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Introducéo

s

A aterosclerose é atualmente reconhecida como uma doenga com pefrfil
inflamatdrio, em resposta a diferentes agressdes ao endotélio vascular, que progride ao
longo dos anos formando as placas ateroscleréticas. Eventos isquémicos cardiacos e
cerebrais desenvolvem-se de forma imprevisivel em pacientes com graus variados de
doenga aterosclerdtica. Marcadores inflamatérios como a Proteina C reativa podem
predizer o risco de eventos isquémicos cardiacos e cerebrais. Aumento dos niveis de
molécula intracelular de adesao (ICAM-1) esta associado com aumento no risco de
infarto agudo do miocérdio em homens sadios. Entretanto, ndo se encontrou correlagéo
entre os aumentos dos niveis de molécula vascular de adesdo (VCAM-1) e aumento do
risco de eventos cardiovasculares.

Enguanto na doenca cardiovascular os conceitos de inflamacdo e disfuncdo
endotelial parecem estar bastante sedimentados, no &mbito da doenca cerebrovascular
estes aspectos sO recentemente tém sido mais explorados. Considerando ainda o
escasso e controverso aporte de informacbBes a respeito do comportamento de
mediadores que reflitam aspectos de biologia vascular durante a fase aguda dos
eventos isquémicos cerebrais, este estudo tem como objetivo determinar o perfil de
liberacdo sequiencial de mediadores de disfuncédo endotelial (VCAM-1 e Endotelina-1)

em pacientes apresentando sindromes cerebrovasculares agudas.



Revisao da literatura

Patogénese da aterosclerose — aspectos gerais

A aterosclerose foi considerada por muito tempo simplesmente uma doenca
causada por depdsito de lipidios; atualmente entende-se ser esta uma doenca
inflamatéria crénica da parede arterial em resposta a lesfes repetitivas. Recentes
avancos do conhecimento tém demonstrado o papel fundamental da inflamacédo como
mediadora em todos os estagios desta doenca, da iniciagdo com o recrutamento dos
leucécitos a eventual ruptura de uma placa ateroscleroética instavel levando a diferentes
eventos aterotrombéticos’?. Assim, a aterosclerose pode ser vista como um processo
imunoldgico envolvendo varias células atuando na parede vascular, incluindo linfocitos
T, e produtos inflamatérios como citocinas e fatores de crescimento?.

As lesdes ateroscleréticas ocorrem principalmente nas artérias de grande e
médio calibre, nas camadas elasticas e musculares, e podem levar a isquemia
miocérdica, cerebral ou de extremidades, resultando em infarto. Estas lesdes ja podem
estar presentes desde muito cedo na vida dos individuos. A lesdo mais precoce,
chamada estria gordurosa, que ja é encontrada em lactentes e criancas, nada mais € do
gque uma lesdo inflamatodria, consistindo somente de mondcitos derivados de
macrofagos e linfécitos-T que englobam particulas de lipoproteina de baixa densidade
(LDL) oxidada e que é encontrada na camada sub-endotelial dos vasos>*.

O modelo corrente da aterogénese € baseado na resposta a leséo, lesGes estas
causadas ao endotélio por disturbios locais do fluxo sanguineo em determinados pontos
da rede arterial somado a fatores sistémicos como a hipercolesterolemia, hiperglicemia,
tabagismo e infecgbes que iniciam uma cascata de eventos levando por fim ao

desenvolvimento da lesdo aterosclerética’.



Adherance and Adharance
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Figura 1. Sequiéncia de eventos que levam a formacéao da placa aterosclerotica segundo a hipotese de

resposta a lesdes repetitivas proposta por Russel Ross (adaptado de Russel Ross)l.

O desenvolvimento inicial da lesdo aterosclerdtica envolve a aderéncia de
mondécitos e a subsequente transmigragdo através do endotélio vascular. A
diferenciagdo de mondcitos em macréfagos e o subseqiente acimulo de lipidios nestas
células, células estas chamadas de células espumosas cujo aglomerado forma as
chamadas estrias gordurosas. O recrutamento progressivo das células inflamatorias e a

proliferacdo de células musculares levam a formagéo da placa aterosclerética com uma



capa fibrosa separando o lago de lipidios pré-trombético do fluxo sanguineo luminal.
Quando existe ruptura da fina capa fibrosa, ocorre o evento isquémico aterotromboético®.
De fato, fatores que enfraquecem e causam a ruptura da capa fibrosa expdem o sangue
a elementos pro-coagulantes presentes no nucleo lipidio, como por exemplo, o fator
tecidual. A trombose e o0 subsequente remodelamento da placa instavel pode ser
catastrofico ou clinicamente silencioso dependendo do grau de oclusédo vascular e da
viabilidade da circulacdo colateral. Conforme a classificacdo de Stary e colaboradores,
as lesdes de | a IV geralmente sao silenciosas, ja as lesdes tipos V e VI sdo obstrutivas
e freqglientemente sdo a base patolégica das sindromes vasculares cardiolégicas e

cerebrais®.
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Figura 2. Evolucdo da lesdo aterosclerdtica: os estagios da aterosclerose estdo divididos em duas fases:

fase precoce, onde hd o acimulo de lipidios; fase tardia, com proliferacdo das células musculares lisas e

trombose. As lesdes nos estagios I-1V (tipos 1-1V) ndo causam estenoses significativas. As lesGes nos

estagios V e particularmente VI (tipos V-VI) podem facilmente ser obstrutiva (adaptado de James K.

Liao)7.

Disfuncéo endotelial

O conceito predominante atualmente de que a aterosclerose reflete uma resposta do

endotélio a diversos tipos de leséo que, em ultima andlise levam a formacéo de placas

ateroscleréticas, trouxe a tona a importancia do estudo e compreensdo do endotélio

vascular. De fato, é reconhecido hoje que esta lesdo ao endotélio, causando disfungéo

endotelial, determina que este seja verdadeiramente o primeiro evento no processo

aterosclerético. Portanto, o conceito de disfuncdo endotelial € sinbnimo de alteragdo

precoce da doencga ateroclerética. Considerando a imensa gama de acdes fisiologicas




do endotélio vascular, na sua maioria protetoras ao ambiente vascular, qualquer
alteracdo nestas funcdes representa uma forma de disfuncdo endotelial. Por exemplo,
perda da capacidade vasodilatadora, tendéncia pro-trombotica, tendéncia a aderir
células inflamatdrias, sdo todos elementos indicativos de que ha perda de funcgbes
fisiologicas do endotélio, caracterizando o estado de disfuncdo endotelial, sem
necessariamente haver lesdo anatémica vascular detectavel®.

O endotélio vascular € um 6érgdo dinamico que regula o ténus vascular, a
homeostase local e o processo proliferativo fibro-inflamatério. Estas respostas sdo
mediadas por varias substancias liberadas pelo endotélio em resposta a estimulos

fisiolégicos, incluindo prostaciclinas, endotelina e 6xido nitrico®.

Quadro 1. Substancias derivadas do endotélio (adaptado de James K. Liao)’.

Vasodilatores

Vasoconstritores

-Oxido Nitrico
-Fator(es) Hiperpolarizante(s)
-Prostaciclinas

-Endotelina
-Angiotensina ll
-Tromboxano A2

Moléculas de Adeséao Celular

Citocinas

-VCAM-1
-ICAM
-E-selectina

-Proteina quimiotética de
monécitos
-Interleucina-8

Fatores de Crescimento

Coagulantes/fibrinoliticos

-FC vascular endotelial
-FC derivado de plaquetas
-FC transformador

-FC epidérmico ligado a
heparina

-M-CSF

-Fator de von Willebrand
-Ativador plasminogénio
-Fator inibidor do ativador
de plasminogénio

FC: fatores de crescimento;
M-CSF: fator estimulante de colbnias de

VCAM: molécula vascular de adeséo;
ICAM: molécula intracelular de adesao;
macrofagos



Devido a sua localizacdo entre a circulacdo e a parede vascular, o endotélio
interage com mediadores celulares e hormonais destes dois compartimentos. A funcéo
endotelial do controle do ténus é normalmente determinada pelo diametro e
contratilidade vascular, ou pelo fluxo sanguineo em resposta a agonistas dependentes
do endotélio como a acetilcolina ou a bradicinina. Mudangas no diametro dos vasos séo
detectadas por angiografia ou ultra-sonografia, e altera¢bes no fluxo sanguineo ou na
resisténcia vascular sdo detectadas por pletismografia no antebraco ou na extremidade
inferior’.

A disfuncédo endotelial pode ser definida como a diminuicdo na sintese, liberacéo
e/ou atividade endotelial derivada do 6xido nitrico (ON). A perda do ON contribui para a
diminuicdo da capacidade de relaxamento vascular, aumento da agregacao plaquetaria,
aumento da proliferacdo das células musculares lisas® e aumento das moléculas de
adesdo expressas pelo endotélio. A disfuncdo endotelial também pode ser atribuida a
liberacdo excessiva de substancias vasoconstritoras como a endotelina (ET)-17. Niveis
circulantes elevados de ET-1 foram encontrados em pacientes com aterosclerose
avancada e sindromes coronarianas agudas®. A exposicéo a fatores de risco como o
LDL oxidado aumenta a producéo e liberacdo de ET-1%. A elevac&o nos niveis de ET-1
associado a fatores de crescimento derivados de plaquetas promove a proliferacao
vascular de musculo liso nas lesdes aterosclerdticas™. Niveis circulantes de ET-1

configuram uma abordagem biol6gica para deteccdo de disfuncéo endotelial ™.
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Figura 3. Regulacdo, processamento e secrecdo de proteinas relacionadas a ET-1 nas
células endoteliais. A lista a esquerda na figura contém itens que estimulam a sua
transcricdo; a direita, itens que inibem a transcricdo deste peptideo (adaptado de Ellis R.

Levin)13.

Outra forma de expresséo de disfuncdo endotelial pode ser classificada como
ativacdo endotelial. Normalmente, o endotélio vascular tem baixa adesividade para os
leucdcitos; entretanto quando estimulado (lesado, agredido) expressa moléculas de
adesdo na sua superficie, que serdo responsaveis pela adesdo e ativacdo dos
leucécitos na superficie endotelial como uma pré-condicdo para a sua migragao
transendotelial***®. A ativacéo e a disfuncéo endotelial é um dos pontos criticos e mais
importantes no estagio precoce da aterosclerose, pois € 0 passo que permite a entrada
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de células inflamatérias na camada intima dos vasos Portanto, aspectos

relacionados a inflamacéo estdo intimamente relacionados a disfuncdo endotelial e



acompanham a patogénese da aterosclerose até o evento final com ruptura/fissura das

placas levando aos eventos clinicamente aparentes.

e VVasoconstricao

e Lipoproteinas

e Tabagismo -
g { Atividade Oxido Nitrico e Proliferacdo da

Disfuncao Endotelial e Agregacéo Plaquetaria

e Citocinas
- l - Camada Muscular Lisa

e Fluxo Turbulento

e Oxigénio (ROS) Ativacéo Endotelial

e Glicose 1 Moléculas de Adesao

e Adesdo Leucocitaria

e Oxidac&o de LDL

e Ativacao de PMNs

Figura 4. Fatores que levam a ativacdo e disfuncdo endotelial (adaptado de James K. Liao)7.

