamatdrios como IL-6, proteina inflamatéria de macrofagos 2 (CXCL2)
e oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS). A microglia pode produzir IL-23 em resposta
a IL-17, constituindo um /oop autdcrino®.

Estudos experimentais de neuroinflamagdo em hemorragia intracerebral
demostraram que macréfagos e linfocitos T periféricos sucessivamente infiltram o
cérebro com pico de macrofagos no primeiro dia e de linfécitos T em torno do quarto
dia, correspondendo ao aumento da expressdo das citoquinas IL-23 e IL-17,
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respectivamente, elucidando o eixo do dano cerebral secundario pds-AVC
hemorragico®. Niveis séricos de alguns biomarcadores, incluindo a IL-23,
apresentaram correlagdo significativa com o volume da lesdo cerebral e com os
desfechos avaliados pela escala de NIHSS em pacientes com AVC isquémico®’.

A Sindrome de Imunodepressdo Associada ao AVC (SIDS) que envolve a
interagdo entre o sistema imune celular e os marcadores inflamatorios circulantes
ocorre imediatamente apds o AVC, caracteriza-se por alteragdo das porcentagens das
subpopulagdes de linfocitos (diferenciagdo das células Treg e Th) e dos niveis séricos
de citoquinas inflamatdrias, incluindo o aumento de IL-23, e correlaciona-se com a
severidade clinica dessa doenga, precedendo as complicagdes infecciosas que
podem ocorrer nos dias subsequentes®”. No entanto, um estudo realizado em
pacientes com hemorragia subaracnéide mostrou aumento expressivo dos niveis
séricos de IL-23 no primeiro dia e de IL-17 no sétimo dia apds o ictus, apresentando
correlagdo significativa com complicagbes relacionadas ao sangramento
subaracnoide (vasoespasmo cerebral, convulsdes, hidrocefalia, isquemia cerebral e
déficit neuroldgico tardio) durante o tempo de internagdo, mas ndo houve repercussao
prognostica durante o tempo de observagao®.

A IL-17 (interleucina 17) € uma citoquina cuja func&o biolégica foi
recentemente elucidada: contribui para o dano neuroldgico, o tamanho do infarto e a
inflamacgao pos-isquémica®. Ela é secretada pelos linfécitos T (Th17 e células T y3) e
pode induzir as células estromais (fibroblastos, células endoteliais e epiteliais) a
produzir IL-6, IL-8, fator estimulador de col6nia de granuldcitos e moléculas de adesao
intercelulares tipo 1 (ICAM-1)83. 95, 99,100,

Estudos experimentais em animais e em pacientes submetidos a necropsia
mostram que essa citoquina esta aumentada no hemisfério cerebral que apresenta
lesdo comparado ao hemisfério ndo afetado em pacientes que apresentaram AVC
isquémico, sugerindo sua participagdo no processo de injuria isquémica’®. Os niveis
séricos de IL-17 estdo significativamente elevados nos primeiros 7 dias apds o evento
agudo, havendo uma queda desses niveis nas dosagens realizadas tardiamente
(aproximadamente 28 dias). Esses achados parecem estar relacionados a queda da
resposta inflamatoria na fase tardia (4 semanas) e ao tratamento anti-inflamatoério
usado no AVC isquémico (ex.: AAS, clopidogrel, estatinas) que induz a secregao de
citoquinas anti-inflamatérias por células Treg e reduz a secregéo de citoquinas pro-
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inflamatorias por células Th17 e T 353, Entretanto, pode ocorrer um aumento tardio
de IL-17, entre 5 a 15 dias, resultante da neovascularizagéo'°°.

Especula-se que os niveis precoces mais elevados e a persisténcia de niveis
séricos aumentados de IL-17 possam estar associados a piores desfechos por
progressédo da lesédo isquémica em area de penumbra, e que terapias dirigidas a
regulagdo da cascata inflamatoéria possam melhorar o progndstico desses pacientes®®
95,99 A |L-23 foi reportada como essencial na indugdo da produgdo de IL-17 pelos
linfocitos T e o receptor de IL-17 expresso nas células cerebrais modifica varias
respostas inflamatorias no sistema nervoso central, como previamente descrito®0 %5
101 A IL-17 também modula a fungdo da barreira epitelial hematoencefalica
promovendo a expressao da matriz de metaloproteinases (MMPs) e das ICAM-1,
prejudicando dessa forma sua integridade por alteragcdo de permeabilidade da
membrana®® %,

A analise de placas ateroscleréticas de pacientes com doenga carotidea
sintomatica (AIT e AVC isquémico) submetidos a endartectomia mostrou expressao
aumentada de IL-17 e seus reguladores positivos IL-21 e IL-23, sugerindo a
contribuicdo dessas citoquinas no processo de resposta autoimune crénica desse
importante fator de risco cerebrovascular’®?. Considerando ainda o papel da IL-17 na
fisiopatologia da aterosclerose, um recente trabalho publicado mostrou que a IL-17
induz a expressdo de moléculas de adesao, promove a adesdo de mondcitos as
células endoteliais vasculares e estimula a formagao de células espumosas induzida
por LDL-ox (lipoproteina de baixa densidade oxidada) através da regulagao positiva
de LOX-1 (receptor de LDL oxidado semelhante a lectina) em macrofagos ativados,
estando fortemente implicado na sua patogénese'®. Em modelos animais de
isquemial/reperfusdo cerebral, observou-se aumento dos niveis liquéricos e
sanguineos de IL-17 com picos em torno de 12 horas e 3 dias, respectivamente,
favorecendo o conceito de inflamagao cerebral global pds-isquémica’®4.

Assim, a IL-17 parece ser um alvo terapéutico promissor para supressao da

cascata inflamatoria pos-leséo isquémica®®.
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3. MARCO CONCEITUAL

O AVC isquémico afeta milhdes de pessoas anualmente em todo o mundo,
apresenta altas taxas de morbidade e mortalidade e, consequentemente, impde uma
enorme carga econdmica e social® % 3. Apesar dos enormes avangos no entendimento
da fisiopatologia da doenca, das técnicas diagnosticas e das possiblidades de
tratamento, ainda € enorme o numero de pessoas que apresentam alto grau de
dependéncia apds o AVC> 7.

A partir da década de 80, quando a Organizagdo Mundial de Saude criou uma
classificacdo para determinar a consequéncia das doengas aos individuos — ICIDH,
houve a validagao e a utilizacdo crescente de escalas para avaliagéo clinica de
pacientes com AVC no intuito de descrever e predizer as dimensdes do impacto da
doenga, bem como facilitar a comunicagdo entre clinicos e pesquisadores. Dentre
essas escalas, destacam-se as escalas do NIHSS e a mRS, na mensuracdo das
perdas neuroldgicas e da independéncia funcional, respectivamente, com papel na
avaliagdo progndstica’® 4143,

Aproximadamente 10 anos depois, intensificaram-se os estudos na busca de
biomarcadores para o AVC capazes de auxiliar no diagnostico, na monitorizagao do
status neuroldgico e na predigdo de desfechos a curto e a longo prazos'? 1315 Além
disso, o acréscimo de um painel de biomarcadores no acompanhamento dos
pacientes neuroldgicos poderia reduzir as variagdes interobservadores do exame
clinico e acrescentar dados aos exames de imagem e as escalas neuroldgicas
usadas, melhorando a capacidade preditiva das sequelas e auxiliando na tomada de
decisdes clinicas'> 17: 18,

Foram realizados varios estudos experimentais e clinicos nos ultimos anos,
mas até o momento nao foi identificado um grupo de marcadores séricos que substitua
0s exames clinicos e de imagem ou apresente resultados inequivocos em relagéo a

sua capacidade progndstica no AVC'2 14,1517,
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4. JUSTIFICATIVA

O AVC é uma das principais causas de morte e de sequelas neurolégicas no
mundo. Estima-se que a cada 40 segundos uma pessoa apresente AVC e que ocorra
uma morte a cada 4 minutos decorrente dessa doenga' 3. A mortalidade nos primeiros
30 dias apdés o AVC isquémico é de aproximadamente 10%, de 20% ao final do
primeiro ano e em torno de 40% em 5 anos, sendo principalmente relacionada as
sequelas neurologicas. Embora as taxas de mortalidade global ajustadas por idade
tenham diminuido nos ultimos 20 anos, o numero absoluto de pessoas que sofrem
AVC anualmente, bem como as mortes relacionadas e os anos de vida perdidos
ajustados por incapacidade aumentaram'. O AVC também parece acelerar o declinio
funcional natural relacionado a idade avaliado pelas escalas de AVC'. A maioria dos
pacientes que sobrevivem a fase aguda do AVC apresentam déficits neuroldgicos que
necessitam de reabilitacdo e aproximadamente 50% a 70% n&o recuperam sua
independéncia funcional. Consequentemente, os custos do tratamento destes
pacientes s3o elevados’- 5.

A gravidade do AVC e o grau de dependéncia funcional dos pacientes apés o
AVC pode ser mensurado através de escalas durante o tempo de acompanhamento,
como a do NIHSS e a mRS, as quais podem auxiliar também na predigdo dos
desfechos neuroldgicos® % ', No entanto, apesar de validadas e amplamente usadas
clinica e cientificamente, essas escalas apresentam variacdo de confiabilidade intra e
interobservadores*® 47 49, Ademais, nenhuma medida isolada descreve ou prediz
todas as dimensdes da recuperagéo e da incapacidade apds o AVC'0 49,

Apesar do AVC isquémico ser uma doenca complexa, sabe-se que a
inflamacéao esta fortemente implicada na sua fisiopatologia e na ocorréncia dos danos
neuroldgicos secundarios': 19, Portanto, a identificagdo de biomarcadores envolvidos
nesse processo que apresentem boa correlagdo com as escalas ja usadas e com 0s
exames de neuroimagem pode aumentar a capacidade de predizer a evolugao
neuroldgica dos pacientes apés um AVC'2 1315,

A identificacdo de um painel de biomarcadores que preencha esses objetivos
auxiliara na tomada de decisdes referente aos potenciais tratamentos, na escolha das
medidas de reabilitagdo e na previsao dos custos relacionados a doenca.



44

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo primario

O objetivo do estudo foi determinar se ha correlagcdo entre um painel de
biomarcadores composto por TREM-1, TREM-2, IL-23 e IL-17, obtido através da
coleta de amostras sanguineas nas primeiras 24 horas, no terceiro e no quinto dias
apo6s o AVC, com as escalas do NIHSS e mRS, realizadas nos mesmos momentos e
na alta hospitalar.

5.2 Objetivos secundarios

Outros objetivos incluem:

o Determinar o intervalo de tempo que apresenta melhor correlagdo dos
biomarcadores dosados com os desfechos neurologicos, avaliados através das
escalas de AVC na alta hospitalar e apos 4 anos.

o Determinar se os biomarcadores dosados séo preditivos dos desfechos
neurologicos.

. Determinar se as dosagens dos biomarcadores s&o diferentes entre os
pacientes que apresentam diferentes desfechos neurolégicos.

. Determinar se ha associagao entre as dosagens dos biomarcadores e o
tempo de internagao hospitalar.

o Determinar se ha correlagdo entre os biomarcadores selecionados e o
tamanho da area cerebral isquémica (lacunar x segmentar) avaliada por TC de

cranio.
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Abstract

Background and Purpose: Stroke is a complex process in which initial cerebral
ischemia is followed by secondary injury from innate and adaptive immune responses.
Cerebral ischemia causes the release of highly immunogenic components or damage-
associated molecular patterns (DAMPs) from the brain into the systemic circulation.
These DAMPs activate and recruit peripheral immune cells to injured brain regions. As
a consequence, toxic or proinflammatory and protective or anti-inflammatory
processes are activated after stroke. We report the results of a study focused on the
evaluation of serum levels of triggering receptors expressed on myeloid cells (TREM
proteins), a family of cell surface receptors that participate in a variety of cellular
processes and are activated almost immediately after the onset of brain ischemia, to
determine their prognostic value and association with validated stroke scales.
Material and Methods: We investigated 50 patients with acute ischemic stroke who
were admitted within 24 hours of event onset at the intensive care unit or neurovascular
emergency unit of the Hospital de Clinicas. All patients provided venous blood samples
for the measurement of triggering receptor expressed on myeloid cells type 1 (TREM-
1) and type 2 (TREM-2) within 24 hours of the acute event and on the third and fifth
days after the stroke. Neurological stroke severity and global disability were
determined with the National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) and modified
Rankin Scale (mRS) at the same three times and at the time of hospital discharge.
After four years the patients were reevaluated using the mRS. The patients were
subdivided into two groups according to the NIHSS score (NIHSS < 6 and NIHSS > 6)
and the mRS score (MRS =< 2 and mRS > 2), which were employed as neurological
outcome measures.

Results: The mortality rate reached 28% after four years. TREM-1 and TREM-2 levels
were elevated in stroke patients compared to healthy controls with the same risk
factors. Analyzing the correlations between these biomarkers and stroke scales,
TREM-1 exhibited correlations with NIHSS and mRS within 24 hours (NIHSS and
TREM-1: p=0.029; mRS and TREM-1: p=0.023). The serum level of TREM-1 within 24
hours also presented the best correlation with the neurological outcomes at hospital
discharge (NIHSS and TREM-1: p=0.021; mRS and TREM-1:. p=0.049). Both
neurologic scores showing favorable outcome (NIHSS < 6 and mRS < 2) at hospital

discharge were correlated with the TREM-1 protein concentration within 24 hours, with
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low predictive value. The serum concentrations of TREM-1 protein within 24 hours after
stroke was significantly higher in patients with poor outcome (MRS > 2) at hospital
discharge (p=0.021).

Conclusion: Blood biomarkers may be useful in acute stroke by suggesting stroke
severity, correlating with clinical findings, or providing prognostic value. In this study,

TREM-1 was found to be the best prognostic biomarker.

Keywords: cerebral ischemic stroke, blood biomarkers, outcome, triggering receptor
expressed on myeloid cells type 1 (TREM-1), triggering receptor expressed on myeloid
cells type 2 (TREM-2).
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Introduction

Acute ischemic stroke is the most prevalent neurological emergency in most
countries and a leading cause of morbidity and mortality worldwide. The majority of
stroke survivors suffer from some form of residual disability, and a considerable
proportion of these patients will nonetheless regain functional independence’.

Ischemic stroke is characterized by a variety of conditions in which blood flow
to the brain is reduced or completely blocked, including reduced systemic perfusion,
severe stenosis, or vascular occlusion?. The tissue damage caused by ischemia
initiates a cascade of pathophysiological processes such as inflammation, hemostasis,
and neuronal and glial injury that can lead to neuronal death®. The diagnosis of cerebral
ischemia is clinical and is confirmed by imaging, computed tomography (CT) or
magnetic resonance (MR). The identification of biomarkers involved in the neuronal
damage process may aid in the diagnosis and increase the prognostic capacity of the
methods used, through correlation with the stroke scales and imaging tests*.