ROS: espécies reativas de oxigénio; PMNSs: polimorfonucleares

Ativacdo endotelial e adesdo de células inflamatorias — papel das
moléculas de adeséao

A ativacdo endotelial que leva a adesdo das células inflamatérias promove a
expressao de moléculas especificas na superficie endotelial que serdo responsaveis por
este contato. Sdo as chamadas moléculas de adesdo. Existem dois grandes grupos de
moléculas de adesao, ja descritos desde 1985:
-a familia das seletinas cujos dois principais membros sao a P-seletina e a E-seletina;
-a familia supergene imunoglobulinas, onde os dois principais membros sdo a molécula
intracelular de ades&o (ICAM-1) e a molécula vascular de adesdo (VCAM-1) *°.

A P-seletina é o produto da ativagdo das plaquetas e células endoteliais e seus
niveis estdo aumentados em distarbios trombdticos, diabete melito e doencas

isquémicas cardiovasculares®®**. O aumento nos niveis da E-seletina é o resultado da
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ativacdo de células endoteliais®®, e niveis aumentados desta molécula tém sido
descritos em variantes da angina ?* e em doencas isquémicas cardiacas®,

A molécula ICAM-1 é produzida por células endoteliais, leucécitos, fibroblastos e
células epiteliais®. Seus niveis estdo aumentados em vérias condi¢bes incluindo
angina® e doencas arteriais coronarianas e periféricas®. A molécula VCAM-1 é
produzida somente pelas células endoteliais®, seus niveis estdo aumentados em
multiplas condicdes cardiovasculares 2222,

Quando ocorre a ativacao celular, apds a adeséo e transmigracdo das células
inflamatorias, isoformas sollUveis destas moléculas de adesdo sdo liberadas na
circulacao apés clivagem da superficie endotelial, podendo entdo ser quantificadas no
sangue periférico. Visto que elas refletem a ativacdo de suas células de origem, a sua
dosagem é considerada uma forma de obter informacdes sobre a inflamacao do

endotélio e a ativacdo da cascata de adesdo in vivo. Niveis circulantes destas

moléculas s&o considerados desfechos emprestados de disfuncéo endotelial*®#°,
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Figura 5. InteracGes entre as células sanguineas e 0 vaso apos este sofrer agressao ao seu

endotélio — transmigracao endotelial (adaptado de Paul S. Frenette)31.

Considerando a precocidade do aparecimento de disfuncdo endotelial em
relacdo ao desenvolvimento de aterosclerose, varios autores tém proposto que o0s
fatores de risco para a aterosclerose levam a disfuncdo do endotélio, seguido do
desenvolvimento de lesBes aterosclergticas e conseqlentemente eventos isquémicos
aterotrombaoticos, como sindrome coronariana aguda ou doengas cerebrovasculares.
Este conceito estabelece importantes elos entre fatores de risco e mecanismos
aterogénicos. Incluindo aspectos inflamatérios de maneira significativa **. Abaixo alguns
dos fatores de risco cardiovasculares mais conhecidos e sua relacdo com o surgimento
de disfungdo endotelial, precedendo a lesdo aterosclerotica.

a) Lipoproteinas oxidadas e inflamagé&o: por quase um século os lipidios tem sido a

condi¢d@o sine qua non para a aterosclerose. Somente nas ultimas décadas, um



b)

d)

12

modelo plausivel ligando lipidios e inflamacéo tem surgido. De acordo com a
hipétese da oxidacdo, a LDL retida na intima, em parte por estar ligada a
proteoglicano, sofre modificacdo oxidativa®. Estes lipidios modificados podem
induzir a expressdao de moléculas de adesdo, citocinas pré-inflamatérias, e
outros mediadores de inflamacao em macréfagos e células da parede vascular.
Estas particulas podem também modificar a parede vascular, ativando o sistema
imunoldgico de células T*. Em algumas situacdes experimentais, a
administracdo de antioxidantes tem retardado a progressdo das lesdes
ateroscleréticas que se desenvolvem na presenca da hiperlipidemia. Embora
atrativa, a relevancia da hip6tese da oxidacao do LDL ainda nao foi provada em
humanos?.

Dislipidemia e inflamacéao: outras particulas lipoprotéicas como a lipoproteina de
muito baixa densidade (VLDL) e a lipoproteina de densidade intermediaria
também tém consideravel potencial aterogénico. Estas particulas podem sofrer
modificacdo oxidativa assim como o LDL e ativar funcdes inflamatorias das
células endoteliais da parede vascular. A lipoproteina de alta densidade (HDL) é
um antioxidante, inibe a trombogénese e tém propriedades pro-fibrinoliticas.
Além disso, protege contra a aterosclerose ao promover o transporte reverso do
colesterol**%,

Hipertensdo arterial e inflamagdo: assim como na aterosclerose, a inflamacgéo
participa no processo fisiopatoldgico da hipertensédo. A angiotensina Il (All), em
adicdo a suas propriedades vasoconstritoras, pode desencadear inflamacgéo
intimal. Alguns dos beneficios da terapia com inibidores da enzima conversora
da angiotensina podem derivar de suas ac¢des antiinflamatérias™.

Diabetes e inflamagéo: a hiperglicemia associada a diabetes pode levar a

modificacbes de macromoléculas que podem aumentar a producgdo de citocinas
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pré-inflamatdrias e outras vias inflamatérias das células endoteliais vasculares.
Além da hiperglicemia, o diabetes promove estresse oxidativo mediado por
espécies reativas de oxigénio e grupos carbonil*®*’.

e) Obesidade e inflamacéo: a obesidade ndo somente predispfe a resisténcia a
insulina e a diabetes, mas contribui para a dislipidemia aterogénica. Altos niveis
de &cidos graxos livres estimulam a sintese de triglicerideos ricos em VLDL
pelos hepatécitos. A elevagdo do VLDL pode diminuir o HDL, promovendo a
inflamacdo e potencializando a aterogénese independente dos efeitos da
resisténcia a insulina ou lipoproteinas®®.

f) Infeccdo e inflamacdo: infeccbes agudas podem alterar o0s sistemas
hemodinamicos e fibrinoliticos precipitando eventos isquémicos. Infeccbes
cronicas podem aumentar a producdo extravascular de citocinas inflamatérias
gue podem acelerar a evolucdo de lesGes ateroscleroticas. Por exemplo, varios
estudos tém demonstrado a presenca C. pneumoniae em placas aterosclerdticas

em humanos, porém sua relacéo causa-efeito ainda é debatida®*°.

Mediadores Inflamatorios — Proteina C Reativa e Citocinas

A proteina C reativa (PCR) € um reagente de fase aguda gque serve como uma
molécula padrdo no reconhecimento do sistema imune inato*. Tradicionalmente tem
sido descrita como um marcador do processo de inflamagéo vascular sem ter um papel
direto no processo inflamatério. Entretanto, evidéncias recentes sugerem que a PCR
contribui diretamente no estado pré-inflamatério. A PCR estimula os monécitos a
liberarem citocinas inflamatérias como interleucina (IL)-107, IL-6, e TNF-0* Também
demonstrou-se que a PCR causa a expressao de ICAM-1 e VCAM-1 por células
endoteliais® e promove a inducéo nas células endoteliais de mondcito quimiotatico de

proteina (MCP)-1, um efeito que é inibido pela sinvastatina e pelo fenofibrato®. A PCR
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também tem sido encontrada no interior da placa aterosclertica onde a mesma
precede e promove o recrutamento de leucécitos. E um ativador do complemento, e o
seu principal sitio de producdo é hepatico, entretanto ja& se sabe que o tecido arterial
pode produzi-la. Isto fortalece o conceito de que a PCR é um ativador endégeno do
complemento na placa aterosclerética®.

Citocinas e os fatores de crescimento sao produzidos por macréfagos, linfocitos
T e células da parede vascular, principalmente as células da camada muscular lisa,
regulando varias acdes biol6gicas das células da parede vascular. Por exemplo,
citocinas estimulam a sintese de coldgeno nas células musculares lisas e promovem a
ativacao endotelial e de células musculares lisas através da indugdo das moléculas de
adesado. Citocinas e fatores do crescimento promovem quimiotaxia de mondcitos e
adesdo ao endotélio e sustentam a sua sobrevivéncia e diferenciacdo no interior dos
macréfagos derivados das células espumosas’.

A presenca de citocinas e mediadores inflamatorios na parede vascular tém
levado a especulacdo de que a aterogénese pode ser resultado de processos
infecciosos cronicos. Varios agentes infecciosos tém sido implicados no processo
aterogénico, incluindo o virus do herpes, citomegalovirus, e C. pneumoniae’. Por
exemplo, imunohistoquimica e anticorpos para C.pneumoniae correlacionam-se com

aumento da incidéncia de doenca coronariana .

Entretanto, como as lesfes
ateroscleréticas demoram trés a quatro décadas para desenvolverem-se, 0 agente
causal pode ndo estar mais presente, ou seja, 0 agente infeccioso pode ser o fator

inicial da disfuncdo endotelial, ndo estando mais presente no estagio tardio do

desenvolvimento da placa’.
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Determinacdo de disfuncdo endotelial e de atividade inflamatdria associadas a
doenca cardiovascular

A elevacao dos niveis plasmaticos de varios marcadores da cascata inflamatoria
tem sido associada a valor preditivo para risco futuro de ruptura de placa. Estes
marcadores incluem P-seletina, IL-6, TNF-1, moléculas de adesao celular e PCR.

Aumento dos niveis de ICAM-1 esté associado com aumento no risco de infarto
agudo do miocardio em homens sadios*. Entretanto, no se encontrou correlacéo entre
0os aumentos dos niveis de VCAM-1 e aumento do risco de eventos
cardiovasculares*”*®. Existem varios estudos demonstrando o valor preditivo da PCR
para eventos secundarios como a recorréncia de eventos coronarianos e o seu valor
prognéstico na fase aguda do infarto agudo do miocéardio cardiaco. Entretanto o mais
importante uso atual da PCR é na prevencao primaria, com a deteccao de risco entre
individuos sadios. Pessoas com niveis elevados de PCR tem 2-3 vezes maior risco do
gue pessoas com niveis baixos, inclusive nos pacientes com niveis de colesterol
normais*®*°,

No contexto clinico de sindromes coronarianas agudas, trabalho realizado por
Prado e colaboradores, estudou niveis circulantes da molécula de adesdao VCAM-1 em
pacientes submetidos a cineangiocoronagrafia por quadro de dor toracica. Observou-se
gue mesmo nhaqueles pacientes com coronarias consideradas angiograficamente
normais, 0s niveis eram mais elevados do que naqueles pacientes com lesbes
significativas. Estes dados demonstram que parametros de disfuncdo endotelial
(expresséo e liberagcdo de moléculas de adesédo) podem estar presentes mesmo na
auséncia de lesbes de coronarias significativas, uma vez que existam elementos
considerados agressores ao endotélio como tabagismo, dislipidemia ou diabetes™.
Finalmente, no contexto da associacdo de fatores de risco cardiovasculares (diabete

melito e dislipidemia), mas sem evidéncia clinica de doenga cardiovascular,
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demonstrou-se elevacdo de marcadores de disfungcdo endotelial (ET-1 e fator de von
Willebrand) comparativamente & presenca de diabete melito somente®”. Estes dados
sugerem que a resposta de disfuncéo endotelial seria tdo mais evidente quanto maior

for a magnitude de elementos causadores de lesdo ao endotélio vascular.