Despite advances in the treatment of ischemic stroke, including intravenous
techniques limited by a narrow therapeutic window (recently extended to 9 hours in
patients who have hypoperfused but salvageable brain tissue detected on automated
perfusion images)® and mechanical thrombectomy®, there are few biomarkers capable
of predicting patients' functional outcomes’.

After stroke, the immune response induces chronic inflammation, which is one
of the major causes of the progression of ischemic injury. Microglia are involved in
chronic inflammation in the brain and have a myeloid origin®. These cells, considered
the macrophages of the central nervous system (CNS), are almost immediately
activated after the onset of brain ischemia and can produce proinflammatory mediators
and neurotoxic compounds, which leads to the migration of leukocytes toward the
injured brain®. The activated microglia are divided into classic (M1) or proinflammatory
response and alternative (M2) or anti-inflammatory response activation phenotypes,
and the polarization of the cells is dependent on the stage of the disease development®.
Therefore, depending on the different signals received by microglial receptors,
activated microglia function to either exacerbate ischemic injury or induce repair and
regeneration®.

Triggering receptors expressed on myeloid cells (TREM proteins) are a family
of cell surface receptors that participate in a variety of cellular processes, including
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inflammation, coagulation, and neurological development, and are localized mainly on
microglia®.

TREM-1 (triggering receptor expressed on myeloid cells type 1) acts by
amplifying the inflammatory response. Activation of TREM-1 causes the release of
proinflammatory cytokines, promotes neutrophil degranulation and increases
phagocytosis, in addition to increasing the inflammatory response when there is an
associated infectious process'® ', Functional studies on TREM-1 have shown that this
biomarker alone induces only modest cellular activation and proinflammatory cytokine
secretion but acts synergistically with receptors involved in the innate immune
response whose neurotoxic and/or neuroprotective effects are not yet fully understood,
such as Toll-like receptors (TLRs) and Nod-like receptors (NLRs)'°. The origin of
TREM-1 has not yet been clearly elucidated but appears to be linked to the translation
of mMRNA, and it is expressed in neutrophils, monocytes/macrophages and some
dendritic cells’® 2. Some genetic polymorphisms of TREM-1 are associated with
atherosclerotic disease, as there is increased expression of TREM-1 in atheromatous
inflammatory lesions compared to fibrous plaques, and in vitro studies have showed a
synergistic effect between TREM-1 and dyslipidemia, but its value as a prognostic
marker is still questionable'-'314. However, studies have shown an increase in the
plasma concentration of TREM-1 after acute myocardial infarction and a correlation of
its level with worse prognosis (death and myocardial dysfunction)'®. Studies in patients
with subarachnoid hemorrhage also showed a correlation between elevated
cerebrospinal fluid level of TREM-1 and the severity and prognosis of the disease as
assessed by the Rankin scale during the first month after the event'® 7. Other research
suggests that TREM-1 protein is involved in the migration of neutrophils through the
epithelium and in the infiltration by macrophages into the pathological area as probable
explanations for the amplifying effect of the inflammatory response’®. Another potential
function of TREM-1 observed in patients with antiphospholipid syndrome is its
expression on the platelet surface after activation, contributing to platelet aggregation
and thrombus formation™®.

TREM-2 (triggering receptor expressed in myeloid cells type 2) is a
microglial/macrophages receptor with some expression on the surface of the cell
membrane but is transported mainly as an intracellular soluble protein through the
ventricular walls and the choroid plexus to the cerebral parenchyma via radial glial
cells’® 20, The TREM-2 protein plays a key role in inflammation, inducing the



59

expression of cytokine receptors, cell migration (dendritic cells and macrophages) and
phagocytosis, but does not promote the release of inflammatory cytokines with anti-
inflammatory function’® 2°, The absence of TREM-2 expression in microglia reduces
the phagocytic capacity and increases the production of proinflammatory cytokines?.
In a postmortem study, TREM-2 cell expression was observed in the cerebral
parenchyma of infarcted areas between the first and third days, suggesting the
beginning of the phagocytic process of the necrotic tissue, since the cellular
characteristics predominantly suggested the participation of probably recruited
macrophages from the circulation in relation to microglia®'. Microglia are the immune
cells present in the parenchyma of the central nervous system and present a rapid
response to changes in this microenvironment. They have the function of removing
debris and maintaining homeostasis. As age increases, there appears to be a
reduction in the expression of TREM-2, which affects neuronal survival, a hypothesis
that was initially proposed based on experimental models of Alzheimer's disease?°. In
addition, genetic disorders in which TREM-2 deficiency has been identified also
present early neurological deficit (dementia)'°. In a postendarterectomy atherosclerotic
carotid plaque study, increased TREM-1 and reduced TREM-2 expression were
detected in symptomatic patients compared to asymptomatic patients??. Another
recent experimental model study demonstrated that TREM-2 overexpression markedly
suppressed the inflammatory response and neuronal apoptosis in cerebral
ischemia/reperfusion injury8. Therefore, the TREM-2 protein appears to be important
for neurogenesis and neuroplasticity°.

The variability of TREM protein expression and its role in cerebrovascular
diseases particularly in ischemic stroke, has not yet been properly evaluated. The
present study had the following objectives: (1) to determine whether the serum
concentrations of TREM-1 and TREM-2 correlate with neurologic stroke severity and
outcomes, as measured by the National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) and
the modified Rankin Scale (mRS) during the hospital stay, at hospital discharge and
after four years; (2) to determine whether serial measurements of TREM-1 and TREM-
2 are useful to predict outcomes and identify the best times to conduct the
measurements; (3) to determine whether the serum concentrations of TREM-1 and
TREM-2 correlate with favorable or unfavorable outcome; (4) to determine whether the
serum levels of TREM-1 and TREM-2 correlate with hospital stay after stroke; and (5)
to determine whether the serum concentrations of TREM-1 and TREM-2 correlate with
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the ischemic area size (lacunar versus segmental), as evaluated by computed
tomography.

Material and Methods

Design, Patients and Setting

Fifty consecutive patients with acute ischemic stroke within 24 hours of stroke
onset admitted to the neurovascular emergency unit or intensive care unit at Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, a university public hospital located in the southern region
of Brazil, were enrolled. This prospective observational study was approved by the
National and Institutional Committee of Ethics (CAAE: 54829116.3.0000.5327 and
CEP-HCPA: 18-0087). All participants or their legal designees provided written
informed consent.

The inclusion criteria for the study were consecutive patients with acute stroke
admitted within 24 hours after the onset of symptoms, above 18 years old. A CT scan
was routinely performed before study inclusion to exclude patients with intracerebral
hemorrhage. Exclusion criteria were patients with terminal cancer, prior definition of
treatment limitations and chronic infectious diseases. Demographics, vascular risk
factors, clinical characteristics and previous medication were recorded.

Neurological stroke severity and global disability were determined with the
NIHSS within 24 hours of the acute event, on the third day after the stroke, on the fifth
day after the stroke and at the time of hospital discharge. The mRS was applied at the
same times and after four years. For outcome analysis, the hospital discharge outcome
was dichotomized into favorable (NIHSS < 6 and mRS < 2) and unfavorable outcomes
(NIHSS > 6 and mRS > 2). For the evaluation after four years the same mRS
dichotomization was used. The same group of experienced neurologists and a
neurointensivist performed all neurological examinations.

All patients provided venous blood samples for TREM-1 and TREM-2
measurements within 24 hours of the acute event, on the third day after the stroke,
and on the fifth day. Twenty healthy volunteers with similar risk factors, without
previous stroke or myocardial infarction, also provided a single blood sample for
comparison of baseline biomarker values. The blood samples were drawn using tubes
containing CAT Serum Separator Clot Activator or ethylenediamine tetraacetic acid
(EDTA) and were immediately delivered to the laboratory. Plasma and serum were
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quickly isolated from whole blood via centrifugation (4500 rpm for 10 min), and the
samples were stored at -80°C for later analysis. The levels of TREM-1 and TREM-2
were determined with a sandwich-ELISA using a monoclonal antibody specific for each
marker (TREM-1: Human TREM-1 ELISA, Abcam, AB100659; TREM-2: Human
TREM-2 DuoSet ELISA, R&D Systems, DY1828-05) according to the manufacturers’

instructions.

Statistical Analysis

Quantitative data are summarized as mean and standard deviation. When
distributional assumptions were in doubt, median and interquartile range (P25 to P75)
are presented. Categorical data are presented as counts and percentages. Simple
bivariate comparisons between groups were conducted using the rank sum test (Mann-
Whitney test). Since the studied biomarkers did not follow a symmetric distribution,
stroke patients and controls were compared during the observational period using
generalized estimating equations with a logarithmic link function (gamma distribution)
and an exchangeable covariance matrix to allow for clustered data. Additional
between-group comparisons were carried out with appropriate post-hoc procedures.
Correlations between quantitative variables were assessed using Spearman’s rank
correlation coefficient. The predictive ability of these biomarkers for good versus bad
outcomes was evaluated using the area under the receiver operating characteristics
(ROC) curve (AUC) followed by 95% confidence intervals. P values below 0.05 were

deemed statistically significant. Data were analyzed with IBM-SPSS version 22.0.

Results

Fifty patients (27 men, 23 women) with a mean age of 62 (SD+13) years with
acute ischemic stroke were included. The median NIHSS score on admission was 7
(range 4-14), and the median NIHSS score at hospital discharge was 3 (range 1-8).
Only 30% of the patients were treated with intravenous rt-PA due to the late arrival
time at the hospital and the limited therapeutic window (4.5 hours until the time of
inclusion). The median mRS score at hospital discharge was 1 (range 1-3) and after

four years, it was 2 (range 1-6). The mortality rate was 28% (Table 1). The results
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showed no significant difference between the mean values of biomarkers considering
thrombolized and nonthrombolized patients.

There was a significant change in the serum level of TREM-1 between the
measurements performed within 24 hours, on the third day and on the fifth day after
stroke, with a higher level on the third day. The same was not observed for the TREM-
2 measurements (Table 2). Serum levels of the same biomarkers were measured in
20 volunteers with the same risk factors without cerebrovascular events for
comparison, and significantly lower values were observed (p<0.01) (Table 3, Figure
1).

Analyzing the correlation between these biomarkers and stroke scales at the
three measures times, TREM-1, but not TREM-2, showed a correlation with NIHSS
and mRS within 24 hours (NIHSS and TREM-1: rs=0.31, p=0.029; mRS and TREM-1:
rs=0.32, p=0.023) (Table 4). In addition, the serum level of TREM-1 within 24 hours
presented the best correlation with the neurological outcomes at hospital discharge
(NIHSS and TREM-1: rs=0.34, p=0.021; mRS and TREM-1: rs=0.27, p=0.049) (Table
5).

For a further evaluation, the patients were subdivided into two groups
according to the NIHSS score (NIHSS < 6 and NIHSS > 6) and according to the mRS
score (MRS < 2 and mRS > 2), which were employed as neurological outcome
measures. Both neurologic scores for favorable outcome (NIHSS < 6 and mRS < 2) at
hospital discharge, which were correlated with TREM-1 protein level within 24 hours,
had low predictive value, as expressed using the area under the ROC curve (NIHSS <
6 and TREM-1: AUC=0.64; mRS < 2 and TREM-1: AUC=0.67). The other
measurements did not present any predictive capacity in the short or long periods of
observation (Table 6). The serum concentrations of TREM-1 protein within 24 hours
after stroke was significantly higher in patients with poor outcome (MRS > 2) at hospital
discharge (p=0.021) (Tables 7 and 8, Figures 2 and 3). However, there was no
correlation between TREM-1 or TREM-2 with the neurological outcomes after four
years (Table 9, Figure 4).

The length of hospital stay did not significantly correlate with TREM-1 or
TREM-2 concentration (Table 10). Moreover, the serum concentrations of these
biomarkers did not significantly differ at any of the time points after diagnosis between
lacunar and segmental stroke (p>0.05) (Table 11).
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Discussion

Biomarkers are currently used in stroke*. The best-validated clinical prognostic
scales are probably not accurate enough to predict outcome in individual patients with
ischemic stroke, and the identification of blood biomarkers may aid in understanding
the pathophysiology and prediction of outcomes? 3. However, the clinical significance
of most blood markers remains uncertain3.

The inflammatory process following an ischemic stroke occurs in three
different phases of increasing lengths of time: initiation (hours), propagation (days),
and resolution (days to weeks). A distinct pattern of immune cell response and
extracellular signaling molecules is associated with each phase?®. Cerebral ischemia
causes the release of highly immunogenic cellular components, or damage-associated
molecular patterns (DAMPs), from the brain into the systemic circulation and after the
rupture of the integrity of the blood-brain barrier (BBB). These DAMPs activate and
recruit peripheral innate and adaptive immune cells to ischemic brain regions?*.

Microglia are the resident immune cells of the CNS that patrol and act as
sentinels of the brain?3. Recent data point to the importance of interactions between
neurons and microglia, which that include several potential messengers, including
cytokines, purines, prostaglandins, reactive oxygen species and nitric oxide, which are
relevant determinants of neuronal death in cerebral ischemia®®.

TREM proteins are mainly expressed by microglia in the CNS. TREM-1 is an
amplifier of the inflammatory response; however, TREM-2 inhibits the inflammatory
response and is highly involved in phagocytic activity® 25. During the propagation phase
of inflammation in ischemic stroke, aspects of the proinflammatory (M1) and anti-
inflammatory (M2) transition in microglia versus infiltrating macrophages are
unsettled?3.

In our study we found significantly elevated blood levels of TREM-1 and
TREM-2 in acute ischemic stroke patients compared with healthy volunteers with the
same risk factors, suggesting that they are associated with a neuroinflammatory state
and microglial activation after the ischemic event. Several human and experimental
studies corroborate these findings® 9 2123, 24, 25, 26,27, 28,29

The significant change in the serum level of TREM-1 between the
measurements performed within 24 hours, on the third day and on the fifth day, with
higher levels on the third day and, together with the absence of significant variations
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in the serum level of TREM-2 at the same measurement times, can be explained by
the fact that the serum level of TREM-1 increases soon after ischemic injury, while the
peak of TREM-2 occurs around the seventh day after stroke as shown principally in
experimental models?# 25 28,

This study also found a significant correlation between the blood level of
TREM-1 within 24 hours and at hospital discharge and the stroke scales scores.
Despite the serum peak of TREM-1 on the third day after stroke, the early
measurements support the clinical findings in the first hours and at hospital discharge.
Current evidence suggests that the initial proinflammatory response in the penumbral
area near the infarcted (dead) core and the sequential serum increase in the
biomarkers involved in this process correlate with the clinical manifestations?? 23,

Considering the use of biomarkers of the TREM family in the evaluation of
patients' prognosis after ischemic stroke with the patients subdivided into two groups,
favorable outcome (NIHSS < 6 and mRS < 2) and poor outcome (NIHSS > 6 and mRS
> 2), only the TREM-1 level within 24 hours presented predictive capacity at hospital
discharge in this study, though this capacity was low. However, the significant increase
in TREM-1 level in the first 24 hours was associated with an unfavorable outcome as
assessed by the modified Rankin scale (MRS > 2) at hospital discharge. During this
period, the patients included in the study had no infection. Again, these results
emphasize the early elevation in serum TREM-1 and its correlation with unfavorable
neurological outcomes, probably due to the amount of the inflammatory response’® 6.
17,24 Studies in patients with sepsis and septic shock have shown similar results,
presenting a significant correlation with validated scoring systems and prognostic
value®® 3!, These results are new, at least as far as we know, as there are no clinical
studies analyzing blood TREM protein markers in patients with acute ischemic stroke
and for short-term and long-term prognosis.