Doencas cerebrovasculares e mediadores inflamatérios de disfuncao endotelial

Moléculas de adeséao

Enquanto na doenca cardiovascular os conceitos de inflamacdo e disfuncéo
endotelial parecem estar bastante sedimentados, no &mbito da doenga cerebrovascular
estes aspectos sO recentemente tém sido mais explorados. HA& um aumento de
evidéncias de que os processos inflamatérios estejam envolvidos na isquemia cerebral
aguda®***. Em modelos experimentais de acidente vascular cerebral (AVC), foi descrita
a migracdo de leucdcitos para o parénquima cerebral dentro de 12h apds o evento
isquémico®®. Estudos experimentais em modelos de isquemia focal cerebral tém
sugerido que os leucdcitos polimorfonucleares causam um segundo processo lesional
apos o processo agudo isquémico e a inibicdo deste processo diminuiria a extensado da
lesdo. Neste sentido, a leucocitose na fase aguda da isquemia cerebral tem sido
associada com pior prognéstico em humanos®. Além disto, também a reacdo
inflamatéria pode reduzir a chance de salvar a area de penumbra apés a isquemia®’.
Observagbes experimentais tém levado a hipétese de que a isquemia cerebral focal
induz & ativacdo dos leucécitos e do endotélio cerebral mediado por TNF-a e IL-1°%°°,
Também, na reperfuséo os leucocitos podem aderir ao endotélio ativado e migrar para o
tecido cerebral liberando mediadores pré-inflamatérios, o que causaria, como ja
mencionado, este segundo processo lesional com potencial dano neuronal para a area

de penumbra isquémica®®®®.
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N&o esta claro o papel patogénico de cada molécula de adesdo durante o
evento isquémico cerebral, o perfil de liberacdo destas moléculas, e se a extenséo do
infarto ou o grau de déficit neurolégico correlacionam-se com 0s seus niveis. Também
ndo estdo definidas as diferencas entre acidente isquémico transitério (AIT) e evento
isquémico completo com relacdo ao comportamento destas moléculas. Estudos
experimentais demonstraram aumento da expressdo destas moléculas nas areas
isquémicas tanto nos eventos permanentes como transitérios de oclusdo da artéria
cerebral média®*®®. Em humanos, estudos com células endoteliais cerebrais também
demonstraram aumento da expressdo das mesmas em condi¢bes isquémicas® .
Existem varios estudos demonstrando a liberacdo destas moléculas na fase aguda do
evento isquémico, porém com resultados contraditérios. Em nove estudos foram
mensurados 0s niveis plasmaticos dentro de 12 a 72h apds o inicio dos sintomas
neuroldgicos.®”". Concentracdes elevadas de ICAMs foram encontradas em 3 de 6
estudos®®, de VCAMs em 3 de 4 estudos®’ e de E-selectina em 3 de 5

estudos®®57

. Possiveis explicacdes para estes resultados contraditérios estdo nas
diferencas dos grupos controle, método laboratorial usado e no tempo da coleta
sanguinea. Também a presenca de outras doencas como infeccdes, diabete melito ou
doencas sistémicas podem ter influenciado nos resultados. Elevag¢do nos niveis de
VCAM e ICAM, mas niveis normais de E-seletina foram demonstrados em pacientes
diabéticos, especialmente naqueles com infartos cerebrais silenciosos vistos por
ressonancia magnética cerebral®® .

Interessantemente, em experimentos em animais knockout, auséncia das
moléculas de adesdo esteve associada a menor volume da area infartada apés
isquemia cerebral transitéria focal’’. Neste sentido, o bloqueio da interacdo entre os

leucdcitos e o endotélio por agentes que mimetizassem ou inibissem estas moléculas

de adesdo poderia ser a base para uma nova estratégia terapéutica. Existem estudos
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promissores em animais, mas ainda ndo efetivos em humanos’™ .

Em resumo, a
liberacdo das moléculas de adesdo parece ocorrer na isquemia cerebral, mas até o
momento ndo esta determinada a sua relevancia clinica, pois ndo foi possivel, em
humanos, reduzir o tamanho da area infartada através do uso de anticorpos ou agentes
que bloqueiem a liberacdo destas moléculas®®. Entretanto, a combinacdo destas
estratégias e do uso da terapia trombolitica merece maior investigacao, ja que estes
agentes sdo usados na fase hiperaguda com mecanismos de ac¢éao diferentes. Enquanto

busca-se a reperfusao através de tromboliticos, o bloqueio da liberacdo de moléculas

de ades&o diminuiria a injaria pés-reperfusio?.

Disfuncdo endotelial — Niveis de Endotelina-1

Varios estudos em AVC tém demonstrado elevacdo dos niveis de ET-1 em
varios sub-tipos e fases do infarto cerebral®*®*, mas resultados contraditérios também

85-88

sdo encontrados®™ ™. Na grande maioria destes estudos, a elevacdo dos niveis de

endotelina ocorreu na fase aguda, ou seja, has primeiras 72h ap6s o evento isquémico

818284 ancontraram

com queda a partir do sétimo dia. Enquanto Ziv, Estrada e Alioglu
aguda e marcada elevacdo dos niveis plasmaticos deste peptideo e com tendéncia a
valores maiores conforme o déficit do paciente; Haapaniemi descreve niveis
plasmaticos normais em qualquer fase do AVC. Este foi um estudo prospectivo,
observacional e longitudinal, onde a amostra foi composta por 101 pacientes
consecutivos com mensuragdo de ET-1 na fase aguda, 1 semana, 1 més e 3 meses
apos o evento agudo, ndo sendo demonstradas altera¢cdes nos niveis plasmaticos em
gualguer um dos pontos de coleta, ou correlagdo com escalas neuroldgicas, fatores de
risco ou novos eventos®. Ja Alioglu que descreveu niveis elevados na fase aguda do

AVC, também n&o encontrou associagdo dos niveis plasmaticos com tamanho da area

infartada, localizagdo do infarto, déficit neurolégico ou progn()sticos“. Por outro lado,
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.8 encontraram niveis de ET-1 mais elevados no liquor em pacientes com

Lampl et a
eventos cardioembdlicos, e em pacientes com eventos aterotromboéticos de grandes
vasos.

Assim, a relacdo entre os niveis plasmaticos de ET-1 e a patogénese do AVC,
recorréncia de eventos tromboembdélicos e morte permanece incerta. A explicacdo pode
dever-se ao fato de que varios destes estudos incluiram numero reduzido de
pacientes®®®88  Além disto, alguns ndo determinaram niveis plasmaéticos na fase

81,83,86

aguda dos eventos ou n&o realizaram o seguimento dos pacientes®#%°%_ Alguns

80,87,88 81-83,86,88

estudos mensuraram os niveis de ET-1 no liquor e outros no plasma

Também os métodos de dosagem utilizados foram diferentes. Alguns investigadores

80-82,86,88 83,87

utilizaram método de radioimunoensaio e outros de enzimaimunoensaio
Todos estes fatores dificultam a interpretacdo e comparagao dos resultados.

O papel das endotelinas na fisiologia cerebral ndo esta claro, entretanto
considerando sua intensa atividade vasoconstritora, poderia assumir-se que niveis
elevados de ET-1 podem induzir dano tecidual isquémico. Neste contexto, estudos
experimentais apresentam modelos de isquemia cerebral em ratos com uso deste
peptideo®. Por outro lado, alguns estudos sugerem mecanismos de neuroprotecdo com

o uso de ET-1 exégena .

Proteina C Reativa

Estudo prospectivo com dados de uma coorte de grande comunidade (The
Framingham Study) com homens e mulheres sem eventos prévios de isquemia cerebral
ou AIT, demonstrou uma forte relacdo entre os niveis plasméticos de PCR e a
incidéncia de AVC ou AIT em ambos 0s sexos. Esta relagéo foi linear e consistente com
a graduacdo dos quartis. Esta relacdo persiste ap0s ajuste para viéses de confuséo

como tabagismo, hipertensdo arterial, dislipidemia e diabetes. Assim, a elevacdo nos
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niveis plasméticos da PCR parece predizer o risco de isquemias cerebrais e AITs em
idosos, sendo um marcador de prevencdo primaria®> Como a dosagem da PCR é
simples e acessivel, o uso deste marcador pode ajudar a identificar pessoas com maior
risco de eventos isquémicos cerebrais futuros, intensificando-se nestes pacientes os
controles de fatores de risco e o uso de medicagcdes como antiadesivos plaquetarios,

estatinas e anti-hipertensivos.
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Objetivos

1. Objetivo Principal:
- Determinar o perfil de liberacdo seqiencial de mediadores de disfuncéo
endotelial (VCAM-1 e ET-1) em pacientes apresentando sindromes cerebrovasculares

agudas (AIT e AVC completo).

2. Objetivos Secundarios:

- Comparar em trés momentos sequenciais (admissado, 7 dias e trés meses) a
elevacdo dos niveis plasmaticos de VCAM-1 e ET-1 em pacientes com AIT e AVC
completo.

- Correlacionar os niveis de VCAM-1 e ET-1 com os déficits clinicos

neurologicos.
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Abstract
Background: Inflammatory and endothelial dysfunction markers such as vascular cell

adhesion molecule (VCAM)-1 and endothelin (ET)-1 have been implicated in
cerebrovascular syndromes but are poorly described regarding their temporal behavior
according to stroke sub-types in humans.

Objectives: To determine levels of VCAM-1 and ET-1 in patients with acute cerebral
ischemia (completed stroke and transient ischemic attack (TIA)) in three sequential
moments.

Patients and Methods: Thirty-nine patients with a first episode (34 stroke and 5 TIA)
were consecutively included in the study. Degree of functional impairment was evaluated
by means of the modified National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS), and the
Barthel-Index (BI). Blood samples to measure plasma levels of VCAM-1 and ET-1 by
enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) were taken up to 72 hours of the acute
event, at 7 and 90 days.

Results: In the whole group of patients, age was 63.6 + 15.5 years; 54% male. Mean

initial NIHSS score was 8 = 7; at 3 months Bl was 88 + 26. Although levels of both
markers were already initially elevated globally, levels of ET-1 (pg/ml) were significantly
higher in TIA patients compared to stroke patients, at all time-points (2.97 + 0.66; 3.30 +
1.37; 2.81 + 0.82 versus 2.12 + 0.77; 2.05 + 1.03; 1.90 + 0.68 at admission, 7 and 90
days, respectively, all p = 0.02). VCAM-1 levels were similar in both TIA and stroke
patients.

Conclusions: Higher plasma levels of ET-1 in patients with TIA suggests different
physiopathological mechanisms involving vascular endothelial cells in brain ischemia,

according to different stroke subtypes.
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Introduction

Inflammatory processes have increasingly been shown to be involved in the
process of atherogenesis'? ;in fact, the atherosclerotic process may be viewed as a
highly specific cellular and molecular inflammatory response®®, which has been thought
to be also important in the pathogenesis of cerebrovascular diseases®”’.

Following vascular injury, the expression of adhesion molecules in the surface of
the vascular endothelium is considered an early and critical step related to
atherothrombotic processes, allowing for inflammatory cells to adhere and transmigrate
the vascular wall*®. It has been shown that following experimental cerebral ischemia,
cerebral endothelial cells express adhesion molecules such as intercellular adhesion
molecule (ICAM)-1, vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1 and E-selectin®. In fact,
experimental studies have demonstrated massive leukocyte extravasation at sites of
cerebral ischemia even within the first hours of the process'®!*: this could be mediated
by adhesion molecules. Accordingly, experimental data indicate that blocking adhesion
molecules activity, therefore diminishing the local inflammatory reaction, could be
beneficial in the course of stroke™?.