Regarding the size/type of stroke (lacunar or segmental), our results do not
show a significant correlation with the serum levels of the selected biomarkers.
Experimental studies have shown a significant correlation between a reduced level of
TREM-2 and larger infarct size?® 2°. The reason for this discrepancy remains unclear.
Some possible explanations for these findings may be related to the time of ischemia,
the partial reperfusion area of the penumbra and the type of phagocytic activity. A prior
report suggested that activated microglia and hematogenous macrophages are
involved in infarct development after cerebral ischemia, but the majority of phagocytes
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in the infarct area are derived from local microglia, preceding and predominating over
phagocytes of hematogenous origin. This recruitment reveals a strong predominance
of local defense mechanisms for tissue clearance over immune cells arriving from the
blood after ischemic damage, and this may influence the serum measurement of
TREM-226.32.33_Some studies suggest that the local (cerebrospinal fluid) measurement
of the biomarkers may present better prognostic capacity compared to serum levels®*.

We did not observe a significant correlation between length of hospital stay
and TREM-1 or TREM-2. This may be because ischemic stroke is a complex condition,
and there is a large degree of heterogeneity between patients’ biochemical profiles,
which are likely to be altered by the site, intensity, and duration of ischemia and other
inflammatory and infectious complications during hospital stay? 25. Infections represent
one of the most frequent complications after acute stroke with an estimated prevalence
of 30%3°. Despite the increase in the incidence of infections with length of hospital stay
and the fact that several studies show an increase in the serum level of TREM-1 in
septic patients due to the upregulation and sustained increase in TREM-1 when the
host immune system is exposed to infectious invaders®: %5, we did not observe an
increase in the level of TREM-1 after the third day, a finding that could be related to
this complication.

Some limitations of this research should be considered. The present study
included a variety of stroke subtypes in terms of TOAST classification (Trial of ORG
10172 in Acute Stroke Treatment), infarct size, location and treatments for acute stroke
patients, making a detailed analysis difficult. Because patients with infections were not
excluded from the study, infection may be responsible for part of the observed
association between inflammatory markers and outcomes. Patients taking anti-
inflammatory medications were also not excluded, which may have altered the
mechanism of inflammation due to ischemic stroke. We used stroke scales to estimate
stroke severity and patient outcomes, but these scores do not capture all stroke-related
impairments. We selected only 2 blood biomarkers involved in the pathophysiology of
stroke to verify their association with outcomes after stroke. We did not evaluate the
differences between their local and serum concentrations or the genetic variants that
may be involved in the inflammatory response. Therefore, the present results need

confirmation in further larger studies with a larger number of patients.
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Conclusion

Blood biomarkers may be useful in acute stroke by suggesting stroke severity,
correlating with clinical findings, or providing prognostic value. In this study, TREM-1
was found to be the best prognostic biomarker. The addition of the TREM-1 level to
previously validated stroke scales slightly improves the ability of these scales to predict
short-term outcome, though it had no prognostic value for the long term. According to
our study, the accuracy with which the TREM family biomarkers predict outcome after
acute stroke is perhaps too low to be clinically useful by themselves. Thus, this topic
requires further study to identify an ideal biomarker or a panel of biomarkers for acute
stroke that has clinical prognostic relevance and potential to improve the bedside
management of these patients.
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Table 1 - Baseline characteristics of the
study population.

Characteristics n=50

Age, years 62+13
Gender, n° (%)

Male 27 (54)

Female 23 (46)
Ethnic, n° (%)

White 40 (80)

Black 2 (4)

Miscellanea 8 (16)
Thrombolysis, n° (%) 15 (30)
Type of stroke, n° (%)

Lacunar 30 (60)

Segmental 20 (40)
Length of stay (days) 10.5 (6.0-16.3)
NIHSS at admission 7 (4-14)
NIHSS at hospital dischargef 3 (1-8)
mRS at admission 3 (2-4)
mRS at hospital discharge 1 (1-3)
mRS after four years 2 (1-6)
Mortality during hospitalization, n°® (%) 4 (8)
Mortality after four years, n° (%)1 14 (28)

Data are described as mean+standard deviation, counts
(percentages) or median (interquartile range: P25 to P75).
Abbreviations: NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale;
mRS, modified Rankin scale. { n=46.
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Table 2 - Blood biomarkers according to time points of observation, n=50.

Biomarker Within 24 hours Third day Fifth day p

TREM-1 68.10° 136.62° 47.46° <0.001
(57.39-80.81) (116.52-160.18) (38.64-58.29)

TREM-2 445.26 389.17 479.47 0.306
(304.68-650.68) (256.74-589.89) (303.70-756.99)

Data are described as mean and 95% confidence interval (in parentheses). Statistical significance
was tested using generalized estimating equations with a log link function (gamma). Different
index-letters represent statistically significant differences at post-hoc comparisons.
Abbreviations: TREM-1, triggering receptor expressed on myeloid cells 1; TREM-2, triggering
receptor expressed on myeloid cells 2.  n=46.

Table 3 - Comparison of serum biomarker values between
ischemic stroke patients (cases) and controls.

Biomarker Cases (n=50) Controls (n=20) p

TREM-1 within 24 hours 68.10 30.01 <0.001
(56.77-81.69) (22.51-40.02)

TREM-1 on the third day 136.62 30.01 <0.001
(115.44-161.68) (23.00-39.17)

TREM-1 on the fifth day 47.839 30.01 <0.010
(39.36-58.12) (22.33-40.34)

TREM-2 within 24 hours 445.26 88.02 <0.001
(341.04-581.32) (57.74-134.19)

TREM-2 on the third day 389.17 88.02 <0.001
(291.24-520.03) (55.66—139.20)

TREM-2 on the fifth day 432.861 88.02 <0.001
(311.29-601.90) (53.68—144.34)

Data are described as mean and 95% confidence interval (in parentheses). Statistical significance
was tested using generalized estimating equations with a log link function (gamma).
Abbreviations: TREM-1, triggering receptor expressed on myeloid cells 1; TREM-2, triggering
receptor expressed on myeloid cells 2.  n=46.
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Table 4 - Correlations between biomarkers and
stroke scales NIHSS and mRS, n=50.

Biomarker Within 24 hours Third day Fifth day
NIHSS mRS NIHSS mRS NIHSS mRS

TREM-1 0.31 0.32 0.13 0.08 -0.05 -0.14
(0.029) (0.023) (0.362) (0.556) (0.717) (0.359)

TREM-2 -0.11 -0.07 -0.09 -0.09 -0.23 -0.27
(0.462) (0.617) (0.522) (0.516) (0.129) (0.078)

Data represent Spearman’s rank correlation coefficient (p value).

Abbreviations: NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; mRS, modified Rankin scale;
TREM-1, triggering receptor expressed on myeloid cells 1; TREM-2, triggering receptor expressed
on myeloid cells 2. § n=46.

Table 5 - Correlation matrix between biomarkers and stroke scales NHISS and mRS
at discharge and after four years, n=50.

Biomarker NIHSS mRS mRS
at discharge at discharge after four years

TREM-1 within 24 hours 0.34 0.27 0.08
(0.021) (0.049) (0.590)

TREM-1 on the third day 0.1 0.03 -0.04
(0.468) (0.807) (0.772)

TREM-1 on the fifth day -0.10 -0.17 0.04
(0.515) (0.250) (0.805)

TREM-2 within 24 hours -0.06 -0.12 0.13
(0.691) (0.387) (0.382)

TREM-2 on the third day -0.15 -0.27 -0.18
(0.312) (0.054) (0.226)

TREM-2 on the fifth day -0.24 -0.30 -0.11
(0.122) (0.046) (0.475)

Data are presented as Spearman’s rank correlation coefficient (p value).

Abbreviations: NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; mRS, modified Rankin scale;
TREM-1, triggering receptor expressed on myeloid cells 1; TREM-2, triggering receptor expressed
on myeloid cells 2. § n=46.
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Table 6 - Values for area under the ROC curve of serum biomarkers
for predicting good outcome of stroke scales NIHSS and
mRS at discharge and after four years, n=50.

Biomarker mRS < 2 NIHSS < 6 mRS < 2
at discharge at discharge after four years
TREM-1 within 24 hours 0.67 0.64 0.56
(0.50-0.83) (0.56-0.83) (0.38-0.74)
TREM-1 on the third day 0.56 0.52 0.44
(0.39-0.73) (0.38-0.72) (0.26—0.62)
TREM-1 on the fifth day 0.44 0.51 0.55
(0.26—0.61) (0.32-0.70) (0.37-0.73)
TREM-2 within 24 hours 0.38 0.45 0.47
(0.21-0.54) (0.25-0.65) (0.29-0.65)
TREM-2 on the third day 0.32 0.35 0.37
(0.15-0.48) (0.14-0.56) (0.19-0.56)
TREM-2 on the fifth day 0.35 0.37 0.42
(0.18-0.52) (0.17-0.56) (0.24-0.60)

Data are presented as area under the ROC (Receiver Operating Characteristics) curve with the
95% confidence interval (in parentheses). Abbreviations: NIHSS, National Institutes of Health
Stroke Scale; mRS, modified Rankin scale; TREM-1, triggering receptor expressed on myeloid cells
1; TREM-2, triggering receptor expressed on myeloid cells 2.  n=46.

Table 7 - Comparison of serum biomarker values between patients
with mRS < 2 vs mRS > 2 at discharge.

Biomarker mRS < 2 (n=30) mRS > 2 (n=20) p
TREM-1 within 24 hours 56.69 85.22 0.021
(46.22-69.52) (66.36—109.44)
TREM-1 on the third day 131.92 143.66 0.596
(105.89-164.35) (114.71-179.92)
TREM-1 on the fifth day 50.019 43.79% 0.529
(38.42-65.08) (31.65—-60.58)
TREM-2 within 24 hours 552.88 283.81 0.064
(341.30-895.63) (199.70-403.36)
TREM-2 on the third day 459.14 284.21 0.279
(284.76—740.31) (127.42—-633.94)
TREM-2 on the fifth day 596.961 319.05¥% 0.188
(346.51-1028.44) (142.68—713.39)

Data are described as mean and 95% confidence interval (in parentheses). Statistical significance
was tested using generalized estimating equations with a log link function (gamma).
Abbreviations: mRS, modified Rankin scale; TREM-1, triggering receptor expressed on myeloid
cells 1; TREM-2, triggering receptor expressed on myeloid cells 2. { n=27, ¥ n=19.



Table 8- Comparison of serum biomarker values between patients
with NIHSS < 6 vs NIHSS > 6 at discharge.

Biomarker NIHSS < 6 (n=34) NIHSS > 6 (n=13) p
TREM-1 within 24 hours 62.28 85.03 0.092
(49.95-77.67) (65.19-110.91)
TREM-1 on the third day 137.79 139.32 0.948
(112.38-168.94) (106.93—-181.52)
TREM-1 on the fifth day 48.411 50.01 0.886
(37.41-62.63) (34.87-71.74)
TREM-2 within 24 hours 486.46 388.07 0.549
(302.46—782.40) (218.22-690.13)
TREM-2 on the third day 394.96 438.50 0.842
(247.90-629.26) (181.28—-1060.71)
TREM-2 on the fifth day 443.839 617.69 0.604
(295.59-666.42) (222.44-1715.24)

Data are described as mean and 95% confidence interval (in parentheses). Statistical significance
was tested using generalized estimating equations with a log link function (gamma).
Abbreviations: NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; TREM-1, triggering receptor
expressed on myeloid cells 1; TREM-2, triggering receptor expressed on myeloid cells 2. § n=30.

Table 9 - Comparison of serum biomarker values between patients
with mRS < 2 vs mRS > 2 after four years.

Biomarker mRS < 2 (n=24) mRS > 2 (n=22) p
TREM-1 within 24 hours 63.00 75.51 0.324
(49.57-80.07) (58.14-98.08)
TREM-1 on the third day 145.97 131.72 0.541
(116.89-182.30) (103.17-168.16)
TREM-1 on the fifth day 46.571 46.58% 0.999
(32.83-66.07) (35.21-61.64)
TREM-2 within 24 hours 391.25 517.82 0.504
(252.75-605.64) (274.06—978.41)
TREM-2 on the third day 428.27 366.48 0.728
(236.63-775.12) (191.08-702.87)
TREM-2 on the fifth day 441.149 571.27% 0.595
(264.06—736.97) (272.35-1198.24)

Data are described as mean and 95% confidence interval (in parentheses). Statistical significance
was tested using generalized estimating equations with a log link function (gamma).
Abbreviations: mRS, modified Rankin scale; TREM-1, triggering receptor expressed on myeloid
cells 1; TREM-2, triggering receptor expressed on myeloid cells 2. § n=22, ¥ n=20.



Table 10 - Correlations between biomarkers and
the length of the hospital stay, n=50.

Biomarker Length of stay
TREM-1 within 24 hours 0.14
(0.326)
TREM-1 on the third day 0.05
(0.747)
TREM-1 on the fifth day 0.19
(0.203)
TREM-2 within 24 hours -0.01
(0.945)
TREM-2 on the third day -0.03
(0.825)
TREM-2 on the fifth day -0.21
(0.156)

Data represent Spearman’s rank correlation coefficient (p value).
Abbreviations: TREM-1, triggering receptor expressed on myeloid
cells 1; TREM-2, triggering receptor expressed on myeloid cells 2.
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1 n=46.
Table 11 - Comparison of serum biomarker values considering stroke size
(lacunar vs segmental), n=50.
Biomarker lacunar segmental p
TREM-1 within 24 hours 61.05 72.62 0.289
(32.42-83.10) (39.08-94.91)
TREM-1 on the third day 131.04 123.31 0.458
(75.87-180.35) (68.75—158.92)
TREM-1 on the fifth day9 41.45 33.77 0.184
(29.03-76.41) (19.37-61.31)
TREM-2 within 24 hours 234.83 312.42 0.766
(107.76-527.94) (125.08-525.95)
TREM-2 on the third day 195.82 187.59 0.874
(105.45-414.18) (112.36—382.53)
TREM-2 on the fifth day 274.34 141.18 0.141

(133.77-429.35)

(73.27-327.42)

Data are described as median and interquartile range (P25 to P75).
Abbreviations: TREM-1, triggering receptor expressed on myeloid cells 1; TREM-2, triggering

receptor expressed on myeloid cells 2. | n=46.
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Figure 1: Comparison of serum biomarker values between patients with ischemic stroke (cases) and controls.
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Figure 3: Comparison of serum biomarker values between patients with NIHSS < 6 vs NIHSS > 6 at hospital discharge.
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Abstract

Background and Purpose: Ischemic stroke causes a broad spectrum of motor,
sensory and cognitive impairments. There is an urgent need for accurate outcome
prediction after acute ischemic stroke for physicians, patients, and their families to aid
in early and informed decision-making about therapies, palliative care, or rehabilitation.
In clinical practice, the prognosis is based on well-validated stroke scales, but they
have limitations, and blood biomarkers measurements may improve the predictive
capability. Inflammation plays a crucial role in brain damage following stroke with
different local and peripheral activation pathways involved in post-ischemic
neurodegeneration and neuroprotection mechanisms. For this study, we selected two
important interleukins involved in the post-ischemic inflammatory process: interleukin
23 (IL-23) and interleukin 17 (IL-17).

Material and Methods: Fifty consecutive patients with acute ischemic stroke admitted
to the neurovascular emergency unit or intensive care unit at Hospital de Clinicas de
Porto Alegre within 24 hours of stroke onset were enrolled. All patients provided
venous blood samples for IL-23 and IL-17 measurements within 24 hours of the acute
event and on the third and fifth day after the stroke. Neurological stroke severity and
global disability were determined with the National Institutes of Health Stroke Scale
(NIHSS) within 24 hours of the acute event, on the third and fifth day after the stroke,
and at the time of hospital discharge. The modified Rankin Scale (mRS) was applied
at the same times and after four years. For short-term and long-term neurological
outcome analysis, the patients were subdivided into two groups: favorable (NIHSS < 6
and mRS < 2) and poor outcome (NIHSS > 6 and mRS > 2).

Results: Both neurological scores for a favorable outcome at hospital discharge that
were related to IL-23 protein within 24 hours and on the fifth day had a low predictive
value. The other measurements did not show predictive capacity during the hospital
observation time or after four years. There was a significant increase in median serum
concentrations of IL-23 on the fifth day (p<0.001) and in IL-17 median levels on the
third day compared to the first 24 hours after the acute injury (p<0.001). However, there
was no correlation between IL-23 and IL-17 levels with the dichotomization of
neurological outcomes at hospital discharge and after four years.

Conclusion: Neither IL-23 nor IL-17 had sufficient predictive power to be of clinical
use to predict outcome after stroke. Thus, the research for better biomarkers with
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clinical prognostic relevance and the potential to improve the bedside management of

stroke patients needs to be continued.

Keywords: cerebral ischemic stroke, blood biomarkers, outcome, interleukin 23 (IL-
23), interleukin 17 (IL-17).
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Introduction

Ischemic stroke is a leading cause of death and disability, resulting in a broad
spectrum of motor, sensory, and cognitive impairments. It causes suffering for the
patients and their families, loss of productivity, and high financial costs for the patients
and the healthcare system'.

Patients’ management with ischemic cerebrovascular disease is multifaceted
and the priorities change during an individual patient’s iliness. The early treatment of
acute ischemic stroke to improve a patient's outcome, including intravenous
techniques, is limited by a narrow therapeutic window (recently extended to nine hours
in patients who have hypoperfused but salvageable brain tissue detected on
automated perfusion images) and mechanical thrombectomy? 3. However, there is an
urgent need for accurate prediction of outcome after acute ischemic stroke for
physicians, patients, and their families to aid early and informed decision-making about
therapies, palliative care or rehabilitation. In clinical practice, prognostication is based
on well-validated stroke scales, such as the National Institutes of Health Stroke Scale
(NIHSS) or the modified Rankin Scale (mRS), but they are imperfect*. Blood biomarker
measurements may improve the predictive accuracy after stroke® 6.

Ischemic stroke is caused by a deficiency of blood and oxygen by three main
mechanisms: thrombosis, embolism, and decreased systemic perfusion’. Cerebral
brain injury evokes a massive upregulation of the inflammatory response. Brain
inflammation starts in the necrotic brain tissue (dying core) with the release of damage
signals recognized by microglia. These resident immune cells activate the immune
system’s response together with peripheral leukocytes, which infiltrate the brain from
the circulation within a short time following the breakdown of the blood-brain barrier
(BBB). Both local and peripheral immune cells consequently produce pro-inflammatory
mediators and cytokines surrounding the ischemic region (penumbra zone), leading to
the early post-ischemic phase? °.

T-lymphocytes and macrophages appear to increase mainly after the first 24
hours, peaking around the third day'® '". They are located in ischemic areas, typically
near blood vessels. Although the function of these infiltrative cells is not well
understood, T-cells are considered neurotoxic effectors and cytokines produced by
macrophages play an important role in promoting and perpetuating brain damage® %

.12 |t is also unclear whether a specific brain antigen is involved in activating T-
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lymphocyte infiltration since the post-ischemic inflammatory response is driven by the
innate immune system and this may not be antigen-mediated. However, some studies
suggest an important role in T-lymphocyte antigen recognition in brain injury, which
might have a protective effect and reduce the ischemic area® ' 12,

For this study, we selected two important biomarkers involved in the post-
ischemic inflammatory process: interleukin 23 (IL-23) and interleukin 17 (IL-17).

IL-23 is a cytokine produced primarily by dendritic cells and infiltrating
macrophages in ischemic tissue as early as the first day after the brain insult. It
activates T-lymphocytes and is involved in the host defense mechanism against
extracellular bacteria, fungi and viruses, as well as in the pathogenesis of autoimmune
and inflammatory diseases'3. IL-23 induces IL-17 production by T-lymphocytes with
higher blood levels of the latter around the third day after brain injury® . IL-23
aggravates neuron damage, astrocyte swelling, and impairs BBB integrity by
mechanisms not yet fully understood, but triggered by oxygen and glucose
deprivation™.

IL-17 is a cytokine that contributes to neurological damage, infarct size, and
post-ischemic inflammation®. It is secreted by T-lymphocytes (Th17 and yd T-cells)
and can induce stromal cells (fibroblasts, endothelial, and epithelial cells) to produce
IL-6, IL-8, granulocyte colony-stimulating factor, and intercellular adhesion molecules
type 1 (ICAM-1)'0.16. 17 || -23 has been reported to be essential in inducing IL-17
production by T-lymphocytes® '8. The IL-17 receptor is expressed in brain cells and
modifies various inflammatory responses in the central nervous system?®. IL-17 also
modulates the function of the blood-brain epithelial barrier by promoting the expression
of the metalloproteinases matrix (MMPs) and ICAM-1, thereby impairing their integrity
by altering membrane permeability® 5.

Based on the inflammatory response of acute ischemic stroke, the specific
objectives of this study were the following: (1) to determine whether the serum
concentrations of IL-23 and IL-17 correlate with neurologic outcomes, as measured by
the NIHSS or mRS during hospital stay, at hospital discharge and after four years; (2)
to determine whether serial measurements of IL-23 and IL-17 are useful to predict
outcomes and identify the best time to conduct the measurement; (3) to determine
whether the serum concentrations of IL-23 and IL-17 correlate with favorable or poor
outcome; (4) to determine whether the serum levels of IL-23 and IL-17 correlate with
the length of the hospital stay after stroke; and (5) to determine whether the serum
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concentrations of IL-23 and IL-17 correlate with the ischemic area size (lacunar versus

segmental), evaluated by computed tomography.

Material and Methods

Design, Patients, and Setting

This prospective observational study was approved by the National and
Institutional Committee of Ethics (CAAE: 54829116.3.0000.5327 and CEP-HCPA: 18-
0087). All participants or their legal designees provided written informed consent.

Fifty consecutive patients with acute ischemic stroke admitted to the
neurovascular emergency unit or intensive care unit at Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, a university public hospital located in the southern region of Brazil, within 24
hours of stroke onset were enrolled. The inclusion criteria for the study were patients
above 18 years with acute stroke admitted within 24 hours after the onset of symptoms
documented by certified neurologists. A computed tomography (CT) scan was
routinely performed before study inclusion to exclude patients with intracerebral
hemorrhage. Exclusion criteria were patients with terminal cancer or prior definition of
treatment limitations. Demographics, clinical characteristics, and previous medication
were recorded at the time of enrollment.

Neurological stroke severity and global disability were determined with the
NIHSS within 24 hours of the acute event, on the third and fifth day after the stroke,
and at the time of hospital discharge. Additionally, the mRS was used at the same
times and after four years. The same group of experienced neurologists and a
neurointensivist performed all neurological examinations. For outcome analysis, the
hospital discharge outcome was dichotomized into favorable (NIHSS < 6 and mRS <
2) and poor outcome (NIHSS > 6 and mRS > 2). The same mRS dichotomization was
used for the evaluation after four years.

All patients provided venous blood samples for IL-23 and IL-17 measurements
within 24 hours of the acute event and on the third and fifth day after the stroke. Twenty
healthy volunteers (healthcare professionals working on-duty shifts at the same
hospital) with similar risk factors provided a single blood sample for comparison of
baseline biomarker values with stroke patients. The blood samples were drawn using
tubes containing CAT Serum Separator Clot Activator or ethylenediamine tetraacetic
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acid (EDTA) and were immediately delivered to the laboratory. Plasma and serum
were quickly isolated from the whole blood via centrifugation (4500 rpm for ten
minutes) and the samples were stored at -80 °C for later analysis. The levels of IL-23
and IL-17 were determined with a sandwich-ELISA using monoclonal antibodies
specific for each marker (IL-23: Human DuoSet ELISA R&D Systems, DY 1290-05; IL-
17: Human ELISA Kit MyBioSourse, MBS355268) according to the manufacturer’s

instructions.

Statistical Analysis

Continuous data are described as meanststandard deviations (SD).
Categorical data are expressed as counts and percentages. When distributional
assumptions were uncertain, we used the median and interquartile range (P25" to
P75M). The predictive ability of biomarkers for favorable and poor outcomes is
expressed as the area under the ROC curve (AUC) followed by its 95% confidence
interval.

To evaluate changes in biomarkers during the observational period and the
dichotomization of severity scores, we used a generalized estimating equations (GEE)
model with a gamma log link function because the response variables were skewed.
Simple bivariate comparisons between groups were conducted using the rank sum test
(Mann-Whitney test). Correlations between quantitative variables were assessed using
Spearman’s rank correlation coefficient.

The significance level of this study was set to a=0.05. The data were analyzed
using IBM-SPSS version 22.0.

Results

Fifty consecutive patients (27 men, 23 women) who met the inclusion criteria
and did not meet any criterion for exclusion were enrolled. The mean age+SD of the
patients was 62+13 years. The median NIHSS score on admission was 7 (range 4-14)
and only 30% of the patients were treated with intravenous rt-PA due to late arrival
time at the hospital and the limited therapeutic window (4.5 hours until the time of
inclusion). At hospital discharge the median NIHSS score was 3 (range 1-8) and the
median mRS was 1 (range 1-3). After four years, median mRS was 2 (range 1-6) and
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mortality was 28% (Table 1). The results showed no significant difference between the
mean values of biomarkers considering thrombolized and non-thrombolized patients.

There was a significant increase in median serum concentrations of IL-23 on
the fifth day after stroke compared to measurements performed on the first and third
day (p<0.001). Regarding IL-17, a significant increase in serum concentrations was
observed on the third day compared to the first 24 hours after the acute injury (p<0.001)
(Table 2). Serum levels of both biomarkers were measured in 20 healthy volunteers
with the same risk factors without a cerebrovascular event for comparison. Significantly
different median values were observed in these controls compared to patients after
acute ischemic stroke at the three measured time points for IL-23 and only within 24
hours for IL-17 (p<0.01) (Table 3; Figure 1).

Considering the correlation between the selected biomarkers and the stroke
scales at the three measured time points, only IL-23 exhibited a weak correlation with
MRS within 24 hours (rs=0.34, p=0.017) (Table 4). In addition, the serum levels of IL-
23 within 24 hours presented the best correlation with the neurological outcomes at
hospital discharge using mRS, although also this correlation was weak (rs=0.30,
p=0.033) (Table 5).

The patients were subdivided into two groups according the neurological
outcome measures: patients with a favorable outcome (NIHSS < 6 and mRS < 2) and
patients with a poor outcome (NIHSS > 6 and mRS > 2).

Both neurologic scores for favorable outcome (NIHSS < 6 and mRS < 2) at
hospital discharge that were related to IL-23 protein within 24 hours and on the fifth
day had low predictive value, as expressed using the area under the ROC curve
(NIHSS = 6 and IL-23 within 24 hours: AUC=0.69; mRS < 2 and IL-23 within 24 hours:
AUC=0.68; NIHSS < 6 and IL-23 on the fifth day: AUC=0.72; mRS < 2 and IL-23 on
the fifth day: AUC=0.65). The other measurements did not show predictive capacity
during the hospital observation time or after four years (Table 6). Moreover, there was
no correlation between IL-23 and IL-17 levels with the dichotomization of neurological
outcomes at hospital discharge and after four years (Table 7,8, and 9; Figure 2, 3, and
4).

The length of hospital stay did not significantly correlate with IL-23 and IL-17
biomarker measurements (Table 10). Nevertheless, serum IL-17 levels on the fifth day
after stroke showed a significant correlation with stroke type and were mainly
increased in the lacunar type (Table 11).
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Discussion

Post-ischemic inflammation, triggered by brain cells, infiltrating immune cells,
and the various cytokines and mediators produced by these cells, is an essential step
in the progression of brain ischemia-reperfusion injury®. The cells and cytokines
involved in the inflammation process with neurodegenerative or neuroprotective
function may add prognostic value to validated stroke scales, despite their still
uncertain significance’.

For the understanding of the role of IL-23 and IL-17 in the inflammatory
response after stroke, we will emphasize here the known mechanism of action related
to macrophages and leukocytes.