Most adhesion molecules are not only expressed on cell surfaces but are also
released into the circulation following subsequent shedding from the cell surface®.
Measurement of circulating levels of these molecules may be viewed as biological
assessment of atherogenesis, of endothelial dysfunction and/or inflammation which has
been extensively studied in the context of coronary artery disease and cardiovascular
risk factors™?*’, but also in cerebrovascular disease®”*#*°. While prior studies in stroke
patients have found elevated levels of different adhesion molecules, including VCAM-
17,18,20

, it remains poorly explored whether circulating levels of adhesion molecules have

different profile comparing transient ischemic attack (TIA) and completed stroke.
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Endothelin (ET)-1, a potent vasoconstrictor peptide, released by endothelial cells
under a variety of pathogenic insults, is well recognized as a marker of severity in
cardiovascular disease, indicating marked endothelial dysfunction®®. Endothelin-1
vasoconstrictor activity has been extensively investigated in experimental models of
cerebral ischemia. Interestingly, both deleterious and neuroproctective actions have
been postulated in this setting. In one hand, intense vasoconstriction ET-1-related has
been shown to cause further cerebral tissue damage because of prolonged ischemia in
rat models of cerebral infarct®. Other investigators have shown that topical application of
exogenous ET-1 to ischemic cortex led to reduced transfer coefficient of small
hydrophilic molecules across the blood-brain barrier and promoted improved
microvascular oxygen supply/consumption balance during focal cerebral ischemia®.
Despite several experimental studies on ET-1 and cerebral ischemia, reports regarding
its profile and potential role in humans are limited. Little is known regarding ET-1 and
different stroke types.

Thus, cellular and molecular mechanisms are likely involved in the pathogenesis
of acute cerebrovascular syndromes, through inflammatory mediators and endothelial
dysfunction markers, such as VCAM-1 and ET-1, respectively. Little is known of the
longitudinal behavior of these molecules in the setting in stroke in humans, particularly
regarding differences between TIA and completed stroke, which could have implications
in the distinct pathogenetic mechanisms involved in either presentation. Therefore, in the
present study we prospectively determined levels of VCAM-1 and ET-1 in patients with
completed ischemic stroke and TIA sequentially within the first 3 months after the acute

event.
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Subjects and Methods
Study population

Thirty-nine consecutive patients with clinical symptoms of cerebral ischemia were
included in the study at their admission to the Hospital de Clinicas de Porto Alegre and
Hospital M&e de Deus, Porto Alegre, RS, Brazil. The study included patients within 72
hours after onset of symptoms and only with a first ever ischemic stroke episode.
Diagnosis was based on history, initial and follow-up neurological examinations and
radiological examination using computed tomography (CT).

Cerebral ischemia was classified as follows: 1) neurological deficit with duration
of < 24 h was designated as TIA, 2) if deficits persisted for >24 h, the patient was
classified as having a completed stroke. Stroke etiology was defined by Trial of Org
10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) criteria: 1) cardioembolic, 2) large vessel
disease, 3) small vessel disease, 4) undeterminated causes®. The affected vascular
territory was defined on the basis of cranial CT scans. If neuroimaging did not show any
recent vascular lesion, classification was based on clinical findings. Each patient
underwent a diagnostic workup that included Doppler ultrasonic examination of cervical
vessels, echocardiography, electrocardiography, and laboratory biochemical analysis
which included screening for vasculitis and coagulopathies. Clinical examination and
blood sampling (to measure VCAM-1 and ET-1 levels) were performed at study entry (up
to 72h after onset symptoms - admission), 7 days and 3 months. At each time point,
scores were assessed according to the National Institutes of Health Stroke Scale
(NIHSS) (no disability = 0). The Barthel Index (Bl)(no disability = 100) was performed at
day seven and at three months. In TIA patients, when the first blood sample was

collected, neurological symptoms had already disappeared. Risk factors for stroke were
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elicited from the patient’s history, physical examination, previous hospital records and
laboratory analysis.

Exclusion criteria consisted of previous stroke, intracranial bleeding, presence of
infections, other inflammatory or malignant disease, conditions associated with tissue
injury (myocardial infarction or major surgical procedures) within the last year, or
immunosuppressive treatment. Patients with radiological evidence of previous stroke
were also excluded from the study.

The study was approved by the ethics committee of both institutions and was
carried out according to the principles of the Declaration of Helsinki and the institutional

guidelines. Informed consent was obtained from all patients before study entry.

Blood Sampling and Quantification of VCAM-1 and ET-1

Venous blood (15ml) was drawn to an ethylenediamine tetraacetic acid or citrate-
containing tube. Samples were centrifuged and plasma was stored frozen at —70° C for
subsequent blind analyses performed simultaneously for all samples. Prior to ET-1
measurement assay, extraction of ET-1 was performed using a centrifugal evaporator
(Savant Instruments, Farmingdale, New York, NY, USA) after plasma-solvent dilution
(40:5:1) of acetone, water and hydrochloric acid. Assays were carried out immediately
after extraction. ET-1 and VCAM-1 were measured in duplicate samples by enzyme-
linked immunoabsorbent assay (ELISA) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
(sensitivity < 2.0 ng/ml for VCAM-1; sensitivity < 1.0 pg/ml for ET-1).
Statistical analysis

Continuous variables are express as mean * standard error. Categorical
variables are expressed as percentage. Statistical analyses were performed using SPSS
for Windows, version 10 and SAS statistical software with the intention of: 1) to study

VCAM-1 and ET-1 levels over time after stroke, and 2) to identify differences in VCAM-1
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and ET-1 levels depending on stroke subtypes. For these purposes, two-way ANOVA for
repeated measures was used to compare variables overtime in both types of stroke
regarding differences within groups and between groups followed by post-hoc analysis
using Student-Newman-Keuls test. Remaining comparisons between groups regarding
continuous variables were performed using t test and chi-square for categorical

variables, respectively. Significance was established at p < 0.05.
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Results
Clinical and Neurological Characteristics of Patients

Of the 39 patients (age 62.6 + 15.5 years), 21 were men and 18 were women.
Thirty-four patients presented with completed stroke and 5 with TIA. Four events were
categorized as cardioembolic, 31 as non-cardioembolic (atherothrombotic of large or
small vessels) and four were of undetermined origin. In average, patients were included
in the study within 35 + 14h of onset of symptoms. Hypertension, smoking and
hypercholesterolemia were the most frequent cardiovascular risk factors found in the
patients studied, similarly observed in both types of stroke. Up to three months, only one
patient that had TIA died. Table 1 illustrates clinical demographics of patients.

At study entry, 20 patients were taking aspirin; patients with hypertension were
receiving angiotensin-converting enzyme inhibitors, diuretics, beta-blockers and/or
calcium channel blockers. Patients with diabetes were receiving sulphonylurea
preparations and/or biguanides. No patient was receiving statins upon inclusion. In
follow-up visits, to all patients statins were prescribed. Only five patients with completed
stroke received oral anticoagulation. At discharge, with the exception of orally
anticoagulated patients, all patients received aspirin or ticlopidine prescriptions. Overall,
patients were treated according to established guidelines for the management of

stroke?.

Levels of VCAM-1
There was no significant difference in the levels of VCAM-1 at admission, 7 and
90 days after the ischemic event in the whole group of patients. Also, VCAM-1 levels did

not show significant difference comparing patients with completed stroke and TIA in the
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three moments analyzed, although a trend towards higher levels at three months was
observed in patients with completed stroke compared to TIA patients (p = 0.09). Table 2.
Figure 1. No correlation was found between VCAM-1 levels at all time points and
severity of clinical symptoms evaluated by Bl and NIHSS (values for r varied from -0.33

t0 0.20, p >0.05).

Levels of Endothelin-1

Endothelin-1 levels did not show any significant variability overtime in group of
patients as a whole. Table 2. However, ET-1 levels were different according to the type
of cerebral ischemia. We have found that patients with TIA showed significant higher
levels of ET-1 than patients with completed stroke, in all analyzed periods. Differences
within each group overtime were not observed. Table 2. Figure 2. No significant
correlation was observed between levels of ET-1 and Bl and NIHSS (values for r varied
from —0.25 to 0.16, p >0.05). At three months, in the whole group there was a trend

towards higher ET-1 levels in patients with cardioembolic etiology (p = 0.09).
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Discussion

Increasing evidence indicates that immunoinflammatory aspects and features of
endothelial dysfunction may be similarly important in cerebrovascular events as already
well established in cardiovascular atherothrombotic events®”?%. Several cellular and
molecular events take place in these processes; however, little is known how specific
players, such as adhesion molecules and ET-1 behave in the setting of cerebral
ischemic episodes in humans. In this study, we sought to determine the pattern of
circulating levels of VCAM-1 and of ET-1 in patients suffering a first acute
cerebrovascular ischemic event in three sequential moments and compared whether
there were differences related to subtypes of stroke, that is: TIA and completed stroke.
We showed that overall, in the whole group of patients, levels of both markers did not
change over time (admission, 7 and 90 days), but ET-1 levels were higher in patients

presenting with TIA compared to patients with completed stroke.

Inflammatory aspects related to cerebral ischemia

Cerebral ischemia produces activation of endothelial cells that can lead to the
expression of adhesion molecules such as VCAM-1, which can be released into the
blood”*. In in vitro experimental models of cerebral ischemia, cerebral endothelial cells
express high levels adhesion molecules °. In knockout mice lacking ICAM-1 gene, infarct
volume was significantly reduced after transient middle cerebral artery occlusion
compared with normal animals®®. However, in humans the evidence that inflalmmatory
adhesion molecules are upregulated in patients with ischemic stroke is contradictory.
Different studies have measured circulating VCAM-1 molecules in the peripheral blood

18-20,31-36

of patients in samples taken within 12 to 72 hours after stroke onset showing

contradictory results.
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We have prospectively determined levels of VCAM-1 in patients with TIA and
completed stroke within 3 months after onset of neurological symptoms to define their
circulating pattern in the two clinical presentations. Although we did not determine
control values, levels were elevated upon arrival at the hospital, according to studies
from other investigators who measured VCAM-1 in normal control individuals (in average
< 670 ng/ml) ***" and data from our own group that also demonstrated control values in
average 734 + 97 ng/ml**. The observed levels of VCAM-1 in our patients with acute
cerebral ischemia, possibly indicates activation of the vascular endothelium in this
setting. We could not find differences in values of this marker comparing admission, 7
and 90 days following the ischemic event, except for a trend towards higher levels at
three months in patients with completed stroke. Thus, we could not define the precise
moment in which increase in VCAM-1 levels begin in the course of stroke (our entry
period was up to 72 h from onset of symptoms) nor at which point they finally reach
control-like values, following resolution of the acute event. Finally, we could not find
significant differences in VCAM-1 levels between patients with completed stroke and
those with TIA, nor did others'®?°, except as mentioned above, by a trend towards higher
levels at three months in patients with completed stroke. This latter finding could simply
reflect a more evident total atherosclerotic inflammatory burden in patients with
completed stroke, as others have already indicated®®, not necessarily related to the

cerebrovascular event itself.

Levels of ET-1in cerebral ischemia

Role of endothelins in brain physiology are unclear, however considering its
intense vasoconstrictor activity, one might assume that increased levels of ET-1 could

induce distal hypoxia (ischemic-tissue damage). In fact, taking together observations
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regarding ET-1 in cerebral ischemia, higher levels are generally associated with more
severe involvement®“!, Accordingly, previous studies have shown that ET-1 levels are
significantly higher in the cerebrospinal fluid of patients with large cortical infarctions
than in patients with smaller subcortical lesions*’. Ziv et al. reported that ET-1 plasma
levels in stroke patients with more severe neurological impairment tended to be higher
than those in patients with a milder disorder®.