Release of danger molecules (DAMPs, danger-associated molecular
patterns), local expression of pro-inflammatory cytokines, leukocyte adhesion, platelet
aggregation, and breakdown of the BBB are initial events after ischemic stroke® 29,
These events are followed by infiltration of macrophages, neutrophils, and T- and B-
lymphocytes?°. Peripheral T-cells are composed of 30-40% CD4* helper T cells,
20-30% yod T-cells, and 20-30% CD8* T-cells. CD4"* T-cells are classified as Th1, Th2,
Th17, and T regulatory (Treg) cells based on their distinct cytokine repertoire. T-cells
play important roles in mediating inflammatory responses through the secretion of
effector cytokines'”. CD4*, CD8* T-cells and yd T-cells promote further tissue damage,
whereas regulatory T-cells and B-cells are protective?°. IL-17 is primarily secreted from
yd T-cells rather than Th17 cells, but IL-17 production from yd T-cells requires IL-1(3
and IL-23 stimulation® 7. Treg cells secrete the anti-inflammatory cytokines IL-10 and
TGF-B to suppress the immune response, maintain immunologic homeostasis, and
prevent autoimmunity. Some studies have suggested that Treg cells contribute to
repair and recovery after experimental stroke and inhibit atherosclerosis'” 2'. IL-1,
TNF-a, IL-23, and IL-12 are produced mainly from macrophages and antigen-
presenting cells® 22. Toll-like receptors (TLRs) are an essential type of receptor for the
innate and non-specific immune response to general pathogens®. Recent studies have
shown that TLR2 and TLR4 are pivotal for sterile injury-like brain ischemia® 23. TLRs
are expressed on leukocytes and brain cells, but whether the effect of TLRs is
neurotoxic or neuroprotective seems to depend on the molecules released by the
necrotic brain cells (DAMPs) that stimulate or activate them? 23,
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In our study we found a significant increase in median serum concentrations
of IL-23 on the fifth day after stroke compared to levels measured on the first and third
day. We also saw a significant increase in serum concentrations of IL-17 on the third
day that persisted until the fifth day compared to the first 24 h after the acute injury.
Previous clinical and experimental studies showed an increase in IL-23 and IL-17 as
early as one to three days after the stroke, with a tendency for an earlier increase in
serum IL-23 levels, followed by an increase in IL-17 levels peaking between five and
seven days® 1% 16.24 The later IL-23 peak found in our study may be due to smaller
ischemia volume, since most strokes had volumes of less than 1/3 of the middle
cerebral artery area and, consequently, a smaller area of impaired BBB. In these
cases, the peripheral measurement of this interleukin may be impaired by only early
local increases (CSF or brain tissue)'® 25, In addition, the later IL-23 peak may be
related to the increased incidence of infections occurring after the first days of the brain
event, and could, therefore, be caused by an overlapping infection and post-ischemic
inflammatory response, with an increase in circulating macrophages 2% 26,

The different median values observed in the healthy volunteers compared to
patients after acute ischemic stroke at the three measured time points for IL-23 and
only within 24 hours for IL-17, but with a peak of IL-23 levels on the fifth day and lower
values than expected in the other measures in the patients, could be explained by
dynamic changes in percentages of lymphocyte subpopulations. The late IL-23 peak
may be associated with an infection overlap after the third day of stroke that influences
the cellular immune system?5. The previous use of aspirin and statins by patients and
healthy controls depending on risk factors, as well as these medications onset within
the first 24 hours in stroke patients, could have delayed changes in the systemic
immune system?® 27, Some studies proposed a delayed expression pattern of IL-17
related to neovascularization in the late stage of brain injury, occurring on 5-15 days
after the injury'®. Therefore, as measurements in our study were taken within the first
five days after stroke, later elevations of IL-17 could not be detected. The occurrence
of elevated basal interleukin serum levels in the healthy controls may be attributed to
the volunteers' altered circadian rhythm since they were working in hospital shifts. The
immune system is deeply interconnected with the endogenous 24-hour oscillators of
the circadian system. Recent reports showed that the function of T-lymphocytes and
macrophages is controlled by the circadian system with circadian variation in cytokine

synthesis and secretion. Indeed, immune challenges cause various time, gene, and
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tissue-specific effects on circadian-regulated factors. The rhythmic expression of
cytokines and their receptors could alter the effects of the immune response on the
circadian system and environmental circadian disruption seem to increases the pro-
inflammatory cytokines response in animal models?8.

Considering the correlation between the selected biomarkers and stroke
scales at the three measured time points and the correlation of these cytokines with
the neurological outcomes at hospital discharge, only IL-23 exhibited a weak
correlation with mRS within 24 hours in our study. In addition, when the patients were
subdivided into two groups employed as neurological outcome measures (favorable
outcome [NIHSS < 6 and mRS < 2] and poor outcome [NIHSS > 6 and mRS > 2]), only
IL-23 serum levels showed a low predictive value for favorable outcomes at hospital
discharge in all measures. No other significant correlations between IL-23 and IL-17
levels with the dichotomization of neurological outcomes were observed at hospital
discharge or after four years. In recent years, several studies have shown a correlation
of elevated IL-23 and IL-17 levels with worse post-stroke neurological outcomes and
stroke severity'0. 11.14.15.16,29,30 However, accumulating evidence supports a dual role
of inflammation during ischemic stroke, displaying neurodegeneration and
neuroprotection effects according to the extension and the phase of the disease® 3'.
The fact that we did not find a significant correlation between serum IL-17 levels and
neurological outcomes assessed by stroke scales may be due to early or prior use of
antiplatelet drugs and statins that alter the inflammatory response?®. The use of anti-
inflammatory drugs and reperfusion therapies can also interfere with the differentiation
of T-lymphocyte subpopulations with increased Treg cells that contribute to the down-
regulation of IL-17 secretion following ischemic injury'® 17 2. 25 Another factor that
should be considered is that our analysis of biomarkers was performed in peripheral
blood samples. Studies have shown that cytokine elevations may occur predominantly
near the site of injury, mainly in minor lesions with limited BBB breakage® > 6,
Experimental and autopsy studies have shown that IL-17 is increased in the injured
cerebral hemisphere compared to the unaffected hemisphere in animal models and
patients with ischemic stroke'® ', In addition, the IL-17 peak may have occurred after
the fifth day or may have been affected by severity, duration, or stroke treatments,
which may explain why this variation was not detected in our study. It should also be
noted that many published studies have been performed in animal models, especially
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rats, and there are temporal differences in the inflammatory cascade between humans
and animals'3 16,

Some studies showed a correlation between pro-inflammatory cytokines IL-23
and IL-17 and the size/type of ischemic stroke'® '8 25 and we observed increases of
these biomarker levels after stroke. However, a significant correlation was only
observed between serum IL-17 levels on the fifth day with stroke type with higher levels
in the lacunar type. For data analysis, the tomography performed at the patients' arrival
at the hospital was used to determine the infarct volume. This early imaging exam (less
than 24 hours after the stroke) may not show the final volume of the infarcted area and
consequently reduce the prognostic value of this correlation. The pathogenesis of
cerebral ischemia according to the TOAST classification (Trial of ORG 10172 in Acute
Stroke Treatment) seems to influence the inflammatory cascade®’. However, in this
study due to the small number of enrolled patients, we did not perform this analysis.

The present study has some limitations that should be considered. This
research included a variety of stroke subtypes, infarct location (anterior or posterior
circulation), lesion volume, and treatments for acute stroke patients, making a detailed
analysis difficult. Patients with infections were not excluded from the study, so an
infection may be responsible for part of the observed association between
inflammatory markers and outcomes. Patients taking anti-inflammatory drugs were
also not excluded, which may have altered the expression of interleukins due to
ischemic stroke. We chose two validated and widely used stroke scales to estimate
stroke severity and patient outcomes but these scores do not capture all stroke-related
impairments. We selected two blood biomarkers involved in the pathophysiology of
stroke to verify the association with outcomes after stroke but we did not evaluate the
differences between local and serum concentrations, nor the patients’ genetic variants
that may be involved in the inflammatory response. Therefore, the present results

should be confirmed in further larger studies.

Conclusion

The identification of relevant and useful stroke biomarkers presents many
challenges and has a great potential to improve the bedside management of the
disease. Stroke is a heterogeneous illness in which the peripheral and central
inflammatory response plays a crucial role in the brain damage following the initial
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ischemic injury. The relationships between the clinical features of cerebral ischemia
and the serum levels of interleukins, important components of the inflammatory
cascade, may augment the ability of stroke scales in providing prognostic information
and aid in clinical decision-making. However, neither IL-23 nor IL-17 had sufficient
predictive power to be of clinical use to predict outcome after stroke. There are inherent
limitations of a biomarker-based approach for the different phases of the inflammatory
process post-stroke that include neurodegeneration and neuroprotection,
pathophysiological differences of the stroke mechanism, and individual genetic
differences. Thus, a useful clinical prognostic biomarker was not yet identified. This
topic requires further study to find an ideal biomarker or a panel of biomarkers for acute
ischemic stroke with clinical prognostic capability and the potential to refine short and

long-term clinical decisions.
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Table 1 - Baseline characteristics of the
study population.

Characteristics n=50

Age, years 62+13
Gender, n° (%)

Male 27 (54)

Female 23 (46)
Ethnic, n° (%)

White 40 (80)

Black 2 (4)

Miscellanea 8 (16)
Thrombolysis, n° (%) 15 (30)
Type of stroke, n° (%)

Lacunar 30 (60)

Segmental 20 (40)
Length of stay (days) 10.5 (6.0-16.3)
NIHSS at admission 7 (4-14)
NIHSS at hospital dischargef 3 (1-8)
mRS at admission 3 (2-4)
mRS at hospital discharge 1 (1-3)
mRS after four years 2 (1-6)
Mortality during hospitalization, n°® (%) 4 (8)
Mortality after four years, n° (%)1 14 (28)

Data are described as mean+standard deviation, counts
(percentages) or median (interquartile range: P25 to P75).
Abbreviations: NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale;
mRS, modified Rankin scale.  n=46.
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Table 2 - Blood biomarkers according to time points of observation, n=50.

Biomarker Within 24 hours Third day Fifth day p

IL-23 77.53° 77.38 416.35 <0.001
(28.99-207.35)  (43.13-138.84)  (84.67-2047.24)

IL-17 31.50° 51.06° 50.63° <0.001
(17.14-57.88)  (26.04-100.13) (27.68-92.60)

Data are described as mean and 95% confidence interval (in parentheses). Statistical
significance was tested using generalized estimating equations with a log link function
(gamma). Different index-letters represent statistically significant differences at post-hoc
comparisons. Abbreviations: IL-23, interleukin 23; IL-17, interleukin 17. ] n=46.

Table 3 - Comparison of serum biomarker values between patients with
ischemic stroke (cases) and controls.

Biomarker Cases (n=50) Controls (n=20) p
IL-23 within 24 hours 77.52 173.50 0.024
(53.78-111.77) (95.86—314.05)
IL-23 on the third day 77.38 173.50 0.014
(55.23-108.41) (100.40-299.83)
IL-23 on the fifth day 439.329 173.50 0.027
(281.46—685.72) (86.78—-346.88)
IL-17 within 24 hours 31.50 65.46 0.003
(24.31-40.81) (43.46-98.60)
IL-17 on the third day 51.07 65.46 0.632
(19.17-82.96) (15.02—-115.90)
IL-17 on the fifth day 52.819 65.46 0.510
(37.15-75.09) (38.39-111.62)

Data are described as mean and 95% confidence interval (in parentheses). Statistical
significance was tested using generalized estimating equations with a log link function
(gamma). Abbreviations: IL-23, interleukin 23; IL-17, interleukin 17. ] n=46.
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Table 4 - Correlations between biomarkers and
stroke scales NIHSS and mRS, n=50.

Biomarker Within 24 hours Third day Fifth day
NIHSS mRS NIHSS mRS NIHSS mRS

IL-23 0.28 0.34 0.16 0.18 0.18 0.17
(0.052) (0.017) (0.285) (0.215) (0.219)  (0.254)

IL-17 -0.16 -0.06 0.12 0.13 -0.17 -0.20
(0.272) (0.676) (0.397) (0.365) (0.263)  (0.182)

Data represent Spearman’s rank correlation coefficient (p value).
Abbreviations: NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; mRS, modified Rankin
scale; IL-23, interleukin 23; IL-17, interleukin 17. | n=46.

Table 5 - Correlation matrix between biomarkers and stroke scales NHISS and mRS
at discharge and after four years, n=50.

Biomarker NIHSS mRS mRS
at discharge at discharge after four years

IL-23 within 24 hours 0.19 0.30 0.07
(0.195) (0.033) (0.662)

IL-23 on the third day 0.13 0.16 -0.07
(0.396) (0.279) (0.621)

IL-23 on the fifth dayf 0.23 0.24 <0.00
(0.137) (0.102) (0.981)

IL-17 within 24 hours -0.04 -0.05 -0.09
(0.765) (0.740) (0.530)

IL-17 on the third day 0.19 0.17 -0.07
(0.196) (0.236) (0.652)

IL-17 on the fifth dayf -0.33 -0.25 -0.32
(0.029) (0.099) (0.041)

Data are presented as Spearman’s rank correlation coefficient (p value).
Abbreviations: NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; mRS, modified Rankin
scale; IL-23, interleukin 23; IL-17, interleukin 17. § n=46.
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Table 6 - Values for area under the ROC curve of serum biomarkers
for predicting good outcome of stroke scales NIHSS
and mRS at discharge and after four years, n=50.

Biomarker mRS < 2 NIHSS < 6 mRS < 2
at discharge at discharge after four years
IL-23 within 24 hours 0.68 0.69 0.53
(0.52-0.84) (0.51-0.87) (0.35-0.71)
IL-23 on the third day 0.58 0.61 0.46
(0.40-0.76) (0.41-0.81) (0.28-0.64)
IL-23 on the fifth day{ 0.65 0.72 0.52
(0.57-0.82) (0.54-0.90) (0.34-0.70)
IL-17 within 24 hours 0.44 0.50 0.46
(0.27-0.62) (0.30-0.69) (0.29-0.64)
IL-17 on the third day 0.55 0.54 0.44
(0.38-0.73) (0.35-0.73) (0.27-0.62)
IL-17 on the fifth day{ 0.36 0.40 0.29
(0.19-0.53) (0.21-0.59) (0.13-0.45)

Data are presented as area under the ROC (Receiver Operating Characteristics) curve with
the 95% confidence interval (in parentheses). Abbreviations: NIHSS, National Institutes of
Health Stroke Scale; mRS, modified Rankin scale; IL-23, interleukin 23; IL-17, interleukin
17. 9 n=46.

Table 7 - Comparison of serum biomarker values between patients
with mRS < 2 vs mRS > 2 at discharge.

Biomarker mRS < 2 (n=30) mRS > 2 (n=20) p

IL-23 within 24 hours 32.33 145.32 0.233
(17.78-58.79) (40.82-517.30)

IL-23 on the third day 41.85 130.67 0.099
(23.52-74.47) (59.50-287.01)

IL-23 on the fifth day 69.561 928.57¥ 0.289
(43.35-111.60) (167.74-5140.26)

IL-17 within 24 hours 38.05 21.68 0.317
(16.65-86.96) (16.29-28.83)

IL-17 on the third day 59.72 38.08 0.467
(23.20-153.75) (27.32-53.08)

IL-17 on the fifth day 63.439 31.40¥ 0.222
(29.25-137.56) (19.44-50.71)

Data are described as mean and 95% confidence interval (in parentheses). Statistical
significance was tested using generalized estimating equations with a log link function
(gamma). Abbreviations: mRS, modified Rankin scale; IL-23, interleukin 23;

IL-17, interleukin 17.

9 n=27, ¥ n=19.
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Table 8- Comparison of serum biomarker values between patients
with NIHSS < 6 vs NIHSS > 6 at discharge.

Biomarker NIHSS < 6 (n=34) NIHSS > 6 (n=13) p

IL-23 within 24 hours 32.11 203.13 0.229
(18.79-54.87) (51.67-800.52)

IL-23 on the third day 44.20 162.99 0.132
(26.45-73.82) (63.82—-416.22)

IL-23 on the fifth day 68.761 1369.42 0.279
(44.67-105.84) (245.41-7641.48)

IL-17 within 24 hours 35.21 23.67 0.440
(15.96-77.67) (16.23—-34.51)

IL-17 on the third day 58.09 38.47 0.465
(24.59-137.18) (25.00-59.19)

IL-17 on the fifth day 58.099 30.41 0.249
(27.31-123.43) (17.31-53.43)

Data are described as mean and 95% confidence interval (in parentheses). Statistical
significance was tested using generalized estimating equations with a log link function
(gamma). Abbreviations: NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; IL-23,
interleukin 23; IL-17, interleukin 17. § n=30.

Table 9 - Comparison of serum biomarker values between patients
with mRS < 2 vs mRS > 2 after four years.

Biomarker mRS < 2 (n=24) mRS > 2 (n=22) p

IL-23 within 24 hours 41.65 38.50 0.835
(23.02-75.38) (25.17-58.91)

IL-23 on the third day 53.82 63.58 0.677
(29.93-96.80) (37.70-107.25)

IL-23 on the fifth day 82.439 86.65Y 0.873
(50.30—-135.35) (60.14-124.85)

IL-17 within 24 hours 41.89 20.31 0.282
(16.47-106.59) (16.42-25.12)

IL-17 on the third day 71.06 29.51 0.248
(26.55-190.19) (22.24-39.14)

IL-17 on the fifth day 72.939 25.54Y 0.135
(31.66—167.99) (15.71-41.52)

Data are described as mean and confidence interval (in parentheses). Statistical
significance was tested using generalized estimating equations with a log link function
(gamma). Abbreviations: mRS, modified Rankin scale; IL-23, interleukin 23;

IL-17, interleukin 17. § n=22, ¥ n=20.
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Table 10 - Correlations between biomarkers and
the length of the hospital stay, n=50.

Biomarker Length of stay
IL-23 within 24 hours -0.01
(0.971)
IL-23 on the third day -0.13
(0.361)
IL-23 on the fifth dayf -0.15
(0.311)
IL-17 within 24 hours 0.09
(0.529)
IL-17 on the third day 0.26
(0.07)
IL-17 on the fifth day" -0.18
(0.226)

Data represent Spearman’s rank correlation coefficient (p value).
Abbreviations: IL-23, interleukin 23; IL-17; interleukin 17. § n=46.

Table 11 - Comparison of serum biomarker values between stroke size

(lacunar vs segmental), n=50.

Biomarker lacunar segmental p

IL-23 within 24 hours 20.06 22.19 0.945
(7.86—-58.27) (10.27-38.80)

IL-23 on the third day 26.07 26.47 0.513
(13.05-128.96) (11.32-47.25)

IL-23 on the fifth day{ 39.09 49.06 0.938
(28.62—-171.45) (30.10-81.54)

IL-17 within 24 hours 19.90 16.33 0.488
(11.52-29.36) (13.37-24.87)

IL-17 on the third day 22.11 31.97 0.411
(16.07-36.99) (15.48-59.41)

IL-17 on the fifth day{ 56.22 15.37 0.013
(16.15-75.42) (1.02—-45.25)

Data are described as median and interquartile range (P25 to P75).
Abbreviations: IL-23, interleukin 23; IL-17, interleukin 17. § n=46.
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Figure 1: Comparison of serum biomarker values between patients with ischemic stroke (cases) and controls.
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Figure 3: Comparison of serum biomarker values between patients with NIHSS < 6 vs NIHSS > 6 at hospital discharge.
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9. CONSIDERAGOES FINAIS

A idade média dos pacientes com AVC isquémico incluidos nesse estudo foi
de 62+13 anos, semelhante a maioria dos centros, apesar de um aumento significativo
dos casos de pacientes entre 35 e 44 anos de idade nos ultimos anos. A pontuacao
mediana do NIHSS na admisséo foi de 7 (intervalo de 4 a 14) e na alta hospitalar foi
de 3 (intervalo de 1 a 8). Apenas 30% dos pacientes foram tratados com rt-PA
intravenoso devido ao tempo de chegada tardio ao hospital e a janela terapéutica
limitada (4,5 horas até o0 momento da inclus&o), niveis muito abaixo dos desejados,
mas superiores a maioria dos hospitais brasileiros e proximos aos encontrados em
varios paises desenvolvidos. A pontuacdo mediana da mRS na alta hospitalar foi de
1 (intervalo de 1 a 3) e apds 4 anos foi de 2 (intervalo de 1 a 6) com uma taxa de
mortalidade de 28%, nao superior as estatisticas de 2019 da American Heart
Association (AHA) (Tabela 1). No entanto, verificamos que os déficits funcionais dos
pacientes que apresentaram AVC isquémico avaliados pela mRS apds 4 anos se
assemelham aos verificados na internacéo hospitalar, podendo ser atribuida a falta de
reabilitacdo ou a aceleracéo do declinio funcional atribuido a idade.

Houve uma mudanga significativa nos niveis séricos de TREM-1 entre as
dosagens realizadas dentro das primeiras 24 horas, no terceiro dia e no quinto dia
ap6s o AVC, com niveis mais altos no terceiro dia. O mesmo n&o foi observado para
as dosagens de TREM-2. Considerando as interleucinas estudadas, ocorreu um
aumento significativo nas concentragdes séricas de |IL-23 no quinto dia apdés o AVC
em comparagdo as dosagens realizadas no primeiro e terceiro dias. Ja em relagéo a
IL-17, foi observado um aumento significativo das concentragdes séricas no terceiro
dia em comparagéao as primeiras 24 horas apos a lesdo aguda (Tabela 2). Os niveis
séricos dos mesmos biomarcadores foram medidos em 20 voluntarios saudaveis que
trabalhavam no hospital de realizacdo do estudo em regime de plantdes com os
mesmos fatores de risco, mas sem evento cerebrovascular prévio, para comparacgao.
Valores significativamente mais baixos de TREM-1 e TREM-2 foram observados nos
controles. No entanto, valores significativamente aumentados de interleucinas foram
observados nos controles nos trés tempos de mensuracéo para IL -23 e somente
dentro de 24 horas para IL-17, o que pode ser atribuido as alteragdes causadas pelas
mudangas do ritmo circadiano nos controles ou pela SIDS nos casos (Tabela 3).
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Considerando a correlagao entre esses biomarcadores e as escalas de AVC
nos trés tempos de avaliagdo, apenas o TREM-1 exibiu correlagdo com o NIHSS e
MRS dentro de 24 horas e a IL-23 com a mRS dentro de 24 horas, ambas fracas
(Tabela 4). Além disso, os niveis séricos de TREM-1 e de IL-23 em 24 horas
apresentaram a melhor correlagdo com os resultados neurolégicos na alta hospitalar,
embora novamente fracos (Tabela 5).

Os pacientes foram subdivididos em dois grupos, de acordo com os escores
NHISS (NIHSS < 6 e NIHSS > 6) e MRS (MRS < 2 e mRS > 2), para avaliagdo da
severidade e o grau de comprometimento funcional. Ambos os escores neurologicos
para resultados favoraveis (NIHSS < 6 e mRS < 2) na alta hospitalar associados as
dosagens de TREM-1 nas primeiras 24 horas e de IL-23 no mesmo periodo e no quinto
dia apresentaram baixo valor preditivo, expresso pela area da curva ROC. As demais
dosagens ndo apresentaram capacidade preditiva a curto ou longo prazos (Tabela 6).

As concentracbes séricas de TREM-1 nas primeiras 24 horas apos o AVC
foram significativamente maiores em pacientes com desfecho funcional desfavoravel
(mRS > 2) na alta hospitalar (Tabela 7 e 8). Contudo, ndo houve correlagéo entre os
biomarcadores selecionados e a dicotomizagcdo dos desfechos neuroldgicos em 4
anos (Tabela 9).

O tempo de internagdo também n&o apresentou correlagao significativa com
os biomarcadores (Tabela 10). Entretanto, os niveis séricos de IL-17 no quinto dia
apos o AVC apresentaram correlagao significativa com o tipo de AVC, aumentados no
tipo lacunar (Tabela 11).

Algumas limitagbes desta pesquisa devem ser consideradas. O presente
estudo incluiu diferentes subtipos de AVC, tamanhos do infarto, localizacdo e
tratamentos para pacientes com AVC agudo, dificultando uma analise detalhada.
Como os pacientes com infec¢gdes ndo foram excluidos do estudo, a infecgdo pode
ser responsavel por parte da associacido observada entre os marcadores inflamatérios
e os resultados. Pacientes em uso de medicamentos anti-inflamatérios também nao
foram excluidos, o que pode ter alterado a cascata inflamatdria apés o AVC isquémico.
Usamos escalas de AVC para estimar a gravidade e os resultados funcionais dos
pacientes, mas esses escores nao capturam todas as perdas e deficiéncias
relacionadas ao AVC. Selecionamos apenas quadro biomarcadores sanguineos
envolvidos na fisiopatologia do AVC para verificar a associagdo com os resultados

apés o AVC. Considerando os biomarcadores selecionados, ndo avaliamos as
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diferengas entre as concentragdes local e sérica, nem as variantes genéticas que
podem estar envolvidas na resposta inflamatoria.

A dosagem de biomarcadores sanguineos mostra-se util apés o AVC agudo,
auxiliando na determinagéo da gravidade do AVC, correlacionando-se com achados
clinicos e exames de neuroimagem, bem como aumentando a capacidade
prognostica das escalas neurolégicas usadas atualmente. Dentre os biomarcadores
estudados, o TREM-1 e a IL-23 apresentaram os resultados mais promissores. No
entanto, esses resultados ndo sao suficientemente expressivos para sua aplicagcédo na
pratica clinica. Portanto, a busca de um biomarcador ou um painel de biomarcadores
que aumente a predigao de desfechos apds o AVC e, consequentemente, auxilie na
tomada de decisdes continua sendo um desafio para clinicos e pesquisadores, sendo
necessario mais estudos que explorem a fisiopatologia dessa complexa doencga e
possibilitem o encontro do biomarcador ideal.



Tabela 1 - Caracteristicas da populacao

estudada.
Caracteristicas n=50

Idade, anos 62+13
Género, n° (%)

Masculino 27 (54)

Feminino 23 (46)
Etnia, n° (%)

Brancos 40 (80)

Negros 2 (4)

Miscigenados 8 (16)
Trombolise, n° (%) 15 (30)
Tipo de AVC, n° (%)

Lacunar 30 (60)

Segmentar 20 (40)

Tempo de internacao (dias)

10,5 (6,0~16,3)

NIHSS na admissao 7 (4-4)
NIHSS na alta hospitalar 3 (1-8)
mRS na admissao 3 (2-4)
mRS na alta hospitalar 1 (1-3)
mRS apos 4 anos 2 (1-6)
Mortalidade durante a hospitalizacao, 4 (8)
n°® (%)

Mortalidade ap6s 4 anos, n° (%)1 14 (28)

Os dados sao descritos como média + desvio padrao, contagem
(porcentagem) ou mediana (intervalo interquartil: P25 a P75).
Abreviacoes: NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale;
mRS, escala de Rankin modificada. | n=46.
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Tabela 2 - Comparacées dos valores dos biomarcadores entre os
momentos de mensuracao, n=50.

Biomarcador Até 24h Terceiro dia Quinto dia p

TREM-1 68,10° 136,62° 47,46° <0,001
(57,39-80.81) (116,52-160,18) (38,64-58,29)

TREM-2 445,26 389,17 479,47 0,306
(304,68-650,68)  (256,74-589,89)  (303,70-756,99)

IL-23 77,53 77,382 416,35° <0,001
(28,99-207,35)  (43,13-138,84)  (84,67—2047,24)

IL-17 31.50° 51,06 50,63° <0,001
(17,14-57,88)  (26,04-100,13)  (27,68-92,60)

Os dados foram descritos como média e intervalo de confianca de 95% (entre parénteses). A
significancia estatistica foi obtida utilizando-se equacdes de estimativa generalizadas com
uma funcao log link (gama). Letras de indice diferentes representam diferencas estatisticas
em comparacoes post-hoc. Abreviacoes: TREM-1, receptor desencadeador expresso nas
células mieldides 1; TREM-2, receptor desencadeador expresso em células mieldides 2; IL-
23, interleucina 23; IL 17, interleucina 17. { n=46.



Tabela 3 - Comparacoes dos valores dos biomarcadores entre
pacientes com AVC isquémico (casos) e controles.

Biomarcador Casos (n=50) Controles (n=20) p
TREM-1 nas primeiras 24h 68,10 30,01 <0,001
(56,77—-81,69) (22,51-40,02)
TREM-1 no terceiro dia 136,62 30,01 <0,001
(115,44-161,68) (23,00-39,17)
TREM-1 no quinto dia 47,831 30,01 <0,010
(39,36-58,12) (22,33-40,34)
TREM-2 nas primeiras 24h 445,26 88,02 <0,001
(341,04-581,32) (57,74-134,19)
TREM-2 no terceiro dia 389,17 88,02 <0,001
(291,24-520,03) (55,66—139,20)
TREM-2 no quinto dia 432,869 88,02 <0,001
(311,29-601,90) (53,68—144,34)
IL-23 nas primeiras 24h 77,52 173,50 0,024
(53,78-111,77) (95,86—314,05)
IL-23 no terceiro dia 77,38 173,50 0,014
(55,23-108,41) (100,40—-299,83)
IL-23 no quinto dia 439,329 173,50 0,027
(281,46—685,72) (86,78—346,88)
IL-17 nas primeiras 24h 31,50 65,46 0,003
(24,31-40,81) (43,46—-98,60)
IL-17 no terceiro dia 51,07 65,46 0,632
(19,17-82,96) (15,02-115,90)
IL-17 no quinto dia 52,811 65,46 0,510

(37,15-75,09)

(38,39-111,62)

Os dados foram descritos como média e intervalo de confianca de 95% (entre parénteses). A
significancia estatistica foi obtida utilizando-se equacdes de estimativa generalizadas com

uma funcao log link (gama). Abreviacoes: TREM-1, receptor desencadeador expresso nas

células mieldides 1; TREM-2, receptor desencadeador expresso em células mieldides 2; IL-

23, interleucina 23; IL 17, interleucina 17. | n=46.
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Tabela 4 - Correlacoes entre os biomarcadores e
as escalas de AVC NIHSS e mRS, n=50.