In this study, similarly to VCAM-1 levels, ET-1 levels did not change significantly
over time in the whole group of patients but were initially elevated, compared to values
obtained from control individuals in prior studies from our group***. The significance of
increased release of ET-1 during cerebral ischemia is not clear. It could be viewed either
as a cause or consequence-event related to the vascular injury acute process or as
others have indicated, merely reflecting atherosclerosis involvement*. Furthermore,
once ET-1 is upregulated in the setting of stroke, Kobari et al. sugest that dose-
dependent ET-1 could exert dual effects on vasculature and on neurons: constrictive
(low-dose) and vasodilatatory (high-dose), through the induction of nitric oxide synthesis,

probably by the endothelium®.

When we analyzed ET-1 levels according to the type of cerebral ischemia we
have found that patients with TIA showed significant higher levels of ET-1, in average
30-40% increase, than patients with stroke in the three moments of assessment. This
observation suggests different physiopathological mechanisms involving endothelial
cells in brain ischemia. Ischemic pre-conditioning mechanism has been recently
demonstrated in cerebrovascular injury, whereby prior TIA episodes would favor less
devastating stroke consequences in the future. The exact cellular and molecular
mechanisms involved in this process are under investigation*®*’. Protective pathways

related to flow-mediated mechanisms®® could involve ET-1 vasoconstrictor actions.
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Moreover, an attractive hypothesis for higher levels of ET-1 in TIA patients compared to
patients with completed stroke, could link it to a yet another potential neuroprotective
mechanism of ET-1 as postulated by Narayanan et al. In their experimental study, it was
observed that exogenous ET-1 improves microvascular oxygen balance during focal
cerebral ischemia because ET-1 caused a redistribution of available blood flow and
possibly improved metabolism within the ischemic region. Thus, exogenous endothelin
may vasoconstrict the relatively higher flow parts of the ischemic cortex, redistributing
the blood flow within the ischemic area®. Yet another possible beneficial effect of ET-1
in cerebral ischemia, refers to the fact that cerebral ischemia increases the transfer of
small hydrophilic molecules. Topical application of ET-1 in the ischemic cortex
attenuates the degree of increase in the transport of small hydrophilic molecules across

the blood-brain barrier, sparing non ischemic regions®.

Increased ET-1 levels in TIA patients may also represent a response to ischemia-
reperfusion mechanism®. It is well known that reperfusion occurs following dissolution of
emboli®’. Interestingly, we observed a trend towards higher ET-1 levels in patients with
cardioembolic etiology (irrespective of stroke sub types), which is in accordance with
findings by others*. However, it has been described that anticoagulation may increase
levels of ET-1; in our patients, all cases with cardioembolic etiology were anticoagulated.
It could also be plausible that during TIA, the vascular wall reacts to injury by means of
marked vasoconstriction, whereby ET-1 appears as major mediator. As to the relevance
of this mechanism in humans, one could speculate that by limiting or abolishing
formation of ischemic core (neuron death), as observed in TIA%, higher levels of ET-1
would be more likely associated with transient symptoms and less to permanent cerebral

damage. However, while ours are descriptive data, experimental studies are needed to
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address cause-effect mechanistic issues involving ET-1 in cerebral ischemia, comparing

different stroke sub-types.

Study limitations
The absence of control values for the molecules of interest leaves a certain
degree of uncertainty as how elevated levels in fact were. However, compared to several
published data available dealing with the same commercially available ELISA kits, our

14.19.204353 = Also, the time frame of

values were well above normal-expected figures
assessments, up to three months, may not have been sufficient to allow levels to return
to basal levels (lower than initial, admission levels). Therefore we cannot ascertain the
time course of these molecules in cerebral ischemia in a three months period of
observation. Finally the reduced number of patients presenting with TIA demands careful
conclusions regarding differences observed in ET-1 levels in this group of patients.

Nonetheless, differences were consistently observed in the three moments of

assessments.

Conclusions

We have showed that in patients with after an acute cerebrovascular event, there
is increase in VCAM-1 and ET-1 levels, indicating immunoinflammatory activity and
endothelial dysfunction as part of the process. Moreover, while VCAM-1 levels were
equally elevated in patients with complete stroke or with TIA, ET-1 levels were higher in
patients with TIA. Pathogenesis of completed stroke and TIA bare some important
differences that could account for the main finding of the present study. Completed
stroke is mainly dependent of a ruptured atherothrombotic lesion with or without embolic
phenomenon. TIA is mostly dependent of a focal vessel transient occlusion secondary to

distal embolization®’. Both VCAM-1 and ET-1 expression may signal these differences.
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While these are descriptive, small-sample derived data, it suggests that vascular
endothelium pathogenetic changes are not equally comparable in the development of
different cerebrovascular syndromes. Further studies, both with larger number of
patients as well as experimental models are necessary to explore in depth these newly

made observations.
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Table 1. Clinical Data of the Study Population (n = 39)

Completed

Stroke TIA p
n 34 5
Age (years) 64 +13 53+ 23 0,42
Sex (M/F) 18/16 3/2 0.57
Hypertension, n (%) 29 (85) 3 (60) 0.21
Current Smoking, n (%) 18 (52) 3 (60) 0.58
Hypercholesterolemia, n (%) 16 (47) 2 (40) 0.57
Family History, n (%) 6 (17) 1 (20) 0.65
Diabetes Mellitus, n (%) 13 (38) 1 (20) 0.4
Previous Cardiac Disease
-Atrial Fibrillation, n (%) 3(9) 0 0.65
-Coronary Artery Disease, n (%) 2 (6) 0 0.76
Oral Contraceptives, n(%) 1(3) 0 0.87
Migraine, n (%) 2 (6) 0 0.76
NIHSS (admission) 9+7 0 -
NIHSS (7 days) 87 0 -
NIHSS (3 months) 5+6 0 -
Barthel Index (7 days) 55 + 37 100 -
Barthel Index (3 months) 87 + 27 100 -
TOAST -
-Cardioembolic, n (%) 3(9) 1 (20) -
-Large vessel disease, n (%) 14 (41) 1 (20) -
-Small vessel disease, n (%) 16 (47) 0 -
-Indeterminate, n (%) 1(3) 3 (60) -

Continuous variables are expressed as mean + SD
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Table 2. Levels of ET-1 and VCAM-1 in the three moments analyzed

55

All Completed Stroke TIA p*
(n=39) (n=34) (n=5)

VCAM-1 (admission) 758 + 240 772 + 241 662 + 240 0.34
VCAM-1 (7days) 857 +317 865 + 299 809 + 457 0.72
VCAM-1(3 months) 853 + 338 892 + 334 582 + 241 0.09
p** 0.60 0.34 0.78

ET-1 (admission) 2.23+0.80 212 +0.77 2.97 + 0.66 0.02
ET-1 (7 days) 222 +1.14 2.05 +1.03 3.30 + 1.37 0.02
ET-1 (3 months) 2.02 +0.75 1.90 + 0.68 2.81 +0.82 0.02
p** 0.37 0.86 0.61

Values are mean = SD; ET-1 expressed in pgl; VCAM-1 expressed in ng/ml

p* indicates differences comparing completed stroke and TIA

p** indicates comparison along the time points for each marker
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Figure 1. VCAM-1 levels in completed stroke and in TIA in all time points. Two way
ANOVA for repeated measures: no statistically significant differences were observed
within each group or between groups overtime. No interaction between time and groups
was observed. * p value > 0.05 for comparison between groups in all time points. Note: at

each time point, only available complete data for each patient were analyzed.

Figure 2. Endothelin-1 levels in completed stroke and in TIA in all time points. Two way
ANOVA for repeated measures: endothelin-1 levels in TIA patients were significantly
higher than in patients with completed stroke in all time points. No differences were
observed within each group overtime and there was no interaction between time and
groups. * p value = 0.01 for comparison between groups. Note: at each time point, only

available complete data for each patient were analyzed.
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Resumo
Introducdo: Marcadores inflamatorios e de disfuncdo endotelial como a molécula de
adesao vascular (VCAM)-1 e a endotelina (ET)-1 tém sido implicados em sindromes
cerebrovasculares, mas sdo pobremente descritos considerando seu comportamento
temporal de acordo com os subtipos de doencga cerebrovascular em humanos.
Objetivos: Determinar os niveis de VCAM-1 e ET-1 em pacientes com AVC isquémico
agudo (AVC completo e acidente isquémico transitério (AIT)) em trés momentos
sequenciais.
Pacientes e Métodos: Trinta e nove pacientes com primeiro evento isquémico (34 com
AVC completo e 5 com AIT) foram incluidos de forma consecutiva neste estudo. A
gravidade dos déficits funcionais foi avaliada através do National Institutes of Health
Stroke Scale (NIHSS) e o indice de Barthel (IB). Amostras de sangue para a
mensuracao plasmatica dos niveis de VCAM-1 e ET-1 através do método de enzima-
imunoensaio (ELISA), foram coletadas até 72h do inicio dos sintomas, 7 dias e 90 dias
apos.
Resultados: Em todo o grupo, a idade foi de 63,6 + 15,5 anos; 54% eram homens. A
média na escala do NIH foi de 8 + 7 na admisséo dos pacientes; apds 3 meses o IB foi
88 £ 26. Embora os niveis de ambos os marcadores estivessem elevados desde o
inicio, os niveis de ET-1(pgtl) foram significativamente maiores nos pacientes com AIT
guando comparados com AVC, em todos os pontos (2,97 + 0,66; 3,30 + 1,37; 2,81 +
0,82 versus 2,12 + 0,77; 2,05 + 1,03; 1,90 + 0,68 na admisséo, sete dias e trés meses
respectivamente, p = 0,02). Niveis de VCAM-1 (ng/ml) foram similares nos dois grupos

de pacientes.
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Conclusfes: Niveis mais elevados de ET-1 em pacientes com AIT sugerem
mecanismos fisiopatoldgicos distintos do endotélio vascular durante a isquemia cerebral

de acordo com os diferentes subtipos de AVC.
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Introducéo

Os processos inflamatérios tem sido cada vez mais implicados na patogénese
da aterosclerose'?;de fato, o processo aterosclerético pode ser visto como uma
resposta inflamatéria celular e molecular®®. Estes mecanismos também parecem ser
importantes na patogénese das doencas cerebrovasculares®’.

Apés a lesdo vascular, a expressdao de moléculas de adesdo na superficie do
endotélio vascular é considerada uma etapa precoce e critica relacionada aos
mecanismos aterotrombdéticos, permitindo a aderéncia e transmigracdo das células
inflamatérias na parede vascular®®. Em experimentos de isquemia cerebral, as células
endoteliais cerebrais expressam moléculas de adesdo como a molécula de adeséo
intercelular (ICAM)-1, molécula de ades&o vascular (VCAM)-1 e E-seletina’. Estudos
experimentais tém demonstrado marcado extravasamento de leucécitos nos sitios de
isquemia cerebral mesmo ap6s poucas horas de inicio do processo'®*: o qual poderia
ser mediado pelas moléculas de adesédo. Neste sentido, dados experimentais indicam
gue o blogueio da atividade das moléculas de adeséo reduz a reacédo inflamatéria local
cerebral, o que pode ser benéfico no curso do acidente vascular cerebral (AVC)*2.

A maioria das moléculas de adesdo € expressa somente na superficie celular,
mas elas também podem ser liberadas na circulacdo sanguinea ap6s serem clivadas da
superficie celular'®. Mensuracdes dos niveis plasmaticos destas moléculas podem ser

vistas como uma avaliagdo da aterogénese, de disfungéo endotelial eou inflamagao as

guais tém sido extensivamente estudadas no contexto da doenca arterial coronariana,

14-17 6,7,18,19

fatores de risco cardiovasculares , € também nas doengas cerebrovasculares
Embora estudos prévios em pacientes com AVC tenham encontrado elevacdo nos

niveis das diferentes moléculas de ades&o, incluindo VCAM-1"*%?°  permanece pouco
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entendido se o0s niveis plasmaticos destas moléculas tém diferentes perfis quando
comparados acidente isquémico transitorio (AIT) e AVC completo.

A endotelina (ET)-1, um potente peptideo vasoconstritor, € liberada pelas células
endoteliais sob uma grande variedade de insultos patogénicos. Esta é considerada um
marcador de severidade em doenca cardiovascular, indicando marcada disfuncéo
endotelial®*?. A atividade vasoconstritora da ET-1 tem sido extensivamente investigada
em modelos experimentais de isquemia cerebral. Interessantemente, a ET-1 tem sido
descrita como capaz de acdes deletérias e também neuroprotetoras dentro do contexto
neurovascular. De um lado, a intensa a¢édo vasoconstritora da ET-1 pode causar dano
adicional ao tecido cerebral devido a isquemia prolongada deste tecido como observado
em modelos de ratos®*. Outros investigadores porém, tém demonstrado que a aplicacdo
topica exdgena de ET-1 no cortex isquémico leva a reducdo do coeficiente de
transferéncia de pequenas moléculas hidrofilicas ao longo da barreira hemato-
encefédlica e promove aumento do balanco entre o suprimento microvascular de
oxigénio/consumo durante a isquemia cerebral®®>. Apesar destes diversos estudos
experimentais envolvendo ET-1 e isquemia cerebral, permanece indefinido o seu perfil e
potenciais funcdes em humanos. Pouco é conhecido a respeito dos niveis de ET-1 nos
diferentes tipos de AVC.

Assim, tanto mecanismos celulares e moleculares parecem estar implicados na
patogénese das sindromes vasculares cerebrais envolvendo mediadores inflamatérios e
marcadores de disfuncdo endotelial, como a VCAM-1 e ET-1, respectivamente. Pouco é
conhecido do comportamento longitudinal destas moléculas no contexto das doencgas
cerebrovasculares em humanos, particularmente no que se refere as diferencas entre
AIT e AVC completo, diferencas estas que podem ter implicagfes nos seus diferentes

mecanismos patogenético envolvidos. Portanto, no presente estudo determinamos

prospectivamente os niveis plasmaticos de VCAM-1 e ET-1 em pacientes com AVC
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completo e AIT de forma seqlencial dentro dos 3 primeiros meses ap0s 0 evento

agudo.
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Materiais e Métodos
Populacdo em estudo

Trinta e nove pacientes consecutivos com sinais clinicos de isquemia cerebral
foram incluidos no estudo na sua admissdo no Hospital de Clinicas de Porto Alegre e
Hospital M@e de Deus, Porto Alegre, RS, Brasil. O estudo incluiu pacientes com até 72h
do inicio dos sintomas e somente apresentando um primeiro evento isquémico cerebral.
O diagnostico foi definido com base na histéria clinica inicial e seguimento dos exames
neuroldgicos e exames radiolégicos usando a tomografia computadorizada (TC).

O tipo de AVC (completo ou AIT) foi classificado da seguinte forma: 1) déficit
neurolégico com duragao < 24 h foi definido como AIT, 2) se o déficit persistiu por > 24h,
0 paciente foi classificado como tendo AVC completo. A etiologia do AVC foi definida
pelos critérios do Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST): 1)
cardioembdlico, 2) aterotrombético de grandes vasos, 3) aterotromboético de pequenos
vasos, 4) causa indeterminada . O territ6rio vascular afetado foi definido segundo a TC
de cranio. Se a neuroimagem nao mostrasse qualquer lesdo vascular recente, a
classificacdo era baseada em achados clinicos e exame neuroldgico. Cada paciente foi
submetido a um conjunto de exames diagndésticos que incluiu ecografia com Doppler
dos vasos cervicais, ecocardiografia, eletrocardiograma, analises bioquimicas
laboratoriais, as quais incluiram investigacdo para vasculites e coagulopatias. O exame
clinico e a coleta das amostras de sangue (para medir VCAM-1 e ET-1) foram
realizados na entrada no estudo (até 72h do inicio dos sintomas — admisséo), 7 dias e 3
meses. Em cada ponto analisado, os déficits clinicos foram graduados de acordo com o
National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) (nenhum déficit = 0). O indice de
Barthel (Bl)(nenhum déficit = 100) foi aplicado no sétimo dia e em trés meses. Nos

pacientes com AIT, quando foi realizada a primeira coleta, os sintomas neuroldgicos ja
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haviam desaparecido. Fatores de risco para AVC foram obtidos através da anamnese,
exame fisico, registros de internacdes prévias e andlises laboratoriais.

Os critérios de exclusdo consistiram de AVC prévio, sangramento cerebral,
presenca de infec¢des, outras doencas inflamatérias ou malignas, e condi¢des
associadas a lesao tecidual (infarto do miocéardio ou procedimentos cirirgicos maiores)
dentro do Ultimo ano, ou tratamento com imunossupressores. Os pacientes com achado
radioldgico de AVC isquémico prévio foram também excluidos do estudo.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética de ambas as instituicdes e foi
executado de acordo com os principios da Declaracdo de Helsinki e normas
institucionais. Foi obtido consentimento informado de todos os pacientes previamente a

inclusdo no estudo.

Amostras de Sangue e Quantificacdo de VCAM-1 e ET-1

Foi coletado sangue venoso (15ml) e colocado em um tubo contendo citrato ou
acido etilenodiamina tetraacético. As amostras foram centrifugadas e o plasma foi
congelado a —70° C para subseqiente analise cega realizada simultaneamente em
todas as amostras. Antes da andlise da ET-1, a sua extracdo foi realizada usando uma
centrifuga com evaporacdo (Savant Instruments, Farmingdale, New York, NY, EUA)
depois da diluicdo do plasma com solvente (40:5:1) de acetona, agua e acido cloridrico.
As analises foram determinadas imediatamente apos a extragdo. Tanto a ET-1 como a
VCAM-1 foram medidas em duplicatas por enzima-imunoensaio (ELISA) (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA) (sensibilidade < 2,0 ng/ml para VCAM-1; sensibilidade < 1,0

pg/Mml para ET-1).
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Analise estatistica

As variaveis continuas foram expressas como média + desvio-padrdo. As
variaveis categoricas sdo expressas como porcentagem. A analise estatistica foi
realizada usando a versdo 10 do programa SPSS para Windows e o programa SAS
com a intencdo de: 1) estudar os niveis de VCAM-1 e ET-1 ao longo do tempo apés o
evento cerebral, e 2) identificar diferencas nos niveis de VCAM-1 e ET-1 de acordo com
os tipos de AVC. Com este prop6sito, ANOVA de dupla entrada para medidas repetidas
foi usada para comparar variaveis ao longo do tempo em ambos os tipos de AVC
considerando as diferencas dentro dos grupos e entre 0s grupos, seguido por uma
analise post-hoc usando o teste de Student-Newman-Keuls. Demais comparacdes entre
grupos foram realizadas usando teste t para variaveis continuas e qui-quadrado para
variaveis categoricas, respectivamente. O nivel de significancia foi estabelecido em p <

0,05.
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Resultados
Caracteristicas Clinicas e Neuroldgicas dos Pacientes

Dos 39 pacientes (idade 62,6 + 15,5 anos), 21 eram homens e 18 mulheres.
Trinta e quatro pacientes apresentaram-se com AVC completo e 5 com AIT. Quatro
eventos foram categorizados como sendo cardioembdlicos, 31 como nao
cardioembdlicos (aterotromboéticos de grandes ou pequenos vasos) e quatro eventos
foram de origem indeterminada. Em média, os pacientes foram incluidos no estudo
dentro de 35 + 14 horas do inicio dos sintomas. Os fatores de risco cardiovasculares
mais prevalentes foram hipertenséo, tabagismo e hipercolesterolemia, observados em
ambos os tipos de AVC. Até o final do seguimento (3 meses), observamos somente um
desfecho (morte), ocorrido no grupo do AIT. Tabela 1 apresenta as caracteristicas
demograficas dos pacientes.

Vinte pacientes ja vinham em uso de aspirina ao ingressar no estudo. Pacientes
com hipertensdo usavam inibidores da enzima conversora da angiotensina, diuréticos,
beta-bloqueadores e/ou bloqueadores dos canais de calcio. Pacientes com diabete
melito estavam recebendo preparacdes de sulfoniluréia e/ou biguanidas. Nenhum
paciente fazia uso de estatinas antes da inclusdo. No seguimento, estatinas foram
prescritas para todos o0s pacientes. Somente cinco pacientes com AVC completo
receberam anticoagulacdo oral, todo o restante recebeu aspirina ou ticlopidina. O
manejo clinico e o tratamento dos pacientes seguiram-se de acordo com diretrizes para

manejo do AVC %'.

Niveis de VCAM-1
N&o houve diferenga significativa nos niveis de VCAM-1 na admisséo, 7 e 90

dias apdés o evento isquémico no grupo geral de pacientes. Também, os niveis de



69

VCAM-1 ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados os pacientes
com AVC completo e AIT nos trés momentos analisados, embora houvesse uma
tendéncia para niveis mais elevados aos trés meses, observada em pacientes com AVC
completo, quando comparados com os pacientes com AIT (p = 0,09). Tabela 2. Figura
1. Nenhuma correlagdo foi encontrada entre os niveis de VCAM-1 em todos os
momentos analisados e a severidade dos sintomas clinicos avaliados por IB e NIHSS

(valores de “r’ variaram de -0,33 a 0,20; p > 0,05).

Niveis de ET-1

No grupo total, os niveis de ET-1 ndo apresentaram qualquer variabilidade ao
longo do tempo. Entretanto, os niveis de ET-1 foram diferentes conforme o tipo de
isquemia cerebral. Os pacientes com AIT apresentaram niveis significativamente mais
elevados de ET-1 do que nos pacientes com AVC completo, em todos 0s momentos
analisados. Tabela 2. Figura 2. Nenhuma correlacdo significativa foi observada entre
niveis de ET-1 e IB e NIHSS (valores de “r’ variaram de —0,25 a 0,16, p >0,05). Em trés
meses, no grupo como um todo houve uma tendéncia para niveis maiores de ET-1 em

pacientes com etiologia cardioembdlica (p = 0,09).
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Discusséo
Evidéncias crescentes indicam que aspectos imunoinflamatérios e disfuncao
endotelial podem ser igualmente importantes nas doencas cerebrovasculares como ja

6.7.2829  \/arios eventos

bem definido nos eventos aterotromboéticos cardiovasculares
celulares e moleculares ocorrem nestes processos; entretanto, sabe-se pouco das
funcbes especificas que alguns marcadores, como as moléculas de adesao e ET-1, tém
no contexto da isquemia cerebral em humanos. Neste estudo, procuramos determinar o
padrao dos niveis circulantes de VCAM-1 e ET-1 em pacientes apresentando um
primeiro evento isquémico cerebral agudo em trés momentos sequenciais, e comparar
se existem diferencas relacionadas aos tipos de AVC: AIT e AVC completo. Nos
mostramos que no grupo como um todo, 0s niveis de ambos os marcadores nao
apresentaram mudancas ao longo do tempo (admisséo, 7 e 90 dias); no entanto, 0s

niveis de ET-1 foram mais elevados em pacientes com AIT comparados com AVC

completo.

Aspectos inflamatérios relacionados a isquemia cerebral

A isquemia cerebral produz ativacdo das células endoteliais a qual pode levar a
expressao de moléculas de adesdo como a VCAM-1, que pode ser liberada na corrente

circulatéria”?®.