Biomarcador Até 24h Terceiro dia Quinto diaf
NIHSS mRS NIHSS mRS NIHSS mRS
TREM-1 0,31 0,32 0,13 0,08 -0,05 -0,14
(0,029) (0,023) (0,362) (0,556) (0,717)  (0,359)
TREM-2 -0,11 -0,07 -0,09 -0,09 -0,23 -0,27
(0,462) (0,617) (0,522) (0,516) (0,129)  (0,078)
IL-23 0,28 0,34 0,16 0,18 0,18 0,17
(0,052) (0,017) (0,285) (0,215) (0,219)  (0,254)
IL-17 -0,16 -0,06 0,12 0,13 -0,17 -0,20
(0,272) (0,676) (0,397) (0,365) (0,263) (0,182)

Os dados sao apresentados como coeficiente de correlacao de Spearman (valor de p).
Abreviacoes: NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; mRS, escala de Rankin
modificada; TREM-1, receptor desencadeador expresso em células mieldides 1; TREM-2,
receptor desencadeador expresso em células mieloides 2; IL-23, interleucina 23; IL 17,
interleucina 17. | n=46.
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Tabela 5 - Matriz de correlacao entre os biomarcadores e as escalas de AVC

NHISS e mRS na alta hospitalar e apos 4 anos, n=50.

Biomarcador NIHSS mRS mRS
na alta na alta apos 4 anos
TREM-1 nas primeiras 24h 0,34 0,27 0,08
(0,021) (0,049) (0,590)
TREM-1 no terceiro dia 0,11 0,03 -0,04
(0,468) (0,807) (0,772)
TREM-1 no quinto diaf -0,10 -0,17 0,04
(0,515) (0,250) (0,805)
TREM-2 nas primeiras 24h -0,06 -0,12 0,13
(0,691) (0,387) (0,382)
TREM-2 no terceiro dia -0,15 -0,27 -0,18
(0,312) (0,054) (0,226)
TREM-2 no quinto diaf -0,24 -0,30 -0,11
(0,122) (0,046) (0,475)
IL-23 nas primeiras 24h 0,19 0,30 0,07
(0,195) (0,033) (0,662)
IL-23 no terceiro dia 0,13 0,16 -0,07
(0,396) (0,279) (0,621)
IL-23 no quinto dia 0,23 0,24 <0,00
(0,137) (0,102) (0,981)
IL-17 nas primeiras 24h -0,04 -0,05 -0,09
(0,765) (0,740) (0,530)
IL-17 no terceiro dia 0,19 0,17 -0,07
(0,196) (0,236) (0,652)
IL-17 no quinto dia -0,33 -0,25 -0,32
(0,029) (0,099) (0,041)

Os dados sao apresentados como coeficiente de correlacao de Spearman (valor de p).

Abreviacoes: NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; mRS, escala de Rankin
modificada; TREM-1, receptor desencadeador expresso em células mieldides 1; TREM-2,
receptor desencadeador expresso em células mieldides 2; IL-23, interleucina 23; IL 17,

interleucina 17. § n=46.
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Tabela 6 - Valores para area da curva ROC dos biomarcadores na predicao de

desfecho neuroldgico favoravel pelas escalas de AVC
NIHSS e mRS na alta hospitalar e apds 4 anos, n=50.
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Biomarcador mRS =< 2 NIHSS < 6 mRS < 2

na alta na alta apos 4 anos

TREM-1 nas primeiras 24h 0,67 0,64 0,56
(0,50-0,83) (0,56-0,83) (0,38-0,74)

TREM-1 no terceiro dia 0,56 0,52 0,44
(0,39-0,73) (0,38-0,72) (0,26-0,62)

TREM-1 no quinto diaf 0,44 0,51 0,55
(0,26-0,61) (0,32-0,70) (0,37-0,73)

TREM-2 nas primeiras 24h 0,38 0,45 0,47
(0,21-0,54) (0,25-0,65) (0,29-0,65)

TREM-2 no terceiro dia 0,32 0,35 0,37
(0,15-0,48) (0,14-0,56) (0,19-0,56)

TREM-2 no quinto diaf 0,35 0,37 0,42
(0,18-0,52) (0,17-0,56) (0,24-0,60)

IL-23 nas primeiras 24h 0,68 0,69 0,53
(0,52-0,84) (0,51-0,87) (0,35-0,71)

IL-23 no terceiro dia 0,58 0,61 0,46
(0,40-0,76) (0,41-0,81) (0,28-0,64)

IL-23 no quinto dia 0,65 0,72 0,52
(0,57-0,82) (0,54-0,90) (0,34-0,70)

IL-17 nas primeiras 24h 0,44 0,50 0,46
(0,27-0,62) (0,30-0,69) (0,29-0,64)

IL-17 no terceiro dia 0,55 0,54 0,44
(0,38-0,73) (0,35-0,73) (0,27-0,62)

IL-17 no quinto dia 0,36 0,40 0,29
(0,19-0,53) (0,21-0,59) (0,13-0,45)

Os dados representam a area da curva ROC (Receiver Operating Characteristics) com intervalo de
confianca de 95% (entre parénteses). Abreviacdes: NIHSS, National Institutes of Health Stroke

Scale; mRS, escala de Rankin modificada; TREM-1, receptor desencadeador expresso em células

mieloides 1; TREM-2, receptor desencadeador expresso em células mieloides 2; IL-23,
interleucina 23; IL 17, interleucina 17. § n=46.



Tabela 7 - Comparacao dos valores dos biomarcadores entre pacientes com

mRS < 2 e mRS > 2 na alta hospitalar.
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Biomarcador mRS < 2 (n=30) mRS > 2 (n=20) p
TREM-1 nas primeiras 24h 56,69 85,22 0,021
(46,22—69,52) (66,36—109,44)
TREM-1 no terceiro dia 131,92 143,66 0,596
(105,89-164,35) (114,71-179,92)
TREM-1 no quinto dia 50,019 43 7% 0,529
(38,42—-65,08) (31,65-60,58)
TREM-2 nas primeiras 24h 552,88 283,81 0,064
(341,30—-895,63) (199,70—-403,36)
TREM-2 no terceiro dia 459,14 284,21 0,279
(284,76—740,31) (127,42—-633,94)
TREM-2 no quinto dia 596,964 319,05¥% 0,188
(346,51-1028,44) (142,68-713,39)
IL-23 nas primeiras 24h 32,33 145,32 0,233
(17,78-58,79) (40,82-517,30)
IL-23 no terceiro dia 41,85 130,67 0,099
(23,52-74,47) (59,50-287,01)
IL-23 no quinto dia 69,569 928,57Y 0,289
(43,35-111,60) (167,74-5140,26)
IL-17 nas primeiras 24h 38,05 21,68 0,317
(16,65—86,96) (16,29-28,83)
IL-17 no terceiro dia 59,72 38,08 0,467
(23,20-153,75) (27,32-53,08)
IL-17 no quinto dia 63,439 31,40¥ 0,222

(29,25-137,56)

(19,44-50,71)

Os dados foram descritos como média e intervalo de confianca de 95% (entre parénteses). A

significancia estatistica foi obtida utilizando-se equacdes de estimativa generalizadas com uma

funcao log link (gama). Abreviaces: TREM-1, receptor desencadeador expresso nas células

mieloides 1; TREM-2, receptor desencadeador expresso em células mieloides 2; IL-23,
interleucina 23; IL 17, interleucina 17. | n=27, ¥ n=19.



Tabela 8- Comparacao dos valores dos biomarcadores entre pacientes com
NIHSS < 6 e NIHSS > 6 na alta hospitalar.
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Biomarcador NIHSS < 6 (n=34) NIHSS > 6 (n=13) p
TREM-1 nas primeiras 24h 62,28 85,03 0,092
(49,95-77,67) (65,19-110,91)
TREM-1 no terceiro dia 137,79 139,32 0,948
(112,38-168,94) (106,93—-181,52)
TREM-1 no quinto dia 48,419 50,01 0,886
(37,41-62,63) (34,87-71,74)
TREM-2 nas primeiras 24h 486,46 388,07 0,549
(302,46—782,40) (218,22—690,13)
TREM-2 no terceiro dia 394,96 438,50 0,842
(247,90-629,26) (181,28-1060,71)
TREM-2 no quinto dia 443,839 617,69 0,604
(295,59—-666,42) (222,44-1715,24)
IL-23 nas primeiras 24h 32,11 203,13 0,229
(18,79-54,87) (51,67-800,52)
IL-23 no terceiro dia 4420 162,99 0,132
(26,45-73,82) (63,82-416,22)
IL-23 no quinto dia 68,761 1369,42 0,279
(44,67—-105,84) (245,41-7641,48)
IL-17 nas primeiras 24h 35,21 23,67 0,440
(15,96-77,67) (16,23-34,51)
IL-17 no terceiro dia 58,09 38,47 0,465
(24,59-137,18) (25,00-59,19)
IL-17 no quinto dia 58,091 30,41 0,249

(27,31-123,43)

(17,31-53,43)

Os dados foram descritos como média e intervalo de confianca de 95% (entre parénteses). A

significancia estatistica foi obtida utilizando-se equacdes de estimativa generalizadas com uma
funcao log link (gama). Abreviacdes: NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; TREM-1,
receptor desencadeador expresso nas células mieldides 1; TREM-2, receptor desencadeador
expresso em células mieldides 2; IL-23, interleucina 23; IL 17, interleucina 17. { n=30.



Tabela 9 - Comparacao dos valores dos biomarcadores entre pacientes com

mRS < 2 e mRS > 2 apos 4 anos.
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Biomarcador mRS < 2 (n=24) mRS > 2 (n=22) p
TREM-1 nas primeiras 24h 63,00 75,51 0,324
(49,57-80,07) (58,14-98,08)
TREM-1 no terceiro dia 145,97 131,72 0,541
(116,89-182,30) (103,17-168,16)
TREM-1 no quinto dia 46,574 46,58% 0,999
(32,83-66,07) (35,21-61,64)
TREM-2 nas primeiras 24h 391,25 517,82 0,504
(252,75-605,64) (274,06—978,41)
TREM-2 no terceiro dia 428,27 366,48 0,728
(236,63—775,12) (191,08-702,87)
TREM-2 no quinto dia 441,149 571,27% 0,595
(264,06—736,97) (272,35-1198,24)
IL-23 nas primeiras 24h 41,65 38,50 0,835
(23,02-75,38) (25,17-58,91)
IL-23 no terceiro dia 53,82 63,58 0,677
(29,93-96,80) (37,70-107,25)
IL-23 no quinto dia 82,439 86,65Y 0,873
(50,30-135,35) (60,14—124,85)
IL-17 nas primeiras 24h 41,89 20,31 0,282
(16,47-106,59) (16,42-25,12)
IL-17 no terceiro dia 71,06 29,51 0,248
(26,55-190,19) (22,24-39,14)
IL-17 no quinto dia 72,939 25,54y 0,135

(31,66—167,99)

(15,71-41,52)

Os dados foram descritos como média e intervalo de confianca de 95% (entre parénteses). A

significancia estatistica foi obtida utilizando-se equacdes de estimativa generalizadas com uma
funcao log link (gama). Abreviacdes: mRS, modified Rankin scale; TREM-1, receptor
desencadeador expresso nas células mieldides 1; TREM-2, receptor desencadeador expresso em
células mieloides 2; IL-23, interleucina 23; IL 17, interleucina 17. § n=22, ¥ n=20.



Tabela 10 - Correlacao entre os biomarcadores e o tempo
de internacao hospitalar, n=50.

Biomarcador Tempo de internacao
TREM-1 nas primeiras 24h 0,14
(0,326)
TREM-1 no terceiro dia 0,05
(0,747)
TREM-1 no quinto diaf 0,19
(0,203)
TREM-2 nas primeiras 24h -0,01
(0,945)
TREM-2 no terceiro dia -0,03
(0,825)
TREM-2 no quinto diaf -0,21
(0,156)
IL-23 nas primeiras 24h -0,01
(0,971)
IL-23 no terceiro dia -0,13
(0,361)
IL-23 no quinto dia -0,15
(0,311)
IL-17 nas primeiras 24h 0,09
(0,529)
IL-17 no terceiro dia 0,26
(0,07)
IL-17 no quinto dia -0,18
(0,226)

Os dados sao apresentados como coeficiente de correlacao de
Spearman (valor de p). Abreviacoes: NIHSS, National Institutes of
Health Stroke Scale; mRS, escala Rankin modificada; TREM-1,
receptor desencadeador expresso em células mieloides 1; TREM-2,
receptor desencadeador expresso em células mieloides 2; IL-23,
interleucina 23; IL 17, interleucina 17. § n=46.
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Tabela 11 - Comparacao dos valores dos biomarcadores entre os tamanhos de AVC
(lacunar e segmentar), n=50.
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Biomarcador lacunar segmentar p
TREM-1 nas primeiras 24h 61,05 72,62 0,289
(32,42-83,10) (39,08-94,91)
TREM-1 no terceiro dia 131,04 123,31 0,458
(75,87-180,35) (68,75-158,92)
TREM-1 no quinto diaf 41,45 33,77 0,184
(29,03-76,41) (19,37-61,31)
TREM-2 nas primeiras 24h 234,83 312,42 0,766
(107,76—-527,94) (125,08-525,95)
TREM-2 no terceiro dia 195,82 187,59 0,874
(105,45-414,18) (112,36—382,53)
TREM-2 no quinto diaf 274,34 141,18 0,141
(133,77—429,35) (73,27-327,42)
IL-23 nas primeiras 24h 20,06 22,19 0,945
(7,86—-58,27) (10,27-38,80)
IL-23 no terceiro dia 26,07 26,47 0,513
(13,05-128,96) (11,32-47,25)
IL-23 no quinto dia 39,09 49,06 0,938
(28,62—-171,45) (30,10-81,54)
IL-17 nas primeiras 24h 19,90 16,33 0,488
(11,52-29,36) (13,37-24,87)
IL-17 no terceiro dia 22,11 31,97 0,411
(16,07-36,99) (15,48-59,41)
IL-17 no quinto dia 56,22 15,37 0,013

(16,15-75,42)

(1,02—45,25)

Os dados foram descritos como mediana e amplitude interquartil (P25 a P75).
Abreviacoes: TREM-1, receptor desencadeador expresso nas células mieldides 1; TREM-2, receptor
desencadeador expresso em células mieldides 2; IL-23, interleucina 23; IL 17, interleucina 17.