Em modelos experimentais in vitro de isquemia cerebral, as células
endoteliais cerebrais expressam altos niveis de moléculas de adesdo®. A auséncia do
gene da ICAM-1 em camundongos knockout, reduziu de forma significativa o volume da
area infartada apo6s oclusédo transitéria da artéria cerebral média comparado com
animais normais®. Entretanto, em humanos a evidéncia de gue as moléculas de adeséo

estdo elevadas em pacientes com doencga isquémica cerebral ndo esta bem definida.

Diferentes estudos tém mensurado os niveis circulantes de VCAM-1 no sangue
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periférico de pacientes, sendo as amostras coletadas dentro de 12 a 72h apds o evento
agudo do AVC'®#%*% demonstrando resultados contraditorios.

NOs determinamos prospectivamente os niveis de VCAM-1 em pacientes com
AIT e AVC completo dentro de 3 meses apoés o inicio dos sintomas neuroldgicos para
definir seu padrdo circulatério nestas duas apresentacfes. Apesar de ndo termos
estudado individuos controles, os niveis estiveram elevados desde a admissdo no
hospital, tomando por base os niveis de VCAM-1 mensurados por outros investigadores

1937 & também conforme dados de nosso

em controles normais (em média < 670 ng/ml)
grupo que demonstrou valores em controles em média 734 + 97ngMml**. Os niveis
observados de VCAM-1 em nossos pacientes com isquemia cerebral aguda,
possivelmente indicam uma ativacdo do endotélio vascular neste contexto. Nao
encontramos diferencas nos valores deste marcador comparando-se a admisséo, 7 e 90
dias apds o evento isquémico, exceto por uma tendéncia para niveis mais elevados em
trés meses nos pacientes com AVC completo. Portanto, ndo podemos definir o exato
momento no qual ocorre 0 aumento nos niveis desta molécula no curso do AVC (nosso
periodo de entrada foi até 72 h do inicio dos sintomas) tdo pouco quando do retorno a
valores tido como basais seguindo a resolucao do evento. Finalmente, ndo encontramos
diferencas significativas nos niveis de VCAM-1 entre pacientes com AVC completo e

AIT, assim como outros investigadores®®

, exceto como mencionado acima, por uma
tendéncia para niveis maiores em 3 meses nos pacientes com AVC completo. Este
achado pode simplesmente refletir uma maior evidéncia de atividade aterosclerética

total em pacientes com AVC, como outros ja tém demonstrado®, ndo necessariamente

relacionado ao evento cerebrovascular agudo.
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Niveis de ET-1 na isquemia cerebral

O papel das endotelinas na fisiologia cerebral ndo esta claro, entretanto
considerando sua intensa atividade vasoconstritora, poderia assumir-se que niveis
elevados de ET-1 podem induzir hipoxia distal (dano tecidual isquémico). De fato, de
acordo com o conjunto das observacGes sobre ET-1 e isquemia cerebral, niveis

3941 Neste

elevados estdo geralmente associados com envolvimento mais severo
sentido, estudos prévios tém mostrado que niveis de ET-1 sdo significativamente
maiores no liquor de pacientes com infartos corticais de grandes vasos do que em
pacientes com pequenos infartos subcorticais*’. Ziv et al. descreveram, em pacientes
com AVC, que niveis plasmaticos maiores de ET-1 estiveram associados com déficits
neurolégicos maiores do que em pacientes com déficits menores®.

Neste estudo, semelhante ao que foi encontrado com os niveis de VCAM, os
niveis de ET-1 ndo apresentaram mudancas significativas ao longo do tempo em todo o
grupo, mas foram inicialmente elevados, quando comparados a valores obtidos de
controles individuais normais de estudos prévios do nosso grupo*“:. O significado
deste aumento de liberacdo de ET-1 durante a isquemia cerebral ndo esta claro. Pode
ser visto como causa ou consequéncia relacionada ao processo de lesdo vascular
aguda, ou como outros tém indicado, meramente refletindo o envolvimento
aterosclerético®. Porém, considerando que a ET-1 estd aumentada no contexto das
doencas cerebrovasculares, Kobari et al. sugerem que poderia existir um efeito duplo,
dose-dependente de ET-1 sobre a vasculatura e neurbnios: constritivo (baixa-dose) e

vasodilatador (alta-dose), através da inducdo da sintese de Oxido nitrico, provavelmente

pelo endotélio®.

Quando ndés analisamos os niveis de ET-1 de acordo com o tipo de isquemia

cerebral, encontramos que pacientes com AIT apresentaram niveis significativamente
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mais elevados de ET-1, em media 30-40% de elevacédo, do que os pacientes com AVC
completo, nos trés momentos estudados. Esta observacdo sugere diferentes
mecanismos fisiopatoldgicos relacionados as células endoteliais na isquemia cerebral.
Mecanismos de pré-condicionamento isquémico tém sido recentemente descritos na
leséo cerebrovascular, pelos quais episodios prévios de AIT poderiam favorecer a AVCs
com menores consequéncias devastadoras no futuro. Os exatos mecanismos celulares

4647  Rotas de

e moleculares envolvidos neste processo estdo sendo investigados
protecdo envolvendo mecanismos mediados por fluxo*® poderiam envolver as acdes
vasoconstritoras da ET-1. Entretanto, uma hipdtese atrativa para 0s niveis mais
elevados de ET-1 nos pacientes com AIT quando comparados com pacientes com AVC
completo, poderia levar a outro mecanismo de neuroprotecdo da ET-1 postulado por
Narayanan et al. Em seu estudo experimental , foi observado que ET-1 exdégena
melhorou o balanco de oxigénio microvascular durante a isquemia cerebral focal. Isto se
deve ao fato da ET-1 causar uma redistribuicdo do fluxo sanguineo em questdo e
possivelmente melhorar o metabolismo dentro da &rea isquémica. Assim, a endotelina
exdégena poderia através da vasoconstricdo redistribuir o fluxo sanguineo de regibes de
maior fluxo para baixo fluxo dentro da &area isquémica®. Ainda outro possivel efeito
benéfico da ET-1 na isquemia cerebral refere-se ao fato de que nela ocorre um aumento
na transferéncia de pequenas moléculas hidrofilicas, e a aplicacdo tépica da ET-1 no

cértex isquémico atenua o grau de aumento no transporte destas pequenas moléculas

através da barreira hemato-encefélica, ndo afetando assim regies nao-isquémicas®.

Niveis aumentados de ET-1 nos pacientes com AIT podem também representar
uma resposta aos mecanismos de injaria por reperfusdo® Estd bem definido que a
reperfusdo ocorre seguindo a dissolucdo do émbolo®. Interessantemente, nos

observamos uma tendéncia para niveis maiores em pacientes com etiologia
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cardioembdlica (independente do tipo de AVC), o que esta de acordo com achados por
outros®. Porém, sabe-se que anticoagulantes podem aumentar os niveis de ET-1;
pacientes com etiologia cardioembdlica foram anticoagulados no nosso estudo.
Também poderia ser plausivel que durante o AIT, a parede vascular reaja a injaria por
meio de marcada vasoconstricdo, na qual a ET-1 se apresentaria como 0 maior
mediador. Com relacdo a relevancia clinica deste mecanismo em humanos, outra
especulacdo é de que ET-1 poderia limitar ou abolir a formagcédo do core isquémico
(morte neuronal) como observado no AIT®% niveis mais elevados de ET-1 estariam
associados a eventos transitorios, sem dano cerebral permanente. Entretanto, como
nossos dados sdo descritivos, estudos experimentais sdo necessarios para esclarecer
guestdes dos mecanismos causa-efeito envolvendo a ET-1 na isquemia cerebral e

comparando os diferentes tipos de AVC

LimitacBes do estudo

A auséncia de valores de individuos controle para as moléculas de interesse
leva a certo grau de incerteza em definir que os niveis estavam de fato elevados.
Entretanto, comparando os dados avaliados com valores publicados que usaram o
mesmo kit comercial ELISA, nossos valores estiveram bem acima dos niveis normais
esperados™*1*?%%3%3 Também, o periodo estudado, até trés meses, pode n&o ter sido
suficiente para que os niveis retornassem ao basal (abaixo dos iniciais, considerando os
niveis da admisséo). Assim, nés ndo podemos nos certificar do curso temporal destas
moléculas na isquemia cerebral no periodo de trés meses de observacgdo. Finalmente o
numero reduzido de pacientes com AIT exige conclusdes cuidadosas a respeito das
diferencas observadas nos niveis de ET-1 neste grupo. Contudo, as diferencas foram

consistentemente observadas nos trés momentos avaliados.
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Conclusodes

NO6s mostramos que em pacientes com evento cerebrovascular agudo, existe
aumento nos niveis plasméaticos de VCAM-1 e ET-1, indicando atividade
imunoinflamatéria e disfuncdo endotelial como partes do processo. Além disso,
enquanto os niveis de VCAM-1 estiveram igualmente elevados em pacientes com AVC
completo e AIT, os niveis de ET-1 foram mais elevados em pacientes com AIT. A
patogénese do AVC completo e do AIT apresentam algumas importantes diferencas
gue podem ser as responsaveis pelos achados do presente estudo. O AVC completo é
mais dependente de uma ruptura da lesao aterotrombética com ou sem o fendémeno
embolico associado. JA o AIT é mais dependente de uma oclusdo vascular focal
secundaria a embolizacdo distal®®>. Ambos, VCAM-1 e ET-1, sinalizar tais diferencas.
Estes dados descritivos originados de uma pequena amostra, sugerem que
mecanismos patogenéticos do endotélio vascular ndo sao igualmente comparaveis no
desenvolvimento das diferentes sindromes cerebrovasculares. Estudos adicionais, com
maior nimero de pacientes assim como modelos experimentais sdo necessarios para

explorar mais minuciosamente estas novas observacfes ha doenca cerebrovascular.
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Tabela 1. Caracteristicas Clinicas da Populagdo em Estudo (n = 39)

AVC AlT

Y
n 34 5
Idade (anos) 64 +13 53+ 23 0,42
Sexo (M/F) 18/16 3/2 0,57
Hipertensao, n (%) 29 (85) 3 (60) 0,21
Tabagismo Atual, n (%) 18 (52) 3 (60) 0,58
Hipercolesterolemia, n (%) 16 (47) 2 (40) 0,57
Historia Familiar, n (%) 6 (17) 1 (20) 0,65
Diabete Melito, n (%) 13 (38) 1 (20) 0,4
Doenca Cardiaca Prévia
- Fibrilacéo Atrial, n (%) 3(9) 0 0,65
-Doenca Arterial Coronariana, n (%) 2 (6) 0 0,76
Contraceptivos Orais, n(%) 1(@3) 0 0,87
Enxaqueca, n (%) 2 (6) 0 0,76
NIHSS (admisséo) 9+7 0 -
NIHSS (7 dias) 87 0 -
NIHSS (3 meses) 5+6 0 -
indice de Barthel (7 dias) 55 + 37 100 -
indice de Barthel (3 meses) 87 +27 100 -
TOAST -
-Cardioembodlico, n (%) 3(9 1 (20) -
-Aterotrombotico grandes vasos, n (%) 14 (41) 1 (20) -
-Aterotrombotico pequenos vasos, n (%) 16 (47) 0 -
-Indeterminado, n (%) 1(3) 3 (60) -

Varidveis continuas expressas como média + SD



Tabela 2. Niveis de ET-1 e VCAM-1 nos trés momentos analisados
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Todos AVC Completo AIT p*
(n=39) (n=34) (n=5)
VCAM-1 (admisséo) 758 + 240 772 + 241 662 + 240 0,34
VCAM-1 (7dias) 857 +317 865 + 299 809 + 457 0,72
VCAM-1(3 meses) 853 + 338 892 + 334 582 + 241 0,09
p** 0,60 0,34 0,78
ET-1 (admissao) 2,23 +0,80 2,12 + 0,77 2,97 + 0,66 0,02
ET-1 (7 dias) 2,22 +1,14 2,05+1,03 3,30 +1,37 0,02
ET-1 (3 meses) 2,02 +0,75 1,90 + 0,68 2,81 +0,82 0,02
p* 0,37 0,86 0,61

Valores séo médias + DP; ET-1 expressa em pg/Ml; VCAM-1 expressa em ng/ml.

p* indica diferencas comparando AVC completo e AIT

p** indica comparacao ao longo do tempo nos trés pontos para cada marcador
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Médias ET-1 (pg/ml)
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Figura 1. Niveis de VCAM-1 em AVC completo e AIT em todos 0s momentos. ANOVA
de dupla entrada para medidas repetidas: nenhuma diferenca significativa foi observada
dentro de cada grupo ou entre os grupos ao longo do tempo. N&o se observou interacao
entre tempo e grupos. * p > 0,05 para comparacdo entre grupos em todos 0s momentos.

Nota: em cada momento, somente os dados completos de cada paciente foram analisados.

Figura 2. Niveis de ET-1 em AVC completo e AIT em todos os momentos. ANOVA de
dupla entrada para medidas repetidas: 0s niveis nos pacientes com AIT foram
significativamente maiores do que nos pacientes com AVC completo, em todos o0s
momentos. Nenhuma diferenca foi observada dentro de cada grupo ao longo do tempo e
ndo houve interacdo entre tempo e grupos. *p = 0,01 para comparagdo entre grupos.

Nota: em cada momento, somente os dados completos de cada paciente foram analisados.
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Termo de Consentimento Informado

Titulo: Marcadores de Disfungdo Endotelial em Pacientes com Doenca Vascular
Cerebral Isquémica.

A doencga cerebrovascular conhecida como “derrame cerebral” € uma doenga
grave e a mais comum do sistema nervoso central, sendo importante causa de morte e
de incapacitacao.

Este projeto de pesquisa tem por objetivo estudar os marcadores de disfuncéo
endotelial em pacientes com doenca cerebrovascular isquémica aguda, ou seja,
substancias que possam fornecer informacdes sobre o estado de inflamacéao dos vasos
sanguineos. Sabemos que a inflamagao € um fator muito importante na causa do AVC
Isquémico (“derrame cerebral’), e para podermos preveni-lo precisamos poder
guantificar o grau de inflamacéo.

Para medirmos estas substancias no sangue, faz-se necessario a retirada de
aproximadamente 15 ml de sangue através de uma simples punc¢do na veia do
antebraco com agulha o que pode causar um pequeno desconforto com dor no local da
picada e também uma mancha arroxeada no local que desaparecera mais tarde. Serao
feitas trés coletas de sangue: nas primeiras 24h da chegada ao hospital, no terceiro dia
e no terceiro més apds o inicio do “derrame cerebral”.

O tempo de duracdo do acompanhamento do paciente sera de trés meses,
guando serdo feitas as trés coletas de sangue e a avaliagdo neuroldgica do paciente.
Como nas duas primeiras coletas e avaliagdes, o paciente estara internado no hospital,
sera necessario o deslocamento até o hospital somente para a Gltima coleta e avaliagdo
neurologica.

Desejamos com esta pesquisa entender novas causas de doenca

cerebrovascular e com isso reduzir o numero de pessoas que sofrem desta doenca ou
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possam ter novos “derrames cerebrais”, reduzindo o numero de mortes e sequielas por
esta doenca.

Fica assegurado ao paciente, o direito de ndo participar ou de se retirar desta
pesquisa, a qualqguer momento, sem que isto represente qualquer tipo de prejuizo para
o seu atendimento médico hospitalar. Também asseguramos que o nome do paciente

ou as informagdes obtidas sera guardado no mais completo sigilo.

Eu, , concordo em

participar da pesquisa “Marcadores de Disfun¢cdo Endotelial em Pacientes com Doenca
Vascular Cerebral Isquémica”.

Porto Alegre, de de 2.000.

Nome do paciente ou representante legal.

Dra. Nadine Clausell

Médica orientadora responsavel.

Dra. Rosane Brondani

Médica pesquisadora responsavel.

Telefone para contato: 051- 30291474
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Protocolo Marcadores Disfunc¢ao Endotelial

NUMEIO oo, ProntUArio:.......ooeeeeeeceeeeee e
N[0 1 01T
ldade: oo, Data de nascimento:........oeveveveveveveeennns.

Sexo: (1) masculino  (2) feminino
Raga: (1) branco (2) preto (3) misto (4) outro

Estado civil: (1) casado / companheiro  (2) solteiro  (3) separado

Data do atendimento......... [, Lovocii,

Historia

(4) viavo

91

2.2. Sinal / sintoma: (1) alteracéo da forca
(2) alteracdo da sensibilidade
(3) alteracdo da consciéncia
(4) alteracdo da fala

(5) alteracdo da visédo
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(6) alteracdo do equilibrio / coordenacéo
(7)) OULTO: ot
3. Fatores de risco:

DCV prévia
Tabagismo
Hipertensao
Diabete melito
Dislipidemia
Obesidade
Hist. Familiar
Alcoolismo
Sedentarismo
Uso de ACO

Enxaqueca

e N e e e e e e e T e e
— )

Reposicdo hormonal

4. OQutras doencas associadas:

Cardiopatia ()
Vasculopatia ()
D. reumética ()
D. Coagulacao ()

5. Outras doengas:

Exames Complementares:
1.Imagem
1.1)TCC1( / 1 ). (1)normal (2)alterado (3) ndo realizado (9)ignorado
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1.2)TCC2( / [/ ). (1)normal (2)alterado (3) ndo realizado (9) ignorado

1.3) Ecocérdio ( / / ): (1) normal (2) alterado (3) nédo realizado (9)ignorado
FE:
Disfuncdo diastolica: (1) sim (2) ndo
Defeitos de septo: (1) sim (2) ndo

Valvulopatia: (1) sim (2) ndo
Trombos: (1) sim (2) ndo
Outros achados:. ... .ooueii e

1.4) Eco transesofagico (  / / ):(L)normal (2) alterado (3) ndo realiz. (9) ignor

1.5) Eco de cardtidas e vertebrais (  / / ):(1)normal (2)alter (3)néo realiz

(9)ignor
1.6)ECG( / [/ ):(1)normal (2) alterado (3) ndo realiz (9) ignorado

DI v § e 1o TR

2. Laboratorio:

2.1) Glicemia:.......ccoeevevviivereeiecieen,

2.2) Colesterol total: ................. HDL: .....cone.e. LDL: ............ Triglici......cooc.....
2.3) Ht: .............. Hb: ..o Leuc:.....coc..... Plag:.....ccccovenenne

2.4) Creatinina: .........cccevenenn. Uréia:......ccoevivennns

2.5) Na......c.o..... Ko, (OF: TR AV, [0

2.6) TP, INR:...coviirieinn,

27 KTTP e
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2.11) EQU: (1)normal  (2) alterado

2.12) VDRL: (1) ndo reagente (2) reagente
2.13) IFI Lues: (1) ndo reagente (2) reagente
2.14) HIV: (1) ndo reagente (2) reagente

DIAGNOSTICO:

Nome: Dose:
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Escala de AVC do National Institute of Health

96

Admis

7d

90d

1. Estado mental
1a. Nivel de Consciéncia

Alerta
Sonolento
Torporoso

Coma

1b. Orientagao
(més, idade)

Ambas respostas corretas
Uma resposta correta
Incorretas

1c. Comandos
(abrir/fechar olhos, apertar a mdo e
soltar)

Obedece ambos corretamente
Obedece um corretamente
Incorreto

2. Olhar
(olhos abertos - paciente acompanha o
dedo do examinador)

Normal
Paralisia parcial do olhar
Desvio conjugado

3. Visual
(analisar perimetria)

Sem perda visual
Hemianopsia parcial
Hemianopsia completa
Hemianopsia bilateral

4. Paralisia facial Normal
(mostrar dentes, enrugar testa, fechar Minima
olhos) Parcial

Completa
5. Motricidade em Membro Superior Sem desvio
5a. Esquerdo Com desvio

(membro elevado a 90° e mantido por
10 segundos)

N&o resiste a gravidade

Nenhum movimento contra gravidade
Sem movimento

Amputado, derrame articular

(explicar)
5b. Direito Sem desvio
(membro elevado a 90° e mantido por Com desvio

10 segundos)

Néo resiste a gravidade

Nenhum movi mento contra gravidade
Sem movimento

Amputado, derrame articular(explicar)

6. Motricidade em Membro Inferior
6a. Esquerdo

(membro elevado a 30° e mantido por 5
segundos)

Sem desvio

Com desvio

Néo resiste a gravidade

Nenhum movimento contra gravidade
Sem movimento

Amputado, derrame articular(explicar)

6b. Direito
(membro elevado a 30° e mantido por 5
segundos)

Sem desvio

Com desvio

Néo resiste a gravidade

Nenhum movimento contra gravidade
Sem movimento

Amputado, derrame articular(explicar)

7. Ataxia de membros
(testes do index-nariz e calcanhar-
joelho)

Ausente
Presente em um membro
Presente em dois membros

8. Sensibilidade
(Em face, brago e perna - comparar 0S
dois lados)

Normal
Perda parcial
Perda severa

9. Linguagem
(Nomear itens - caneta, relégio-,
descrever figuras e ler sentencgas)

Sem afasia

Afasia leve a moderada
Afasia grave

Afasia total

10. Disartria

(Avaliar clareza da fala fazendo o
paciente repetir palavras listadas:
episcopal, presbiteriano, microfone)

Articulacéo Normal

Disartria leve a moderada

Quase inteligivel ou pior
Entubado ou outra barreira fisica
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11. Negligéncia
(Usar informac&o da testagem prévia
para identificar negligéncia ou extin¢do)

Sem negligéncia
Negligéncia parcial
Negligéncia completa

ESCORE TOTAL

Avaliado por:

Se iten ndo for avaliado, escrever N/A.

Somar a pontuacéo total e
identificar o namero de "X’
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Avaliacao Funcional: Indice de Barthel

. "posso fazer sozinho™

I1. "posso fazer com auxilio de uma pessoa”

[11. "nao posso fazer"
Indice de Cuidados Proprios

1.beber de uma xicara
2.comer

3.vestir o corpo superior
4.vestir o corpo inferior
5.colocacaomembro artificial
6.cuidados com a aparencia
(barbear-se, pentear-se,
escovar os dentes)

7.tomar banho

8.controle urin rio

9.controle intestinal

Indice de Mobilidade

10.sair e sentar em uma cadeira
11.ir ao toalete, incluindo
realizacaode higiene pessoal
e vestir-se

12.ir e sair do chuveiro
13.caminhar cerca de 50 metros
em uma superficie plana
14.subir e descer escadas

se nao caminha:

15.impulsionar cadeira de rodas

Pontuacao:

-Admissao: -7 dias:

L1

(4) (0) (0)
(6) (0) (0)
() (3) (0)
(7) (4) (0)
©0)(-2) (0)

(5) (0) (0)
(6) (0) (0)
(10) (5) (0)
(10) (5) (0)

(15) (7) (0)

(6) (3) (0)

1) (0) (0)

(15)(10)(0)
(10) (5) (0)

(5) (0) (0)
100 () Escore Total

-3 meses:
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