1 n=46.
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS

Apesar da complexidade do AVC isquémico e das diferentes etiologias que
levam a redugao do fluxo sanguineo cerebral responsavel pela lesdo primaria, a
inflamac&o desempenha um papel crucial na fisiopatologia da lesdo secundaria nao
se restringindo ao local da lesdo, mas podendo comprometer globalmente o cérebro.
Ha evidéncias de que a autorregulagdo da cascata inflamatéria desencadeada pelo
infarto inicial, ainda ndo bem compreendida, exerce fungbes neurodegenerativas,
principalmente quando prolongada, mas ao mesmo tempo esta envolvida na
neuroprote¢ao e na neuroplasticidade.

O progressivo entendimento do processo de inflamagéo e a identificacédo de
biomarcadores sensiveis, especificos, acurados, facilmente mensurados apds o
evento agudo e que acrescentem valor prognostico as escalas de AVC validadas e ja
amplamente utilizadas, podera auxiliar na tomada de decisdes quanto ao tratamento,
na reducao da necessidade de exames de imagem sequéncias, ha monitorizagdo dos
déficits ao longo do tempo de acompanhamento e no planejamento das medidas de
reabilitacdo. Além disso, ira contribuir para definicdo das expectativas do paciente,
dos membros da familia envolvidos e dos profissionais de saude, bem como para
programacao dos custos relacionados a doenca.

Apesar dos avangos nos tratamentos do AVC com énfase nas medidas de
reperfusdo, a mortalidade e a morbidade dessa doenca continuam elevadas, em parte
porque muitos pacientes chegam ao hospital tardiamente, quando esses tratamentos
nao sao mais indicados, mas certamente ainda estdo ocorrendo danos inflamatorios
regionais e globais cerebrais. Portanto, pesquisas futuras devem, a partir da
identificacdo de biomarcadores chaves do processo inflamatério, modular a cascata
inflamatdria, reduzindo a liberacdo de mediadores pro-infamatoérios e aumentando os
mediadores anti-inflamatérios nas fases aguda e subaguda do AVC, a fim da reduzir
as sequelas neurologicas. Estudos iniciais com uso de terapias imumoduladoras e a
identificacdo de genes e moléculas responsaveis pela inflamagédo que podem ter seu
mecanismo alterado por novas medicagdes estdo em andamento, mas ainda sem
repercussao na pratica clinica. Entretanto, os dados atuais sugerem que a
identificacdo de biomarcadores para avaliagdo progndstica e novas estratégias
terapéuticas baseadas na modulagdo da cascata inflamatéria podem melhorar os
desfechos funcionais dos pacientes vitimas dessa grave doenca.



11. ANEXOS

11.1 NIHSS - National Institutes of Health Stroke Scale

NI H

Nome:

Identificacdo do Paciente

STROKE
SCALE

Registro:

Exame inicial: Data / /

117

Instrucao

Definicao da escala

Escore

Hora

1a. Nivel de Consciéncia

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

0 = Alerta; reponde com entusiasmo.

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

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

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

1b. Perguntas de Nivel de Consciéncia

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

0 = Responde ambas as questdes corretamente.

1 = Responde uma questdo corretamente.

2 = Nao responde nenhuma questao
corretamente.

1c. Comandos de Nivel de Consciéncia

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

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

2. Melhor olhar conjugado

Somente os movimentos oculares horizontais sio
testados. Movimentos oculares voluntarios ou reflexos
(6culo-cefalico) recebem nota, mas a prova caldrica
nao é usada.

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

0 = Normal.

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

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

0S campos visuais (quadrantes superiores e inferiores)
sao testados por confrontacao, utilizando contagem
de dedos ou ameaca visual, conforme apropriado. O
paciente deve ser encorajado, mas se olha para o
lado do movimento dos dedos, deve ser considerado
como normal. Se houver cegueira unilateral ou
enucleacao, os campos visuais no olho restante sao
avaliados. Marque 1 somente se uma clara assimetria,
incluindo quadrantanopsia, for encontrada. Se o
paciente & cego por qualquer causa, marque 3.
Estimulacao dupla simultanea € realizada neste
momento. Se houver uma extincao, o paciente recebe
1 e os resultados s&o usados para responder a questao
11.

0 = Sem perda visual.

1 = Hemianopsia parcial.

2 = Hemianopsia completa.

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

4. Paralisia Facial

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

0 = Movimentos normais simétricos.

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

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

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

5. Motor para bragos

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

0 = Sem queda; mantém o braco 90° (ou 45°)
por 10 segundos completos.

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

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

3 = Nenhum esforco contra a gravidade; braco
despenca.

4 = Nenhum movimento.

NT = Amputacao ou fusao articular,
explique:

5a. Brago esquerdo 5b. Brago direito

6. Motor para pernas

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

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

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

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

3 = Nenhum esforco contra a gravidade; perna
despenca.

4 = Nenhum movimento.

NT = Amputacao ou fusao articular,
explique:

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

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

0 = Ausente.

1 = Presente em 1 membro.

2 = Presente em dois membros.

NT = Amputacao ou fusao articular,
explique:

8. Sensibilidade

Avalie sensibilidade ou mimica facial ao beliscar ou
retirada do estimulo doloroso em paciente torporoso
ou afasico. Somente a perda de sensibilidade
atribuida a0 AVC é registrada como anormal e o
examinador deve testar tantas areas do corpo (bracos
[exceto maos], pernas, tronco e face) quantas forem
necessarias para checar acuradamente um perda
hemisensitiva. Um escore de 2, “grave ou total” deve
ser dados somente quando uma perda grave ou total
da sensibilidade pode ser claramente demonstrada.
Portanto, pacientes em esturpor e afasicos irdo
receber provavelmente 1 ou 0. O paciente com AVC
de tronco que tem perda de sensibilidade bilateral
recebe 2. Se o paciente nao responde e estd
quadriplégico, marque 2. Pacientes em coma (item
1a=3) recebem arbitrariamente 2 neste item.

0 = Normal; nenhuma perda.

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

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

9. Melhor linguagem

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

0 = Sem afasia; normal.

1 = Afasia leve a moderada; alguma perda 6bvia
da fluéncia ou dificuldade de compreensao,
sem limitacao significativa das idéias
expressao ou forma de expressao. A
reducao do discurso e/ou compreensao,
entretanto, dificultam ou impossibilitam a
conversacao sobre o material fornecido.
Por exemplo, na conversa sobre o material
fornecido, o examinador pode identi-ficar
figuras ou item da lista de nomeacao a
partir da resposta do paciente.

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

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

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

0 = Normal.

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

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

NT = Intubado ou outra barreira fisica;
explique

11. Extin¢do ou Desatencao (antiga negligéncia)
Informacao suficiente para a identificacio de
negligéncia pode ter sido obtida durante os testes
anteriores. Se o paciente tem perda visual grave, que
impede o teste da estimulacéo visual dupla simultanea,
e os estimulos cutaneos sao normais, o escore é
normal. Se o paciente tem afasia, mas parece atentar
para ambos os lados, o escore € normal. A presenca de
negligéncia espacial visual ou anosagnosia pode
também ser considerada como evidéncia de
negligéncia. Como a anormalidade s6 é pontuada se
presente, o item nunca é considerado ndo testavel.

0 = Nenhuma anormalidade.

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

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

TABELA DE EVOLUGAO

DATA HORA

ESCORE EXAMINADOR

Traducao e adaptacio:
Octavio Marques Pontes-Neto
Neurologia - HCFMRP - USP
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Lista para nomeacdo no item 9. Melhor linguagem
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11.2 mRS - modified Rankin Scale

ESCALA DE RANKIN

0 Sem sintomas

1 Nenhuma incapacidade significativa, a despeito dos sintomas; capaz

de conduzir todos os deveres e atividades habituais

2 Leve incapacidade; incapaz de realizar todas as atividades prévias,

porém é independente para os cuidados pessoais

3 Incapacidade moderada; requer alguma ajuda mas é capaz de caminhar

sem assisténcia (pode usar bengala ou andador)

4 Incapacidade moderadamente severa; incapaz de caminhar sem
assisténcia e incapaz de atender as préprias necessidades fisiol6gicas

sem assisténcia

5 Deficiéncia grave; confinado a cama, incontinente, requerendo cuidados

e atencao constante de enfermagem

6 Obito

http://pwweb2.procempa.com.br/pmpa/prefpoa/redebrasilavc/usu_doc/rotinas_no_avc_abril_2009.pdf
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11.3 Termo de Consentimento

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Tema: Uso de biomarcadores sanguineos como preditores de prognéstico em

pacientes com acidente vascular cerebral agudo

Convidamos vocé, ou seu familiar que € paciente nesse Hospital, a
participar de um estudo sobre o uso de biomarcadores sanguineos como preditores
de progndéstico apos um acidente vascular cerebral agudo, durante a internagao
hospitalar.

Nés queremos pesquisar a associagao dos déficits clinicos e do estado
funcional (ou seja, as possiveis sequelas, que serdo analisadas através do exame
neuroldgico clinico na admiss&o e na alta hospitalar), com os resultados dos exames
realizados durante a internagcdo, especificamente exames de neuroimagem
(tomografia ou ressonancia da cabecga) e exames de sangue (como interleucinas,
TREM-1 e TREM-2 que sao marcadores das alteragcbes cerebrais que podemos
identificar no sangue e podem estar associados a ocorréncia de sequelas).

A coleta de sangue sera realizada através de uma pung¢do venosa que
podera causar algum desconforto, hematoma ou irritagao local.

Essa é uma pesquisa cientifica que visa identificar mais precocemente por
exames de sangue os pacientes com acidente vascular cerebral que apresentam
maior risco de sequelas neuroldgicas graves. Todo o material coletado sera
armazenado sob um numero coédigo, garantindo o anonimato da pesquisa e 0s
resultados obtidos terdo unicamente interesse cientifico. Esse estudo nao trara
nenhum beneficio direto para o seu tratamento, ou de seu familiar, nesse momento.
No entanto, a pesquisa podera ajudar a melhorar o tratamento do acidente vascular

cerebral no futuro.

Entendi que a minha participacdo no estudo, ou do meu familiar com
acidente vascular cerebral, € totalmente voluntaria, sendo eu livre para recusar ou
abandonar a pesquisa a qualquer momento, sem afetar ou por em risco meu futuro
atendimento médico, ou do meu familiar. Todas as informagdes que eu precisar me

serao fornecidas a qualquer momento, mesmo apos o estudo. Terei ainda acesso aos
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resultados finais dessa pesquisa.
Recebi uma via do presente termo e me foi dada a oportunidade de ler e

esclarecer todas as duvidas.

Paciente:
Responsavel legal (quando for o caso):
Assinatura do paciente ou do responsavel legal:

Médico pesquisador:
Assinatura do médico pesquisador:

Médico responsavel: Dr. Marino Muxfeldt Bianchin

Em caso de duvidas, podem ser contatados:

CTI Hospital de Clinicas: (51) 33598637 / (51) 33598639

Servigo de Neurologia do Hospital de Clinicas: (51) 33598182

Comité de Etica em Pesquisa de 22 a 62 feiras das 8h as 17h: (51) 33597640 /
(51) 33598340



11.4 Ficha de avaliagao

Uso de biomarcadores sanguineos como preditores de prognéstico em
pacientes com acidente vascular cerebral agudo

Data de inclusao:

Paciente:

Prontuario:
Idade:

Género: ( ) Feminino ( ) Masculino

Raca: ( ) Branco ( ) Preto ( ) Mestico

Tipo de AVC: ( ) Isquémico ( ) Hemorragico

Tempo de inicio dos sintomas:

AVC isquémico - trombdlise: ( ) Sim ( ) Nao

Fatores de risco associados:

Hipertensédo ( ) Cardiopatia isquémica ( ) ACFA () DM ( )
Obesidade ( ) Dislipidemia ( ) Tabagismo ( ) Etilismo ( )
Uso de contraceptivo oral ( ) Uso de anticoagulante ( )

Uso de drogas ilicitas ( )

Qual?

Doencgas hematoldgicas ( )

Qual?

Neoplasia (tumor) ( )

Qual?

Outros:
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NIHSS na chegada:
NIHSS com 3 dias:
NHISS com 5-7 dias:
NIHSS na alta hospitalar:




mRS na chegada:

MRS com 3 dias:

MRS com 5-7 dias:

mRS na alta hospitalar:

Exames da chegada:
Ht/Hb:

Leucdcitos:

Plaquetas:

TP/RNI:

KTTP:

Saodio:

Potassio:

Uréia:

Cr:

Glicemia:

Demais exames laboratoriais relevantes:
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Ecocardiografia:

Ecografia de carotidas e vertebrais:

(Anexar copias de laudos)

Exames de Neuroimagem:

12 TC (data:

):

23 TC (data:

):

32 TC (data:

):

RNM (data:

):

EEG (data:

):

(Anexar copias de laudos)



Dosagens Sanguineas:
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Biomarcador

18

28

38

TREM-1

TREM-2

IL-23

IL-17




11.5 Ficha de reavaliagcao

Uso de biomarcadores sanguineos como preditores de prognéstico em
pacientes com acidente vascular cerebral agudo

Caso n%:

Data do contato:

Paciente:

Prontuario:

Obito: () n&o ( ) sim - Data:

Escala de Rankin modificada:  ( ) Rankin <3 ( )Rankin 24
Grau Descricao

() 0 Assintomatico

() 1 Nenhuma incapacidade significativa, a despeito dos
sintomas; capaz de conduzir todos os deveres e atividades
habituais

() 2 Leve incapacidade; incapaz de realizar todas as atividades
prévias, porém € independente para os cuidados pessoais

() 3 Incapacidade moderada; requer alguma ajuda mas é
capaz de caminhar sem assisténcia (pode usar bengala ou
andador)

() 4 Incapacidade moderadamente severa; incapaz de
caminhar sem assisténcia e incapaz de atender as préprias
necessidades fisioldgicas sem assisténcia

() 5 Deficiéncia grave; confinado a cama, incontinente,

requerendo cuidados e atengdo constante de enfermagem
() 6 Obito
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Convulsées: () néo ()sim

)  Confusdo, mudanga comportamental, irresponsividade
Quedas repentinas

Movimentos repetitivos

Sonoléncia subita

Déficit neurologico focal temporario

Afasia ou alteracao de fala temporaria

Movimentos ténicos, clénicos ou tdnico-cldnicos ritmicos ou arritmicos

Foram realizados exames:
( )EEG
( ) Neuroimagem (TC ou RNM) — Qual?

( ) Exames laboratoriais — Quais?

Iniciado medicagéo para convulsées?  ( ) nao ()sim
Quais?

Novo AVC? ( )né&o ()sim

Quando?

IAM apo6s o AVC da inclusédo? () ndo ()sim
Quando?

Local de acompanhamento:

Questionario respondido por:




