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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacao em Farmacologia
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil.
Associacdo da via inflamatéria e apoptdtica na patofisiologia do acidente vascular
encefalico tardio: relacdo com a dislipidemia
Autor: Eduardo Tanuri Pascotini
Orientadora: Michele Rechia Fighera
Co-orientador: Luiz Fernando Freire Royes

Local e data de defesa: Santa Maria, 09 de Fevereiro de 2014

O Acidente Vascular Encefalico (AVE) é caracterizado pela perda rapida da
funcd@o neuroldgica por uma isquemia ou hemorragia cerebral. No AVE isquémico, o
estresse oxidativo e a neuroinflamacdo contribuem para a patofisiologia do dano
cerebral, conduzindo a apoptose e morte celular. A dislipidemia é considerada um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento do AVE, induzindo a aterogénese e
inflamag&o, aumentando as chance de novos eventos vasculares agudos. Entretanto,
S0 escassos 0s estudos sobre estes eventos na fase tardia (>6 meses) do AVE e se a
dislipidemia pode contribuir para a patofisiologia nesta fase da doenca. O presente
estudo teve como objetivo investigar se existe uma associacao entre a via inflamatdéria e
apoptética, bem como, um envolvimento do dano oxidativo e da dislipidemia nas
amostras sanguineas de pacientes com AVE na fase tardia. Este foi um estudo caso-
controle, onde 40 pacientes que sofreram AVE (Grupo AVE) e 40 sujeitos saudaveis
(Grupo Controle) foram recrutados a realizar uma coleta de sangue e preenchimento de
um questionario clinico. Foram mensurados 0s seguintes marcadores:
Diclorodihidrofluorosceina (DCF), Nitrito/Nitrato (NO,),, Fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), Acetilcolinterterase (AChE), Caspase 8 (CASP 8), Caspase 3 (CASP 3) e
Picogreen (PG), em amostras sanguineas da circulagcéo periférica. Além disso, foram
realizadas correlagbes entre DCF, NO, TNF-a, AChE, CASP 8, CASP 3 e PG com os
grupos do estudo. Os niveis dos marcadores também foram comparados com
indicadores de perfil lipidico como: triglicerideos (TG), colesterol total (CT), LDL e HDL e
o perfil medicamentoso. As andlises estatisticas mostraram que os pacientes pés-AVE
apresentaram niveis aumentados de DCF (p<0,0001), NOy (p<0,0001), TNF-a
(p<0,0001) e AChE (p<0,0001), assim como, CASP 8 (p<0,0001), CASP 3 (p<0,0001) e
PG (p<0,0001) quando comparados ao controle. Uma correlacéo positiva foi observada
entre os niveis de TNF-a com a CASP 8 (r = 0,4 ; p<0,05) e CASP 3 (r = 0,4 ; p<0,05),
porém quando comparado aos niveis oxidativos/nitrosativos ndo houve correlagcdo. Além
disso, o estudo mostrou que os pacientes pos-AVE dislipidémicos (AVEy) apresentaram
niveis significativamente elevados de TNF-a, CASP 8 e CASP 3, quando comparados
com o0s pacientes pos-AVE sem dislipidemia (AVE,g) € com o grupo controle. Desta
forma, os resultados sugerem que os marcadores oxidativos e inflamatorios podem estar
aumentados mesmo na fase crénica do AVE, e culminarem na ativacdo das casf -~~~
(apoptose) e consequente dano ao DNA. Assim, € plausivel propor que a dislipiden
fase tardia do AVE pode contribuir para a piora do quadro inflamatério e aumerar u
risco de novos eventos neurovasculares.

Palavras-Chave: Acidente Vascular Encefélico, Estresse Oxidativo, Inflamacéo,
Caspases, Dano ao DNA e Dislipidemia.
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Stroke occurs when blood flow to the brain is interrupted by an embolic
or thrombotic occlusion of a cerebral artery (ischemic stroke) or by bleeding
from a ruptured blood vessel (hemorrhagic stroke). Oxidative stress and brain
inflammation are thought to contribute to the pathophysiology of cerebral injury in
acute stroke, leading to apoptosis and cell death. Lipid accumulation may lead to
progression of carotid plaques and inflammation, contributing to increased acute
stroke risk. However, little is known about these events and markers in the late stroke
(> 6 months) and if dyslipidemia could contribute to disease pathophysiology in a
later phase. In this case-control study, we recruited stroke patients (n=40) and health
subjects (control group; n=40). Dichlodihidrorofluorescin (DCFH), nitrite/nitrate (NOsy),
Tumor necrosis factor — alpha (TNF-a), Acetylcholinesterase (AChE), Caspase 8
(CASP 8), Caspase 3 (CASP 3) and Picogreen (PG) were measured in periphery
blood samples. Furthermore, a correlation among all measured markers (DCFH, NOy
TNF-a, AChE, CASP 8, CASP 3 and PG) was realized. The markers levels were also
compared to triglycerides (TG), total (CHO), LDL and HDL cholesterol levels and
medications used. Statistical analyses showed that stroke patients presented an
increase of DCFH, NOy, TNF-a and AChE levels when compared to control subjects.
In addition, we observed that stroke patients had significantly higher CASP 8, CASP
3 and PG levels than control group. A significant correlation between TNF-a with
CASP 8 (r = 0.4) and CASP 3 (r = 0.4) levels was observed, but not with
oxidative/nitrosative markers. Moreover, we observed that stroke patients with
dyslipidemia had significantly higher TNF-a, CASP 8 and CASP 3 levels than stroke
without dyslipidemia and control groups. Our findings suggest that oxidative and
inflammatory markers may be still increased and lead to caspases activation and
DNA damage even after 6 months to cerebral injury. Furthermore, it is plausible to
propose that dyslipidemia may contribute to worsen proinflammatory state in a later
phase of stroke and an increased risk to new neurovascular events.

Keywords: Stroke, Oxidative Stress, Inflammation, Caspases, DNA damage,
Dyslipidemia.
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APRESENTACAO

No item INTRODUGCAO estéa descrita uma revisdo de literatura sobre os temas
abordados nesta dissertagao.

Os resultados que fazem parte desta dissertacéo estdo sob a forma de artigo,
o qual se encontra no item ARTIGO CIENTIFICO. As sec¢Bes Materiais e Métodos,
Resultados, Discusséo e Referéncias Bibliograficas encontram-se no proprio artigo e
representam a integra deste trabalho.

Os itens DISCUSSAO e CONCLUSAO da dissertacdo apresentam
interpretacbes e comentarios gerais sobre o artigo cientifico contidos no final neste
trabalho.

O item REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS refere-se somente as citacbes
que aparecem nos itens INTRODUCAO E DISCUSSAO desta dissertacao.

O item ANEXOS refere-se ao questionario clinico utilizado neste estudo,
assim como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e o Termo de

Confidencialidade.



1. INTRODUCAO

1.1Acidente Vascular Encefalico

O AVE é, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2010), a segunda maior
causa de mortalidade no mundo e a maior em termos de perda de funcionalidade e
capacidade fisico-motora. J4 no Brasil, segundo Garritano, et al (2012), dados
recentes apontam que o AVE € a causa mais frequente de 6bitos na populacdo de
adultos. Além disso, entre aqueles pacientes que sobrevivem, a maioria necessita de
reabilitacdo para as sequelas motoras consequentes da patologia, sendo que 70%
ndo retornam ao seu trabalho e 30% necessitam de auxilio para caminhar e realizar
atividades de vida diarias (AVDs) (BELDA-LOUIS et al., 2011).

O AVE é caracterizado por uma afeccdo subita que afeta a circulacao
sanguinea para o cérebro por bloqueios vasculares (NORRVING e KISSELA, 2013).
Esta condicdo geralmente envolve uma imediata privacao tanto de glicose quanto de
oxigénio, 0s quais sdo necessarios para manutencdo das demandas metabdlicas do
cérebro (AHMAD e GRAHAM, 2010). Estes blogueios podem ser por ocluséo
embdlica ou tromboética da artéria cerebral, o que caracteriza o AVE isquémico
(AVEI(), ou pode ser por um extravasamento de sangue através de um vaso
sanguineo rompido, sendo este o AVE hemorragico (AVEh) (WOODRUFF et al.,
2011). (Figura 1).

Figura 1- AVE Isquémico e Hemorragico. Desenho ilustrativo mostrando a isquemia cerebral por
placa ateromatosa, seja por formacao local ou émbolo, caracterizando o AVE isquémico (A) e o0 AVE
hemorragico (B) quando h& ruptura vascular. AVE — Acidente Vascular Encefalico. Criado por
Matheus Pascotini.
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Entre os fatores associados para o AVE estao relacionados os modificaveis e
0s nao modificaveis, sendo o primeiro relacionado aos habitos de vida e o segundo a
guestbes genéticas e temporais, sendo que estes fatores sdo multiplos e
combinados (Tabela 1), demonstrando a heterogeneidade da doenca (GOLDSTEIN
et al., 2011).

NAO MODIFICAVEIS MODIFICAVEIS

IDADE DOENCAS CARDIACAS
SEXO DIABETE MELLITUS
ETNIA/RACA CONSUMO EXCESSIVO DE ALCOOL
ESTENOSE ASSINTOMATICA DA
CAROTIDA
HIPERTENSAO
Fumo
SEDENTARISMO
OBESIDADE
FIBRILACAO ARTERIAL
DISLIPIDEMIA

HISTORIA FAMILIAR DE AVC/AIT

Tabela 1: Principais fatores associados para o AVE; AIT (Acidente isquémico transitorio).

Entre as principais sequelas motoras pos-AVE relacionadas na literatura
estdo a diminuicdo da forgca muscular, perda do controle muscular volitivo,
incoordenacao motora e hipertonia espastica (FRANCISCO et al., 2006). Em funcéo
destas sequelas motoras, os individuos acabam desenvolvendo a perda da
funcionalidade, através de disturbios da marcha, perda do equilibrio, incapacidade
ou limitac@o para realizagdo das atividades de vida diarias (AVDs) (BRUCK et al.,
2000; MARTIN, et al., 2004; NUNES e QUEVEDO, 2004).

1.2Patofisiologia

No AVEi, ha a formacdo de duas regibes dentro do territério isquémico, um
territorio nuclear central, envolto por um territério de penumbra isquémica (KUMAR
et al.,, 2010). Nestes casos, o fluido sanguineo cerebral reduzido para menos de
10mL/100g/min, resulta no territorio isquémico central (BISDAS et al., 2004), o qual
culmina, rapidamente, em morte celular necrética irreversivel (METHA et al., 2007).
Caso a circulacdo sanguinea cerebral se mantenha entre 10 e 50 mL/100g/min

(sendo que este segundo significa valores fisiologicamente normais), uma penumbra
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isquémica pode ser formada entre o territorio isquémico central e o tecido normal,
saudavel (HOSSMAN, 1994).

Esta regido de penumbra, por ainda haver disponibilidade de glicose e
oxigénio dos vasos sanguineos colaterais, geralmente resulta em um diferente tipo
de morte celular, dependente de pouca energia, a apoptose (BROUGHTON et al.,
2009). Caso os niveis de perfusdo ndo se estabelecam em tempo suficiente a regido
de penumbra acaba por ser tornar uma regido isquémica central, sem recuperacao,
a regido de penumbra € atualmente considerada a de maior relevancia como alvo de
terapias pds-AVE (WEINSTEIN et al., 2004).

Entre os fatores de risco para o desenvolvimento da doenca, a dislipidemia
tem aparecido sistematicamente nos ultimos anos como alvo de estudos e
pesquisas. Tratam-se de alteracbes metabdlicas lipidicas decorrentes de disturbios
em qualquer fase do metabolismo lipidico, que ocasionam repercussdo nos niveis
séricos das lipoproteinas (JONES et al., 2009).

As dislipidemias sdo classificadas como laboratorial e etiologica. Na
classificacdo laboratorial, pode-se afirmar como dislipidemia a hipercolesterolemia
isolada, ou seja, o CT acima de 240 mg/dL e/ou do colesterol LDL para niveis
maiores que 160 mg/dL, a hipertrigliceridemia isolada — aumento dos niveis de TG
acima de 200 mg/dL, a hiperlipidemia mista — aumento dos niveis de CT associado
ao aumento dos niveis de TG, a diminui¢céo isolada do colesterol HDL abaixo de 40
mg/dL, ou, por fim, a associacdo de todos estes fatores. A classificacdo etioldgica
dispBe sobre as dislipidemias primarias que tem origem genética e as secundarias,
que podem ser causadas por outras doencas ou utilizacdo de medicamentos
(XAVIER et al., 2013),

A hipercolesterolemia esta associada a diversas disfun¢des endoteliais, sendo
considerada como um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de
doencas cardio e neurovasculare, que, quando associada a fatores bioldgicos e/ou
ambientais, leva a formacdo da placa ateromatosa aumentando os indices de
morbidade ou mortalidade (LIBBY, 2002). A hipercolesterolemia provoca uma
disfuncdo endotelial, a qual aumenta a permeabilidade da camada intima a
lipoproteinas plasmaticas favorecendo a retengdo das mesmas no espago
subendotelial, e, a partir desta retencdo, as particulas de LDL sofrem oxidacao,
formando o LDL oxidado (LDLx) (SKILTON et al., 2007).
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O LDL é oxidado pelos radicais livres (RL) produzidos pelos macrofagos,
células endoteliais ou células musculares lisas (HARRISON et al., 2003, GAUTIER
et al., 2009). A lipoperoxidacdo comeca nos acidos graxos poli-insaturados dos
fosfolipidios, estendendo-se aos lipidios nucleares, como o colesterol livre e ésteres
de colesterol (ALBERTINI et al, 2002). O LDLx presente provoca o surgimento de
moléculas de adeséo leucocitaria na superficie endotelial, e estas séo responsaveis
pela atracdo de mondcitos e linfocitos para a parede arterial (LEVITAN et al., 2009).
O LDLyy faz com que as células endoteliais expressem determinadas moléculas de
adesdo que permitem aos mondcitos e linfocitos T a possibilidade de aderir-se as
células endoteliais (SCALIA et al., 1998). Os mondcitos migram para 0 espacgo
subendotelial onde se diferenciam em macréfagos, que por sua vez captam 0 LDLoy
através de receptores especificos, e processam o0 auto-antigeno ativando os
linfécitos T e promovendo a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias como o
interferon-y, TNF-a e interleucina-6, as quais podem aumentar as propriedades
adesivas das células endoteliais (QIN et al., 2006; PERSSON et al.,, 2006;
EMMANUEL et al., 2009).

Com a resposta inflamatoria ativada, os linfocitos T ativados proliferam e
também passam a secretar citocinas pro-inflamatorias, entre elas o TNF-a, que
causam uma maior ativacdo de macréfagos, ativacdo vascular e inflamacdo,
estimulam a proliferacdo das células musculares lisas e a sintese de colageno, as
quais se agregam as células espumosas, completando a formacdo da placa
ateromatosa (CHAKARIDA et al., 2009; BERG et al., 2009). (Figura 2).
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Membrana Elastica

Figura 2 — Formacgao da placa ateromatosa. Estrutura normal da artéria (A), Oxidagéo do LDL (B),
Formacdo das células espumosas e processo inflamatério (C), Formacgdo da placa de ateroma (D).
Adaptado de Duarte (2008).

Apés a formacdo da placa, ainda pode ocorrer sua ruptura, levando a
trombose ou embolia e consequente isquemia. Os locais onde mais frequentemente
estas interrupcbes de fluxo sanguineo acontecem sdo nas artérias coronarias,
cerebrovasculares e periféricas (MUBITANO et al., 1997). (Figura 2, A-D).
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Figura 3 — Imagem ilustrativa mostrando a formacé&o da placa ateromatosa no vaso sanguineo (A-C)
e a ruptura e consequente deslocamento da placa, caracterizando o émbolo (D). Criado por Matheus
Tanuri Pascotini.

No AVEi, a lesdo no tecido cerebral concomitante com a falha do processo
celular desencadeia uma complexa cascata de mecanismos moleculares e celulares
envolvidos na morte celular isquémica por necrose e/ou apoptose, e em geral, é
caracterizada pelos seguintes eventos: falha bioenergética, excitoxicidade, estresse
oxidativo e inflamacdo, (CECHETTI et al., 2012; SHICHITA et al., 2012), além da
citotoxicidade mediada por citocinas, ativacdo de células gliais, ativacdo do
complemento e de vias de morte celular WOODRUFF et al., 2011).

O insulto inicial causado pela isquemia cerebral € a hipoperfusdo, que,
consequentemente gera uma insuficiente oferta de glicose e oxigénio ao cérebro,
induzindo a falha bioenergética tanto pelo bloqueio ou pela reducéo da producéo de
adenosina trifosfato (ATP) (HERTZ et al., 2007; ROSSI et al., 2007). Esta deplecéo
energética interrompe os processos dependentes de ATP, comecgando pela Na*/K*-

ATPase, resultando na falha do controle do gradiente ibnico das membranas, e,
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consequentemente, aumentando o influxo de Na*, Cl"e Ca®" para dentro das células
(MORO et al., 2005).

Outro agente com importante papel na patogénese do dano cerebral € a
liberacdo excessiva de glutamato, ou a excitotoxicidade glutamatérgica (CULMSEE
e KRIEGLSTEIN, 2005). A despolarizacdo andxica nos neurdnios causa a abertura
dos canais de calcio voltagem-dependentes no terminal pré-sinaptico e permite um
influxo de Ca?', induzindo a liberacdo descontrolada de glutamato na fenda
sinaptica. Além disso, a despolarizacdo de neurbnios adicionais, causando o influxo
de Ca®" e liberacdo de glutamato, leva a amplificacdo do insulto isquémico inicial, e,
somados a isto, a geracdo de RLs e outras espécies oxidantes, podem destruir
organelas e a membrana plasmética, contribuindo para a disfuncdo da barreira
hemato-encefalica e o edema tecidual (MORO et al., 2005; BREDER et al., 2000;
MONGIN, 2007).

O estresse oxidativo e a inflamacdo tém um importante papel no AVEi
(SAMSON et al., 2005; CHERUBINI et al.,, 2005), entretanto, a relacdo entre a
inflamacdo e o estresse oxidativo ainda ndo estd totalmente esclarecida
(CHAMORRO, 2004). O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio
entre as defesas antioxidantes e agentes oxidantes, em favor ao segundo, sendo
entdo potencialmente danoso (SIES, 1997). O aumento na producdo do O, pode
levar a formacdo de ER adicionais, como o peroxido de hidrogénio (H,0,), radical
hidroxil (OH") e peroxinitrito (ONOQO") pela rea¢cdo com 6xido nitrico (NO) produzido
pela 6xido nitrico sintase neuronal e endotelial (n/eNOS) ativada por Ca?* (HEEBA e
EI-HANAFY, 2012).

O AVEI leva a producéo tanto de espécies reativos de oxigénio (EROs) como
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) no tecido e no plasma através de diversos
mecanismos (GUZIK et al., 2003), incluindo a estimulacéo de receptores de N-metil-
D-aspartato (NMDA) (CHERUBINI et al, 2005), disfuncdo mitocondrial (LAFON-
CAZAL et al., 1993), ativacdo da 6xido nitrico sintase neuronal (NOS) (PIANTADOSI
e ZHANG., 1996) e migracdo de neutrofilos e leucdcitos, geradores de &anion
superoxido (O,) (LIPTON E ROSENBER, 1994).

Muitos estudos demonstram a participacdo da via inflamatoria na
patofisiologia do AVE (VILLA et al., 2000; CHAMORRO e HALLENBECK, 2006;
PANDYA et al., 2011) e esta resposta inflamatéria pode contribuir para o dano
isquémico cerebral (CHAMORRO e HALLENBECK, 2006). Quando ha um dano
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encefalico, as células microgliais sdo ativadas rapidamente em reposta a este
evento (NAKAJIMA E KOHSAKA, 2001) e esta ativacdo induz a producdo de
citocinas inflamatorias, incluindo a Interleucina-1p (IL-18) e o TNF-a, o que aumenta
o dano tecidual (BANATI et al., 1993; ROTHWELL et al., 1997).

Apos a ligacdo do TNF-a, seus receptores podem ser interligados levando a
ativacdo das caspases executoras, como a CASP 8, por meio da via apoptoética
extrinseca (SCHNEIDER-BRACHERT et al., 2004). A CASP 8 combinada com sua
capacidade de induzir a apoptose por meio da via extrinseca, também desencadeia
a via apoptotica intrinseca, por meio da clivagem dos membros da familia dos
fatores pro-apoptéticos Bcl-2 para iniciar 0 processo apoptotico induzido pela
mitocondria (GROSS et al.,, 1999;). Estes eventos podem induzir a um aumento
subsequente de espécies reativas (ER), levando a ativacdo da CASP 3 e ao dano
celular (GRAHAM, 2001; SUGAWARA, 2004).

1.3Biomarcadores de estresse oxidativo e inflamacéao

Diversos estudos ja4 demonstraram a importancia das EROs e ERNs na
patofisiologia de diversas desordens neuroldgicas (CHAN, 2001; BENEDICTO et al.,
2008; NAI-WEN et al, 2014). Estas ERs nao tém, necessariamente, um
desemparalhamento na camada de valéncia (DROGE, 2002), diferentemente dos
RL, que sdo a&tomos ou grupo de atomos que contém um ou mais elétrons
desemparelhados (SOUTHORN E POWIS, 1988).

Durante sua existéncia, estas espécies buscam estabilidade reagindo com a
matéria circundante, e, desta maneira causam danos as membranas celulares,
proteinas e DNA (AMES et al., 1994). Os RLs sédo altamente reativos com moléculas
como o DNA e os lipidios, pareando com seus elétrons e causando oxidacdo destas
moléculas (DROGE, 2002). Diversas EROs e suas derivadas sao geradas apés o
AVE, sendo o Oy, o H,0O,, e a mais reativa de todos, o OH. O O, é formado na
mitocondria, a partir da aquisicdo de um elétron adicional pelo oxigénio, deixando a
molécula com um elétron desemparelhado somente (CHAN, 2001).

Enzimas pro-oxidantes como a xantina oxidase e NADPH oxidase também
catalisam a geracdo de O, sendo que este pode reagir com o NO e produzir o

ONOO', este um radical fortemente reativo que causa disfungéo proteica (BECKMAN
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et al., 1990). O OH" é produzido através do H,O, por uma reagdo envolvendo o cobre
(Cu™) ou ferro (Fe*?) no processo conhecido como reacédo de Fenton, assim como, a
partir da unido de O, e H,O, na reacdo de Haber-Weiss, ou ainda, a partir do ONOO"
(BECKMAN et al., 1990; CHAN, 1996).

Niveis fisiologicos de ER podem ser eliminados por um sistema antioxidante
enzimatico e ndo-enzimatico eficiente (NAVARRO e BOVERIS, 2008), assim como,
um aumento na producdo das ER, uma diminuicdo na eficiéncia destes sistemas
antioxidantes, concomitantemente ou ndo, podem levar ao estresse oxidativo, que é
caracterizado por uma oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas
funcBes biologicas (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004). Entre as enzimas
componentes do sistema de defesa antioxidante, a superdxido dismutase (SOD), a
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GSH) e a catalase (CAT) fazem
parte das enziméticas, assim como a glutationa reduzida, e vitaminas A, C, D e E
sdo parte das nao-enzimaticas (HALLWELL e GUTTERIDGE, 1999; CHAN, 2001).

E, exatamente, a enzima antioxidante SOD que degrada o O,"em H,0, o qual
sera posteriormente convertido em agua (H.O) por outra enzima deste sistema de
defesa, a CAT ou GPx. Existem trés classes da SOD dependendo de sua
localizagéo e metal componente: SOD1, SOD2 e SOD3. A SOD Cobre/Zinco (SOD1)
€ uma enzima dimérica codificada pelo gene humano da SOD1, necessita de cobre
e zinco como cofatores e é encontrada no citosol ou no meio extracelular. A SOD
dependente de Manganés (MnSOD ou SOD2) requer manganés para exercer sua
atividade e é encontrada na mitocondria (NELSON et al., 2006; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007; CHEN et al.,, 2011). A SOD3 é uma enzima extracelular
dependente de cobre e zinco: é a mais recente descoberta dessa familia de
enzimas, possui um peso molecular de 135.000 Da e uma das suas caracteristicas é
a sua alta afinidade pela heparina. Além disso, SODS3 foi primeiramente detectada
em plasma humano, linfa, ascites e fluido cerebroespinhal e o padréao de expressao
dessa enzima € altamente restrito a células e tecidos especificos, em que a sua
atividade pode exceder a da SOD1 e MnSOD (Zelko e Mariani, 2002).

Um meétodo para mensuracdo da producdo de H,0, baseado na
fluorescéncia, esta sendo reaplicado para mensuracdo de EROs na mitocondria. E
baseado na fluorescéncia do diacetato de diclodihidrofluorosceina (DCFDA). O
principio do método baseia-se na deteccdo das EROs sendo proporcional a um

aumento nos niveis basais, 0 que emite uma intensa fluorescéncia verde, somente
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apos a desacetilacdo e consequente oxidacdo, predominantemente, mas nao
exclusivamente, do H,O, (ESPOSTI, 2002). O DCFDA adentra as células e acumula
principalmente no citosol. Para evitar citotoxicidade, as células devem ser
preparadas com o DCFDA em baixas concentracfes (BINDOKAS et al., 2003). O
produto fluorescente, diclorofluorosceina (DCF), pode ser quantificado precisamente
por calibragdes padrao (ESPOSTI, 2002).

O NO desempenha importante papel no sistema bioldgico, atuando como uma
molécula mensageira mediadora de diversas funcdes, incluindo vasodilatacao,
inibicdo de agregacado plaquetaria, neurotransmisséo, aprendizado e formacdo da
memoéria (MIRANDA, 2001). O NO reage com EROs e moléculas biolégicas como o
O, para formar diversos produtos, entre eles o nitrito e o nitrato, metabdlitos do NO
enddgeno acessiveis para andlise quantitativa (ROMITELLI, 2007). A mensuragao
dos produtos finais do NO, NOy, sdo comumente utilizados para mediar a producao
do NO (TATSCH, 2011).
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Outro fator relacionado ao dano cerebral, bastante evidenciado na literatura, é
a resposta inflamatoria, carreada por mediadores que séo liberados ou ativados,
entre eles, a IL-1B, a interleucina 6 e o TNF-a, assim como moléculas de adesao,
estimulando a infiltracdo de leucdcitos no parénquima encefélico (GERTZ et al.,
2012).

Em resposta a quadros inflamatorios, infecciosos e outras mudancas
ambientais, ocorre a liberacdo do TNF-a, que é uma potente molécula pré-
inflamatéria, produzida por diversos tipos celulares incluindo os macréfagos,
monacitos, linfocitos e fibroblastos (BAUND e KARIN, 2001). O TNF-a medeia a
ativacdo de diversos fatores de transcricdo levando a um aumento na expressao
genética (HERBEIN e KHAN, 2008). A ligacdo do TNF-a aos seus receptores pode
ativar diferentes vias sinalizadoras, entre elas, a via apoptotica (PARK e BOWERS,
2010). Sabe-se que o TNF-a é uma citocina altamente prejudicial no AVE, estando
envolvida na expanséo do infarto cerebral (BARONE et al., 1997).

Alguns estudos ja demonstraram que o0 processo inflamatério € dirigido por
varias citocinas como a IL-1B, a interleucina-6 e o TNF-a, sendo que as
concentracbes de TNF-a vem se mostrando bastantes elevados em pesquisas
envolvendo individuos pos-AVE (FERRARESE et al., 1999; AL-BAHRANI et al.,
2007), Da mesma forma tem sido proposto que o TNF-a € uma importante molécula
efetora na apoptose, na liberacdo do citocromo c e ativacdo da CASP 3 (BRADHAM
et al., 1998; TAFANI et al., 2000).

A AChE, uma enzima envolvida em funces imune, é expressa nos linfocitos
T e promove a hidrélise da acetilcolina (ACh) para colina e acetato. Este
neurotransmissor (ACh) tem funcao anti-inflamatoria, pela supressédo da producéo
de citocinas proé-inflamatérias (KAWASHIMA e FUJI, 2003; SKOK et al., 2007).
Alguns estudos demonstram uma ligacdo entre as rotas inflamatorias e a sinalizacéo
colinérgica (METZ e TRACEY, 2005; SHAKED et al.,, 2009). Especificamente, as
vias colinérgicas anti-inflamatorias inibem a sintese e liberagéo de citocinas através
da ativacdo do receptor de ACh (HEJMADI et al., 2003). Ja foi demonstrado uma
inter-relacdo entre as reacdes inflamatorias e a capacidade de hidrdlise de ACh,
sugerindo que o aumento nesta capacidade induzida pelo estresse pode acentuar a
resposta inflamatoria ao AVE. A via anti-inflamatoéria colinérgica pode ser atenuada

pela AChE, e também por outra enzima fortemente relacionada, a butirilcolinesterase
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(BChE), ambas realizam a hidrélise e inativam a ACh, e sdo moduladas em danos
inflamatoérios (KAUFER et al., 1998).

As citocinas inflamatorias elevadas podem, por si sO, causar danos
neuroldgicos, e, consequentemente, as atividades séricas da AChE e da BChE
podem refletir a intensidade da resposta neuroinflamatéria em pacientes que
sofreram AVE (ASSAYAG et al., 2010).

1.4Biomarcadores apoptoéticos e de dano ao DNA.

Como ja citado, a morte celular pode ocorrer por necrose ou apoptose. A
apoptose € um elemento ativo de morte celular que se difere da necrose por ser uma
morte programada, por seus mecanismos regulatérios complexos e diferencas
morfologicas. A importancia da apoptose se da por seu papel na manutencdo da
homeostase tecidual, e pelo fato de que um desbalanco em sua regulacao pode ter
resultados fatais. Pode estar envolvida em condi¢des patoldégicas como oncogénese,
doencas autoimunes e degenerativas, incluindo a isquemia cerebral. Duas rotas
executoras contribuem para a apoptose: a rota extrinseca e a rota intrinseca. Cada
uma delas contém componentes dependentes ou independentes das caspases
(ZHANG et al., 2004).

Uma classe de cisteinas proteases, as caspases, sdo divididas em classe
iniciadora e classe executora da apoptose. Os membros da classe de caspases
iniciadoras sao as caspases-1, -2, -5, -8, -9, -10, -11 e -12. As caspases executoras
sao as caspases-3, -6 e -7 (DEGTEREYV et al., 2003).

Dentro da rota apoptética dependente das caspases, a via extrinseca é
iniciada pela ligacdo dos receptores de morte celular. Esta ligacdo resulta na
formacdo do complexo sinalizador de morte, o qual contém multiplas moléculas
adaptadoras. A CASP 8 entdo € ativada, e recruta diretamente as caspases-3 e -7, €
a rota apoptotica extrinseca prossegue (LIOU et al., 2003; ZHANG et al., 2004).

A partir da clivagem de uma classe de proteinas anti-apoptoticas, a rota
mitocondrial é estimulada e a via intrinseca de apoptose é iniciada. Esta via inicia
com o aumento da permeabilidade mitocondrial externa, o que leva ao
extravasamento de determinadas proteinas mitocondriais, incluindo o citocromo c. A

ativacdo consequente da caspase-9, iniciadora, ativa novamente as caspases
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executoras -3 e -7 e a apoptose segue, resultando na morte celular (GRAHAM,
2002; LIOU et al., 2003).

Desta forma, as andlises quantitativas das CASP 8 (iniciadora) e CASP 3
(executora), podem ser importantes indicativos de morte celular programa apos AVEiI
(ZHANG et al., 2004).

O tecido celular sofre mudancas em razdo de determinados processos
fisiologicos e patoldgicos, e estas mudancas sao, geralmente, estimadas atraves da
mensuracao do conteudo de DNA (HUNKIZER, 1992). A quantificacdo dos acidos
nucléicos € um passo crucial em muitas aplicacdes diagndsticas e bioldgicas.
Diversos ensaios estdo disponiveis para quantificacdo do DNA solluvel, porém
poucos sdo especificos e sensitivos para DNA dupla fita como o picogreen (PG)
(VITZTHUM et al., 1999). Este método de quantificacdo apenas emite fluorescéncia
guando se liga com o DNA dupla fita, diferenciando-se da maioria de outros ensaios
onde a afinidade pelo DNA e RNA diminuem suas especificidades (HA et al., 2011).

O método de quantificacdo do PG tem uma sensibilidade de 20 a 400 vezes
maior que outros ensaios conhecidos como Hoechst 33258, YO-PRO-1 com corante
cianina monomeérico e YOYO-1 com corante cianina dimérico, utilizando um
fluorimetro padrao (SINGER et al., 1997).
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1.5Tratamento

Atualmente, pode-se dividir as estratégias terapéuticas para o AVEi em duas
categorias: recanalizacdo vascular e neuroprotecdo. A recanalizacdo do vaso
sanguineo pode ser realizada cirurgicamente ou mecanicamente, através da
remocdo do coagulo sanguineo intravascular (SMITH et al., 2008), ou
farmacologicamente, pela trombdlise, utilizando um ativador do plasminogéneo
tecidual recombinante (r-tPA) (TASCNHER et al., 2011).

A reperfusdo urgente, porém, segue sendo o0 primeiro alvo no tratamento do
AVE, seja por terapia medicamentosa ou por intervencdo endovascular. A
restauracdo do fluxo sanguineo para o tecido isquémico tem se mostrado capaz de
diminuir a mortalidade, assim como as consequéncias funcionais dos sobreviventes
em trés meses quando comparada com a auséncia de revascularizacdo (RHA e
SAVER, 2007). O tratamento com r-tPA endovenoso é recomendado, somente, em
uma janela terapéutica de 4,5 horas, onde os riscos de sangramento intracranial séo
maiores que os possiveis beneficios (LEES et al., 2010).

Outros medicamentos tém sido usados na terapéutica dos pacientes pos-
AVE, como os anticoagulantes, antiplaquetarios e hipolipimiantes (BECKER, 2007;
SHAFI e LEVINE, 2010), além de agentes terapéuticos com propriedades
antioxidantes (ebselen, carvedilol e bromocriptina; LIU et al., 1995, PANDYA et al.,
2011), acédo anti-inflamatéria (melanocortinas, interferon-f e 6-mercaptopurina;
GIULIANI et al.,, 2007; CHANG et al., 2010) e medicamentos anti-excitotéxicos
(felbamato, diazepam, nortriptilina; CORBETT et al., 2008; ZHANG et al., 2008).

Todos estas terapéuticas, entretanto, referem-se ao AVE agudo, e pouco se
tem disponivel para o tratamento de pacientes crénicos. Dentre eles é possivel
destacar os medicamentos anti-espasmaodicos (baclofeno), a toxina botulinica e a
fisioterapia. Esta Ultima atua na recuperacdo neuronal, cognitiva, sensorial, fisico-
motora e, inclusive, psicolégica do paciente que sofreu a doenca (FRANCISCO et
al., 2006; HORN et al., 2010; SCHIESS et al., 2010; LIEPERT, 2012;
SOMMERFELD et al, 2012; VAN DE PORT e al., 2012).

Sabendo-se que, as caspases 8 e 3 sdo marcadores apoptoticos envolvidos
no dano ao DNA e podem ser ativadas através da ligacdo do TNF-a a seus
receptores, assim como o DCF é uma medida de dano oxidativo, torna-se importante

a andlise destes parametros para a compreensdo da via apoptética acidente
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vascular encefélico. Dessa forma, esse estudo pode auxiliar na melhor compreensao
da patologia e, portanto, fornecer conhecimento para desenvolver novos
marcadores, assim como, novas medidas terapéuticas mais eficazes e seguras

frente as co-morbidades consequentes a esta patologia.

1.60Objetivos

1.6.1Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo investigar se existe uma associacao
entre a via inflamatéria e apoptética, bem como, um envolvimento do dano oxidativo
e da dislipidemia nas amostras sanguineas de pacientes com AVE tratados no
Ambulatério de fisioterapia e de neurologia, pertencente ao Hospital Universitario
(HUSM) comparando-os com individuos saudaveis.

1.6.20bjetivos Especificos

- Descrever as caracteristicas da populacdo em estudo em relacdo a idade, sexo,
indice de massa corporal (IMC) e fatores associados ao AVE como hipertenséo

arterial, dislipidemia, tabagismo, sedentarismo e diabetes.

- Verificar as médias dos niveis séricos de glicose, hemoglobina glicada 1C
(HBA1C), CT, LDL, HDL, TG, creatinina, ureia, TGO, TGP e fosfatase alcalina nos

pacientes apés AVE comparando com individuos saudaveis.

- Analisar a geracdo de ERs através dos niveis de DCF e NOy em leucdcitos nos
pacientes apdés AVE comparando com individuos saudaveis.

- Determinar os niveis séricos do TNF-a e AChE nos pacientes apos AVE

comparando com individuos saudaveis.

- Determinar a ativacdo das caspases 8 e 3 no soro dos pacientes apés AVE

comparando com individuos saudaveis.
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- Investigar os possiveis danos ao DNA através do teste PG em leucdcitos nos
pacientes apdés AVE comparando com individuos saudaveis.

- Verificar se existe uma correlacédo dos niveis séricos de CT, LDL, HDL e TG dos
pacientes com AVE com os parametros bioquimicos (DCFH, NOx TNF-a, AChE,
CASP 8, CASP 3 e PG) analisados no estudo.

- Verificar se existe uma correlacdo dos farmacos utilizados pelos pacientes com
AVE com os parametros bioguimicos (DCFH, NO, TNF-a, AChE, CASP 8, CASP 3 e
PG) analisados no estudo.
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TNF-a — Tumor necrosis fator-alpha
Total CHO — Total Cholesterol

Abstract

Oxidative stress and brain inflammation

are thought to contribute to the

pathophysiology of cerebral injury in acute stroke, leading to apoptosis and cell

death. Lipid accumulation may lead to progression of carotid plaques and
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inflammation, contributing to increased acute stroke risk. However, little is known
about these events and markers in the late stroke (> 6 months) and if dyslipidemia
could contribute to disease’s pathophysiology in a later phase. In this case-control
study, we recruited patients in the late stroke phase (n=40) and health subjects
(control group; n=40). Dichlodihidrorofluorescin (DCFH), nitrite/nitrate (NOy), Tumor
necrosis factor — alpha (TNF-a), Acetylcholinesterase (AChE), Caspase 8 (CASP 8),
Caspase 3 (CASP 3) and Picogreen (PG) were measured in periphery blood
samples. Furthermore, a correlation among all measured markers (DCFH, NOy TNF-
a, AChE, CASP 8, CASP 3 and PG) was realized. The markers levels were also
compared to triglycerides (TG), total (CHO), LDL and HDL cholesterol levels and
medications used. Statistical analyses showed that stroke patients presented an
increase of DCFH, NOy, TNF-a and AChE levels when compared to control subjects.
In addition, we observed that stroke patients had significantly higher CASP 8, CASP
3 and PG levels than control group. A significant correlation between TNF-a with
CASP 8 (r = 0.4) and CASP 3 (r = 0.4) levels was observed, but not with
oxidative/nitrosative markers. Moreover, we observed that stroke patients with
dyslipidemia had significantly higher TNF-a, CASP 8 and CASP 3 levels than stroke
without dyslipidemia and control groups. Our findings suggest that oxidative and
inflammatory markers may be still increased and lead to caspases activation and
DNA damage even after 6 months to cerebral injury. Furthermore, it is plausible to
propose that dyslipidemia may contribute to worsen proinflammatory state in a later
phase of stroke and an increased risk to new neurovascular events.

Keywords: Stroke, Oxidative Stress, Inflammation, Caspases, DNA damage,

Dyslipidemia.
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INTRODUCTION

Ischemic stroke is an important disease with a high rate of morbidity and
mortality (World Health Organization, 2010). It is the acute appearance of a disease
that affects blood flow to the brain caused by vascular blockages (Norving and
Kessela, 2013) and accounts for 85% of all strokes (Woodruff et al., 2011).
Atherosclerosis is one of factors risk that may result in cerebral embolization and
symptoms of cerebral ischemia leading to transient ischemic attack (TIA) or stroke
(Holm et al., 2011). While the interaction between inflammation and lipid
accumulation leads to progression of carotid plaques with the development of
symptomatic lesions (Hansson, 2005; Halvorsen et al., 2008); the molecular
mechanisms and the link among these events with stroke, manly in the late phase,
are not fully understood.

In stroke, there is a complex cascade of molecular and cell mechanisms
involved in ischemic cell death and are characterized by bioenergetic failure,
excitoxicity, oxidative stress and inflammation (Cecheti et al., 2012; Shichita et al.,
2012), beyond cytotoxicity mediated by cytokines, and cell death pathways activation
(Goldstein et al, 2011). Reactive species (RS) are involved in several pathways
related with the cell damage following stroke, such as apoptosis and inflammation
(Chang et al., 2005; Yamamoto et al., 2008). In fact, when the brain is injured or
affected by brain diseases (i.e. stroke), the microglia cells are rapidly activated
(Nakajima and Kosaka, 2001), and this activation may lead to production of
inflammatory cytokines, including interleuklin-18 (IL-B) and TNF-a (Banati et al.,
1993; Rothwell et al., 1997).

Recent studies also demonstrate a link between inflammatory pathways and

cholinergic signaling, suggesting that AChE activity would reflect the intensity of the
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neuroinflammatory response and predict 12-month mortality in stroke patients (Ben
Assayag et al., 2010).

TNF-a is an immunomodulatory molecule known to be implicated in vascular
and neurological diseases, such as atherosclerosis and stroke (Lambertsen et al.,
2012; Mahalle et al.,, 2014). Immune responses within the CNS and systemic
inflammatory events play important roles in the progression, repair and recovery of
stroke, offering new immune-based approaches as future treatment strategies in the
stroke (Lambertsen et al., 2012). In fact, elevation of soluble TNF (solTNF) may be a
hallmark of acute and chronic neuroinflammation as well as a number of
neurodegenerative conditions (McCoy and Tansey, 2008).

Other point of particular interest is the intermediary role of intracellular RS in
signal transduction of TNF-a after ligation to its receptor. With the increasing
understanding of the intracellular death circuitry initiated by TNF-a the exact role of
RS in inflammatory signaling pathway is now believed to be far more complicated
than originally thought. Recently, some important findings have highlighted the critical
role of RS in TNF-a signaling, notably in TNF-a -mediated activation of cell death
(apoptotic and necrotic) pathways (Graham, 2001; Schneder-Brachert et al., 2004,
Sugawara, 2004). However, the role of inflammation, oxidative stress and apoptotic
markers in the pathophysiology of late stroke as well as its relationship with
dyslipidemia are not well elicited. Thus, this study aims to clarify the role these
markers in late stroke (> 6 months) and if there is a link among these events with

dyslipidemia.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Study population

Eighty subjects were selected and divided into two groups: control group (40
healthy subjects without diseases) and the stroke group (40 subjects post-stroke). All
patients were evaluated using a questionnaire. Forty sex-matched healthy volunteers
were included as normal controls. The study protocol was approved by the local
institutional review boards at the authors’ affiliated institutions. Informed consent was
obtained from all the subjects or their legal surrogates (number

10555912.3.0000.5346).

Stroke group

Among a total of 53 subjects with the disease, 40 were selected through the
following exclusion criteria: Subjects with systolic/diastolic rest blood pressure major
or equal that 180/100 mmHg, rest cardiac frequency major that 100 bpm and/or
alterations in two or more of the following measurements in the last three months are
excluded of the study: transaminases (TGO, TGP), gama GT, alkaline phosphatase,
protrombin time (PT), RNI, KTTP, albumin, bilirubin, creatinine, sodium, potassium,
ionic calcium, urea, VSG, protein C reactive and hemogram with leucogram.
Volunteers were invited to participate in the study and were prospectively enrolled at
Neurological and Rehabilitation Service of HUSM, Santa Maria-RS-Brazil.

After laboratory analyses, we subdivided stroke group in two subgroups:

dyslipidemic stroke (4stroke) and non-dyslipidemic stroke (,qStroke) to investigate if
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could be an association between inflammatory and apoptotic markers with lipid

parameters.

Control group
To comparisons, 40 subjects without any disease and respecting the mean

age and gender of the stroke group.

Risk Factor Analysis

Hypertension, diabetes mellitus, and dyslipidemia were diagnosed by internal
medicine specialists. Hypertension was diagnosed if subjects were taking
antihypertensive agents or had a systolic blood pressure of 2140 mm Hg or diastolic
blood pressure of 290 mm Hg. Diabetes mellitus was diagnosed if subjects were
taking oral antihyperglycemic agents or insulin or if their fasting blood glucose level
was = 100 mg/dl. Dyslipidemia was diagnosed if subjects were taking dyslipidemia
medication or had a serum low-density lipoprotein cholesterol level of < 40 mg/dl, a
triglyceride level of 2150 mg/dl, or a high-density lipoprotein cholesterol level of 2160
mg/dl. Smoking status was recorded as non-smoker or current smoker (if they had

quit at least 6 months before).

Laboratory analyses

Blood samples were collected after 12 h overnight fasting by venous puncture
into gray, purple, green and red top Vacutainers® (BD Diagnostics, Plymouth, UK)
tubes with sodium fluoride, EDTA, heparin or no anticoagulants, respectively.

Plasma with sodium fluoride was used to measure the levels of fasting glucose
and serum was used to total cholesterol, LDL and HDL cholesterol, triglyceride, urea,

creatinine, TGO, TGP, alkaline phosphatase, AChE and caspases all these
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concentrations were measured using standard enzymatic methods by use of Ortho-
Clinical Diagnostics® reagents on the fully automated analyzer (Vitros 950® dry
chemistry system; Johnson & Johnson, Rochester, NY, USA). High-density
lipoprotein cholesterol was measured as previously described (Bachorik and Albers,
1986). Low-density lipoprotein cholesterol was estimated with the Friedewald
equation (Friedewald et al., 1972). Plasma EDTA was used to dosage of DCFH and
glycated hemoglobin A1C (HbA1C). HbA1C was realized by Bio-Rad Variant Il
system, with HPLC by ionic change. Plasma with heparin was used to analyze DNA
damage (PG). Tubes no anticoagulant was used to dosage serum levels of NOx.
Protein was measured by the method of Bradford using bovine serum albumin as a

standard (Bradford, 1976).

Reactive species determination

The ROS level was determined using the non-fluorescent cell permeating
compound 2'-7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFDA) assay as described by
Esposti (2002).

Determination of serum levels of nitrite/nitrate (NOx) as described by Tastch et
al (2011). NOx was measured by the modified Griess method using the Cobas Mira
automated analyzer. All incubations were at 37 °C and results were expressed in

pmol/L.

AChE Enzyme determination
The enzyme AChE concentration was measured in serum by standard
enzymatic methods using Ortho-Clinical Diagnostics ® reagents in automated

analyzer (Vitros 950 ® dry chemistry system; Johnson & Johnson, Rochester, NY).
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TNF-a Determination
The TNF-a quantification was assessed by ELISA using commercial kits for

human (eBIOSCIENCE, San Diego, USA), according to manufacturer’s instructions.

Caspases Determination

CASP 8 and 3 activities were determined by Assay Kits, Fluorimetric
(BioVision, Mountain View, CA). The fluorescence intensity of CASP 8 and CASP 3
were recorded at wavelength of 400 nm for excitation, and at wavelength of 505 nm
for emission. The activity of caspases were calculated as Fluorescence intensity
(FD/min/mI=AFIt/(t x v), where AFlt=difference in fluorescence intensity between time

zero and time t minutes, t=reaction time in min, and v=volume of sample in ml.

DNA Damage

The DNA damage was measured through the Picogreen test. The Quant-iT ™
PicoGreen ® dsDNA Reagent (Invitrogen ®) is a fluorescent reagent ultra sensible
for quantification DNA ribbons doubles in solution, which can detect very small
concentrations of DNA up to 25 pg/mL. This technique can be used for the
quantification of DNA released into the middle due to cell apoptosis and to
genotoxicity when you use the pure DNA molecule exposed to a particular

compound. The technique was applied as described by HA et al (2011).

Statistical Analysis
Data were analyzed by unpaired t test or one-way ANOVA when appropriated,

and were expressed as means and standards error of the mean (SEM). Post hoc
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analysis was carried out by the Student-Newman-Keuls test. Statistical analyses
were performed using the SPSS (statistical Package for the Social Sciences)
software in a PC-compatible computer. Correlation analyses were carried out using

the Pearson’s correlation coefficient. P < 0.05 was considered significant.

RESULTS

Eighty subjects were investigated in this study, consisting of 40 subjects post-
stroke and 40 controls. Baseline characteristics of the study population are described
in Table 1. Statistical analysis showed that means of age, sex, BMI, hypertension,
smokers, diabetes and sedentary are significant higher in the stroke group (p<0.05)
as compared to control group. The stroke time was higher than 6 months between
study patients.

Clinical characteristics of the study subjects are shown in Table 2. Statistical
analysis showed that values of glucose, HBA1C, total cholesterol, LDL cholesterol,
triglycerides, urea, TGP and alkaline phosphatase are significantly higher in the
stroke group in comparison with control.

Statistical analysis showed that stroke group had significantly higher DCF
(33018 = 2085 fluorescence absorbance; t=7.13; df=48, p<0.0001) and NOy (338.8
29.3 umol/L; t=4.76; df=78; p<0.0001) determination than healthy controls (18078 +
198.1 fluorescence absorbance and 177.9 + 16.8 umol/L; respectively Fig. 2A-B).

Statistical analysis revealed that stroke group had significantly higher serum
levels of TNF-a (262.8 + 10.4 pg/ml; t=13.9 df=78, p<0.0001), AChE (1609 + 61.4
U/L; t=7.95 df=78, p<0.0001), CASP 8 (164.6 +16.9 pg/ml; t=6.72; df=78; p<0.0001),
and CASP 3 (142.9 £ 16.6 pg/ml, t= 6.84; df=78; p<0.0001) than controls group

(114.9+£2.2; 1113 +11.35; 50.1 £ 1.3 and 28.9+ 0.87; respectively Fig. 3A-D).
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The PG test has demonstred in figure 3E. Statistical analysis revealed that
stroke group had significantly higher plasm levels (58.6 £ 5.5 pg/ml; t= 7.77; df=78;
p<0.0001) vs. control (14.7 £ 1.4).

Since inflammatory pathway have a close relationship with apoptotic factors,
we decided to correlate TNF-a levels with CASP 8 and 3 activation. Correlation
analyses (Pearson’s correlation coefficient) revealed that the TNF-a levels positively
correlated with CASP 8 (r = 0.430; p < 0.05 —Fig. 4A) and 3 activation (r = 0.420; p <
0.05—Fig. 4B), but not with DCF production, NOx or AChE levels (p>0.05; data not
shown).

Furthermore, we showed that gstroke had significantly higher serum levels of
TNF-a, CASP 3, CASP 8 and AChE vs. gstroke and vs. control groups. The gstroke
group had significantly higher serum levels of TNF-a compared to total CHO
[F(2,77)= 111.7; p< 0.0001], LDL [F(2,77)= 120.2; p< 0.0001], HDL [F(2,77)= 103.8;
p< 0.0001], and TG [F(2,77)= 116.4; p< 0.0001] vs. ngstroke and vs. control groups
(Fig. 5 A-D). Statistical analysis also showed that gstroke group had significantly
higher serum levels of AChE compared to total CHO [F(2,77)= 41.7; p< 0.0001], LDL
[F(2,77)= 41.75; p< 0.0001], HDL [F(2,77)= 44.8; p< 0.0001], and TG [F(2,77)= 42.4;
p< 0.0001] vs. ngstroke and vs. control groups (Fig. 5 E-H).

In addition, we observed that gstroke group had significantly higher serum
levels of CASP 8 compared to total CHO [F(2,77)= 37.3; p< 0.0001], LDL [F(2,77)=
42.8 p< 0.0001], HDL [F(2,77)= 34.2; p< 0.0001], and TG [F(2,77)= 44.8; p< 0.0001]
vS. ngStroke and vs. control groups (Fig. 6 A-D). Moreover, statistical analysis
revealed that gstroke group had significantly higher serum levels of CASP 3

compared to total CHO [F(2,77)= 38.5; p< 0.0001], LDL [F(2,77)= 44.6 p< 0.0001],
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HDL [F(2,77)= 36.5; p< 0.0001], and TG [F(2,77)= 42.5; p< 0.0001] vs. ngstroke and
vs. control groups (Fig. 6 E-H).

The results expressed any difference in oxidative stress, inflammatory and
apoptotic parameters when comparing patients on monotherapy (p>0.05) and

polytherapy (p>0.05) (data not shown).

DISCUSSION

The present study, our results showed significant increase of DCFH, NO,
TNF-a and AChE levels as well as PG, CASP 8 and 3 levels in the late stroke group
as compared to healthy control. We also showed that increased levels of TNF-a was
correlated to apoptotic markers (CASP 8 and 3), but not oxidative stress (DCFH and
NOX). Interestingly, higher levels of inflammatory (TNF-a and AChE) and apoptotic
(CASP 8 and 3) markers were found in the dyslipidemic post-stroke (gstroke)
compared to non-dyslipidemic post-stroke (ngStroke) patients and controls,
suggesting a link among these events in a later phase of cerebral injury.

The pathophysiology of stroke is complex and involves numerous processes,
including: energy failure, free radical-mediated toxicity, cytokine-mediated
cytotoxicity, complement activation, and infiltration of leukocytes (Love, 1999).
Evidences suggest that oxidative stress, neuroinflammation and apoptosis are linked
to acute stroke phenomena (Chong et al., 2005; Yamamoto et al., 2008), but little is
known about these events in a later phase of stroke.

It is likely that dysregulation of the cerebral circulation compromises perfusion
of the post-ischemic brain, and would thus adversely impact stroke outcome by
increasing the likelihood of vascular impairment and secondary damage of stroke.

While much research has sought to understand the mechanisms of acute neuronal
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injury following stroke, relatively little attention has been devoted to the identification
of factors later cerebrovascular dysfunction.

It is known that reactive species levels in the cerebral circulation increase
dramatically during the initial stages of post-ischemic reperfusion (de Silva, 2011),
and that this state of oxidative stress may persist for several days (Miller et al., 2006).
Studies have previously reported that free radical levels, such as superoxide, are
increased in the cerebral circulation during stroke (Miller et al., 2005; Miller et al.,
2009), and could result in a lower threshold for oxidative toxicity in cerebral vessels.
In fact, superoxide radical may react avidly with nitric oxide (NO) leading to
decreased NO bioavailability and increased formation of nitrosative species highly
reactive and damaging that may contribute to neuronal injury.

In line this view, Parizadeh et al. (2011) showed increased levels of serum
prooxidant-antioxidant balance in patients with stroke, indicating a heightened state
of oxidative stress compared to control group, but were not significantly different in
patients with different outcomes based on their 6-month prognosis. Thus, increased
DCFH and NOy levels (Fig. 2A-B) represent the increase of oxidative/nitrosative
species generation, wich may colaborate to brain injury even in the late phase of
stroke. One explication to persistent increase of reactive species levels, it is a
possible mutation of antioxidant enzymes, such as manganese superoxide
dismutase (MnSOD). The functional polymorphism V16A affects the localization of
MnSOD and therefore its ability to scavenge superoxide radicals and this could
contribute to raise reactive species production (Duarte et al., 2010). However, the
reason for the persistent increase of oxidative/nitrosative stress is not clear and
merits further study.

It is also worth remarking that, in individual basis, we found no correlation
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between oxidative/nitrosative damage marker increase and stroke, making difficult to
postulate a cause—effect relationship between reactive species generation and
chronic cerebral injury. Notwithstanding, one might also consider the possibility that
selected targets, which could not contribute significantly to the total
oxidative/nitrosative stress, could collaborate to brain injury, such as inflammatory
markers (i.e. TNF-a and AChE).

In fact, studies show that inflammatory markers were correlated with brain
infarction volume, stroke severity and clinical outcome (Vila et al., 2000; Di Napoli,
2002; Elkind et al., 2004), but the underlying inflammatory reactions and the
correlation between these factors in the late stroke await further validations.

According, many authors reports that brain inflammation has been implicated
as a crucial contributor to the etiopathogenesis of several CNS disorders, including
stroke (Vila et al., 2000; Di Napoli and Papa, 2002; Lambersten et al., 2012; Shichita
et al., 2012). It has been demonstrated that AChE has an important role in immune
responses by rapidly hydrolyzing acetylcholine (Ach) (Kawashima and Fuijii, 2000),
which is known to have antiinflammatory characteristics and suppresses the
production of proinflammatory cytokines (Kawashima and Fujii, 2003; Borovikova et
al. (2000). Here, we observed an increase in the AChE activity in the patients in the
late phase of stroke. It is possible that this alteration leads to a decrease of the ACh
level contributing to the proinflammatory status. Although the role of the cholinergic
system in stroke is still unclear, our findings suggest the hypothesis that AChE may
antagonize vagal cholinergic signaling at macrophage level (Ofek, et al. 2007;
Shaked, et al., 2009), promoting an effect systemic inflammatory (increase of TNF-a)
and apoptotic response (CASP 8 and 3 activation). In fact, increased TNF-a levels

may exacerbate the ligation to its receptors and lead to activation of executers
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caspases, like caspase-8, by extrinsic apoptotic pathway (Micheau and Tschopp,
2003; Schneider-Brachert et al., 2004). Caspase 8 combined with its ability to induce
apoptosis through the extrinsic pathway, also triggers the intrinsic apoptotic pathway
by cleavage of the members of the family of pro-apoptotic factor Bcl-2 to initiate the
apoptotic process induced by mitochondria (Gross et al., 1999; Zhao et al., 2001).
These events may induce a subsequent increase in reactive species, leading to
activation of caspase 3 and DNA damage (Namura et al., 1998; Budihardjo et al.,
1999; Sugawara et al., 2004), as observed in our study (Fig. 2 and Fig. 3D-E).

Reinforcing this hypothesis, we showed a positive correlation among levels of
TNF-a with CASP 8 and 3, suggesting that theses markers may be still elevated in
the late phase of stroke. In according, McCoy and Tansey (2008) reported that
elevation of soluble TNF may be a hallmark of acute and chronic neuroinflammation
in the number of neurodegenerative conditions.

Interesting, our data showed a significantly difference in dyslipidemia levels
among groups of study. Thus, we explored if exist a relationship among inflammatory
and apoptotic markers with the components of dyslipidemia in the stroke and control
group. The results presented in this report revealed that AChE, TNF-a, CASP 3 and
CASP 8 were positively associated with TG, total CHO, LDL and HDL. In figure 5
and 6, gstroke patients had significantly higher serum levels of TNF-a, CASP 3,
CASP 8 and AChE when compared to ngstroke or control groups.

In fact, studies have showed an association between LDL and TG with
inflammatory factors (Alvarez-Sala et al., 2008; Keles et al., 2008; Martinez-Hervas et
al., 2010). Holm et al. (2011) showed that high plasma levels of fatty acid binding
proteins (FABP4) were significantly associated with increase of oxidized LDL and

cardiovascular mortality in the acute post-stroke, suggesting a relationship with
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atherogenesis. These same authors have also revealed a link between platelet
activation and enhanced expression of FABP4 within macrophages, partly dependent
of pre-activation with TNF-a. Thus, taken together our findings, it is plausible to
propose that inflammatory (TNF-a and AChE) and apoptotic (CASP 3 and 8) markers
are increased in the late phase of stroke and that dyslipidemia may increase levels of
these markers, contributing with new neurovascular events.

Therefore, we suggest that the events detected in this study may contribute, at
least in part, to the encephalic dysfunction found in the late stroke, and that the use
of drugs with antiinflammatory potential could represent a complementary therapy in

the treatment of these patients.
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Table 1: Baseline characteristics of study subjects.

Characteristic Stroke Group (n=40)  Control Group (n=40) p-Value

n 40 40

Age 63+2.1 56 +1.6 >0.05
Male (%) 67.5 55 >0.05
BMI (Kg/ m?) 26.7+0.3 22.4+0.5 <0.0001
Hypertension (%) 82.5 0 <0.0001
Smokers (%) 5 0 >0.05
Sedentary (%) 47.5 0 <0.05

BMI = Body Mass Index. Data are expressed as mean * standard error of the mean
(SEM) or percentage. Significant Values = p<0,05.

Table 2: Clinical characteristics of study subjects.

Biomarker Stroke Group (n=40) Control Group (n=40) p value
Glucose (mg/dl) 979142 815+1.1 <0.001
HBAL1C (%) 5.22+0.2 4.7 £0.08 <0.05
Cholesterol (mg/dl) 189+7.9 150.3+2.2 <0.0001
HDL (mg/dl) 51.05+2.1 55.2+1.4 >0.05
LDL (mg/dl) 110+8.3 75.45+25 <0.001
Triglycerides (mg/dl) 143 +9.5 102.2+£6.1 <0.001
Urea (mg/dl) 24.9+0.9 18.5+0.6 <0.0001
Creatinin (mg/dl) 0.77 £0.03 0.85+0.03 >0.05
TGO (Ul/ml) 29.1+1.3 255+1.2 >0.05
TGP (Ul/ml) 31.02+1.2 28.24 + 0.6 <0.05
AP (Ul/ml) 56.42 £ 2.9 83.4+1.3 <0.0001

AP — Alkaline Phosphatase. Data are expressed as mean * standard error of the
mean (SEM). Significant Values =P<0.05.
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Figure Legends

Figure 1: Flowchart showing the total participants recruited, total remaining after the
exclusion criteria and experimental design of the study.

Figure 2: The values of DCF (A) and NOx (B) levels in control and stroke groups.
Increase of DCF and serum NOX levels in the post-stroke patients as compared to
control group. Data represents mean + SEM for n = 40 in each group. According to
unpaired t test, *p < 0.0001 was considered significant.

Figure 3: The values of TNF-a (A), AChE (B), Caspase 8 (C), Caspase 3 (D) and
Picogreen (E) levels in control and stroke groups. Increase of serum TNF-a, AChE,
Caspase 8 and Caspase 3 levels as well as plasma picogreen determination in the
post-stroke patients as compared to control group. Data represents mean + SEM for
n = 40 in each group. According to unpaired t test, *p < 0.0001 was considered
significant.

Figure 4. Correlation among inflammatory and apoptotic markers in the control and
stroke groups.

Increased serum TNF-a concentration correlates with activation of CASP 8 (r=0.40;
p< 0.05 — Figure 4 A) and CASP 3 (r=0.4; p<0.05 — Figure 4B) in the stroke patients
as compared to control group (Pearson’s correlation coefficient). Data represents
mean + SEM for n = 40 in each group. According to Pearson’s correlation coefficient,
p < 0.05 was considered significant.

Figure 5: Comparison of Non-dyslipidemic Stroke (ndStroke) (n=29) Dyslipidemic
Stroke (dStroke) (n=11) and control groups in relation to inflammatory markers.

The dStroke group had higher serum TNF-a concentration as compared to total CHO
(A), LDL (B), HDL (C) and TG (D) vs. ndStroke vs. control group. The dStroke group

had higher serum AChE levels as compared to total CHO (E), LDL (F), HDL (G) and
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TG (H) vs. ndStroke vs. control group. Data represents mean + SEM for n = 40 in
each group. According to one-way ANOVA, p < 0.0001 was considered significant.
Figure 6: Comparation of Non-dyslipidemic Stroke (ndStroke) (n=29), Dyslipidemic
Stroke (dStroke) (n=11) and control groups in relation to apoptotic markers.

The dStroke group had higher serum caspase 8 activation as compared to total CHO
(A), LDL (B), HDL (C) and TG (D) vs. ndStroke vs. control group. The dStroke group
had higher serum caspase 3 activation as compared to total CHO (E), LDL (F), HDL
(G) and TG (H) vs. ndStroke vs. control group. Data represents mean + SEM for n =
40 in each group. According to one-way ANOVA, p < 0.0001 was considered

significant.
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3. DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste estudo mostraram um aumento
significativo nos niveis de DCF, NOx TNF-a, AChE, CASP 8, CASP 3 e PG nos
pacientes pos-AVE quando comparados com o grupo controle. Também foi
observado que os niveis aumentados de TNF-a foi correlacionado positivamente
com os marcadores de apoptose (CASP 8 e CASP 3), porém ndo houve correlagdo
com os marcadores oxidativos (DCFH e NO,). Interessantemente, a analise
estatistica mostrou um aumento significativo dos niveis dos marcadores
inflamatérios (TNF-a e AChE) e apoptoticos (CASP 8 e CASP 3) nos pacientes pos-
AVE com dislipidemia (AVE4) quando comparados com 0s pacientes pos-AVE sem
dislipidemia (AVE,q4) € com o grupo controle, sugerindo uma associagao entre esses
eventos na fase crénica do AVE.

Dados na literatura mostram que a desregulacdo da circulagdo sanguinea
cerebral compromete a perfuséo no encéfalo p6s-AVE, aumentando a probabilidade
de comprometimento vascular e danos secundarios a doenca (CULMSEE e
KRIEGLSTEIN, 2007; BENEDICTO et al.,, 2008; LAMBERTSEN et al, 2012). A
fisiopatologia do AVE € complexa e envolve diversos processos, entre eles a
toxicidade induzida por RLs e citocinas, assim como a infiltragdo leucocitaria (LOVE,
1999), sugerindo que o estresse oxidativo, a neuroinflamacéo e a apoptose sejam
fatores associados ao dano neurovascular (CHONG et al., 2005; YAMAMOTO et al.,
2008). Enquanto a maioria dos estudos procura entender os mecanismos dos danos
neuronais agudos apos o AVE, ainda existem poucos estudos sobre estes eventos
na fase mais tardia da disfuncéo cerebrovascular.

Nesse contexto, a maioria dos estudos (LOVE, S. 1999; SILVA et al., 2011,
CECHETTI et al., 2012; TSAI et al.,, 2014) mostram niveis de ERs aumentados
substancialmente na circulagdo cerebral nos estagios iniciais da reperfusdo pos-
isquemia, entretanto, poucos autores como Miller et al. (2006) investigaram o
aumento nos marcadores de estresse oxidativo apds varios dias do insulto
cerebrovascular.

Ja neste estudo, foi possivel observar estes niveis de ERs aumentados
mesmo meses apds a doenca. De fato, os niveis de RLs, como o O,, podem

aumentar na circulacdo sanguinea cerebral durante o AVE (MILLER et al., 2005;
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2009), e podem resultar em uma reducéo no limiar para toxicidade por estresse
oxidativo nos vasos sanguineos cerebrais. Além disso, o O,  pode reagir com o NO,
levando & uma diminuicdo na biodisponibilidade de NO e aumento na formacéo de
espécies nitrosativas altamente reativas e danosas, que podem contribuir para o
dano neuronal, mesmo em fases cronicas do AVE.

Nesta linha de pensamento, Parizadeh et al. (2011) observaram niveis séricos
aumentados no balanco pré e anti-oxidantes em pacientes pos-AVE, indicando um
estado elevado de estresse oxidativo quando comparados com o grupo controle,
porém nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os pacientes com
diferentes sequelas pos-AVE baseadas em um prognostico de seis meses.

Uma explicacdo plausivel para os niveis elevados de ERs persistentes na
fase tardia do AVE, seria a presenca de mutacdes das enzimas antioxidantes, como
por exemplo a MnSOD. O polimorfismo funcional Alal6Val afeta a localizagdo da
MnSOD, assim como sua habilidade em remover os radicais superéxidos, e isto
pode contribuir para 0 aumento na producdo de ERs (DUARTE et al.,, 2010;
BRESCIANI et al., 2013) nos pacientes com AVE. Entretanto, as razdes para o
persistente aumento do estresse oxidativo/nitrosativo ainda ndo esta clara e mais
estudos sdo necessarios para esclarecer a participacdo da MnSOD no AVE.

Outro ponto importante a salientar, € que nao foi encontrada correlacdo entre
0 aumento nos niveis dos marcadores oxidativos/nitrosativos do grupo AVE com o
controle, sendo assim dificil de postular uma relacdo causa-efeito entre a geracao de
ERs e o dano cerebral crénico. Nao obstante, outra possibilidade a ser considerada
€ que outros alvos selecionados, os quais podem nao contribuir significativamente
com o estresse oxidativo/nitrosativo, podem colaborar com o dano encefalico, como
por exemplo, os marcadores inflamatoérios (TNF-a e AChE).

De fato, estudos mostram uma correlagcdo entre marcadores inflamatorios
com o volume de infarto encefalico, severidade do AVE e sequelas clinicas (VILA et
al., 2000; DI NAPOLI, 2002; ELKIND et al., 2004), indicando que a inflamacé&o pode
ser um contribuinte crucial para a patogénese de diversas disfun¢gfes do SNC (VILA
et al., 2000; DI NAPOLI e PAPA, 2002; LAMBERSTEN et al., 2012; SHICHITA et al.,
2012).

A acetilcolinesterase (AChE) tem um importante papel na resposta imune por
rapidamente hidrolisar a ACh (KAWASHIMA e FUJII, 2000), que é conhecida por ter

caracteristicas anti-inflamatorias e suprimir a producéo de citocinas pro-inflamatorias
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(BOROVIKOVA et al., 2000; KAWASHIMA e FUJII, 2003). Nossos dados revelaram
um aumento na atividade da AChE no pacientes po6s-AVE, propondo que esta
alteracdo leve a um decréscimo nos niveis de ACh, contribuindo para o estado
inflamatorio. Embora o papel do sistema colinérgico no AVE ainda néo esteja claro,
nossos achados sugerem a hipétese de que a AChE pode antagonizar a sinalizagcdo
colinérgica vagal a nivel de macrofagos (OFEK et al., 2007; SHAKED et al 2009),
promovendo um efeito inflamatorio sistémico (aumento do TNF-a) e um aumento na
reposta apoptética (ativacdo da CASP 8 e CASP 3).

Realmente, niveis aumentados de TNF-a podem resultar em ligacbes em
maior ndamero com seus receptores, conduzindo a ativacdo das caspases
executoras, como a CASP 8 por meio da via apoptoética extrinseca (MICHEAU e
TSCHOPP, 2003; SCHNEIDER-BRACHERT et al., 2004). A CASP 8 combinada
com sua capacidade de induzir a apoptose por meio da via extrinseca, também
desencadeia a via apoptética intrinseca, por meio da clivagem dos membros da
familia dos fatores pro-apoptoticos Bcl-2, iniciando o processo apoptético induzido
pela mitocondria (GROSS et al., 1999; ZHAO et al., 2001). Estes eventos induzem a
um aumento subsequente de espécies reativas e liberacdo de fatores apoptogénicos
mitocondriais (tais como citocromo c) para o citosol. Liberado o citocromo c, junto
com dATP e o fator-1 de ativacdo de protease apoptética (Apaf-1) formam o
apopotosoma, que por sua vez recruta e ativa a caspase-9, e esta por sua vez, leva
a ativacdo da CASP 3 e disfuncao celular (NAMURA et al., 1998; BUDIHARDJO, et
al., 1999; GRAHAM, 2001; LIOU et al, 2003; SUGAWARA, 2004). A partir da
ativacdo da CASP 3 também ocorre a ativacdo da DNase ativada por caspases
(CAD) (SUGAWARA et al., 2002) e a clivagem de diversos substratos proteicos
como a poly (ADP-ribose)- polimerase (PARP), culminando em dano ao DNA (CHEN
et al., 1998).

Reforcando esta hipotese, foi possivel observar neste estudo uma correlagao
positiva entre os niveis de TNF-a com a CASP 8 e 3, sugerindo que estes
marcadores podem se manter elevados em uma fase cronica do AVE. De acordo,
McCoy e Tansey (2008) mostraram que niveis elevados de TNF soluvel pode ser um
marcador de neuroinflamacdo aguda e cronica em algumas doencas
neurodegenerativas.

A partir destes achados e de um elegante estudo de Gong et al. (2012) que

mostrou uma expresséo elevada na CASP 3 e nos niveis séricos de TNF-a em ratos
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hipercolesterolémicos apés isquemia cerebral, n0s resolvemos investigar se existiria
uma associagdo entre os fatores inflamatorios e apoptéticos com marcadores de
dislipidemia nos pacientes pés-AVE e grupo controle. Interessantemente, o0s
resultados revelaram que os niveis de TNF-a, AChE, CASP 8 e CASP 3 tiveram uma
associacao significativa com os niveis de CT, LDL, HDL e TG. Os pacientes pos
AVEy4 tiveram os niveis séricos de TNF-a, AChE, CASP 8 e CASP 3
significativamente aumentados em relacdo aos pacientes pos AVE,y e ao grupo
controle (Figura 5 e 6 do manuscrito).

A dislipidemia € considerada um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento do AVE, induzindo a aterogénese e aumentando os indices de
morbidade/mortalidade (LIBBY, 2002). A placa de ateroma é constituida
principalmente de LDL oxidado (LDL.) (SKILTON et al., 2007), formado a partir da
acao dos radicais livres (HARRISON et al., 2003, GAUTIER et al., 2009). O LDLy
induz & expressdo de moléculas que permitem aos mondcitos e linfocitos T a
possibilidade de aderir-se as células endoteliais (SCALIA et al., 1998). Os mondcitos
se diferenciam em macrofagos, que captam o LDL. e processam o0 auto-antigeno
ativando os linfécitos T, que por sua vez, promovem a secrecao de citocinas proé-
inflamatdrias como o TNF-a (QIN et al., 2006; PERSSON et al., 2006; EMMANUEL
et al., 2009). Desta forma, é tentador propor que a associacdo entre marcadores
inflamatérios e apoptoticos com a dislipidemia observado em nosso estudo, seja
devido aos mecanismos citados anteriormente.

De acordo, Holm et al. (2011) observaram que 0 aumento na expressao das
proteinas ligantes de acidos graxos nos macrofagos é dependente da pré-ativacao
do TNF-a e estavam significativamente associados com aumento do LDL oxidado,
aumentando a mortalidade por problemas cardiovasculares no p6s-AVE agudo.

Finalmente, analisando todos os dados, é plausivel sugerir que o0s
marcadores inflamatérios (TNF-a e AChE) e apoptéticos (CASP 8 e CASP 3) estdo
aumentados em uma fase crénica do AVE, e a dislipidemia colaborar para um
acréscimo neste aumento, contribuindo com a possibilidade de novos eventos
neurovasculares. Assim, sugere-se que 0s resultados observados neste estudo
podem contribuir, pelo menos parcialmente, para a disfuncdo neurologica presente
no AVE cronico, e que drogas anti-inflamatérias podem representar uma terapia

complementar no tratamento destes pacientes.
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Figura 6 - Esquema representativo da conclusédo da presente Dissertacao.

Rota apoptética extrinseca e intrinseca seguida da isquemia cerebral. Apds a isquemia cerebral (1)
ocorrem repostas inflamatérias sistémicas e focais. A sinalizacdo vagal da ACh inibe a producéo de
citocina inflamatérias, entretanto, a ACh € hidrolisada pela AChE, constituindo assim, uma liberacéo
destas citocinas, entre elas o TNF-a (2), que liga-se ao receptor de morte na membrana celular e,
através de um adaptador molecular (FADD), ativa a pro-caspase 8 que, por sua vez, ativa a CASP 8
(iniciadora) e a CASP 3 (executora) (3), clivando a PARP e ativando a CAD, e, culminando no dano
ao DNA e morte celular (rota extrinseca) (4). A CASP 8 também, juntamente com a producao
aumentada de ROS, é capaz de ativar uma proteina pro-apoptotica (BID) que desregula o poro de
transicdo permeavel da membrana (5-6), permitindo a liberacdo do citocromo ¢, que juntamente a
caspase 9 e Apaf-1 formardo o apoptossoma, e entdo ativardo a CASP 3 (3), e a apoptose prossegue
assim como na rota extrinseca (4) (rota intrinseca). Além disso, a dislipidemia aumenta a liberagdo de
TNF-a, exacerbando todo este evento (7). Criado por Matheus Tanuri Pascotini (2015).
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Figura 7 — Valores dos marcadores analisados neste estudo (DCF, NOx, TNF-a, AChE, CASP 8,
CASP 3 e PG) em relagio a medicagéo hipoglicimiante (HG).
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Figura 8 — Valores dos marcadores analisados neste estudo (DCF, NOx, TNF-a, AChE, CASP 8,
CASP 3 e PG) em relagio a medicagio anti-plaquetaria (AP).



76

Figura 9
AH AH
. 50000+ 500+
©
2
< 40000 4004
2 — —
[*] —
P 2 30000 I x = 300
o g o g
S S 200004 < 3 2001
= =
O
3 10000 100
=
-
= 0 T 0 T
Stroke W/ HA Stroke W/O HA Stroke W/ HA Stroke W/O HA
AH AH
300+ 204
——
——
= 15
E 200~ =5
g >
o 10
3 =
L 100 <
- 5+
T T
Stroke W/ HA Stroke W/O HA Stroke W/ HA Stroke W/O HA
AH AH
— 250+ — 200
£ £
2 2
O 200 <]
5 -1 5 150+ I
2 150 2
2 @ 1004
i 1004 i
© ™ 504
5 @
< <
O o T o T
Stroke W/ HA Stroke W/O HA Stroke W/ HA Stroke W/O
AH
1004
E ™
g e _—1—
=
$ 40
§
o 204
T
Stroke W/ HA Stroke W/O HA

Figura 9 — Valores dos marcadores analisados neste estudo (DCF, NOx, TNF-a, AChE, CASP 8,
CASP 3 e PG) em relagio a medicagio anti-hipertensiva (AH).
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Figura 10 — Valores dos marcadores analisados neste estudo (DCF, NOx, TNF-a, AChE, CASP 8,
CASP 3 e PG) em relagio a medicagao hipolipimiante (HL).
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Questionario Avaliacao Clinica
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Identificacdo

1. SAME: 2. ldade

| 3.Data:

4. Retorno n°: 5. Procedéncia:

6. Escolaridade:

7. Familiar: Renda R$

8. Informante: Escolaridade

Fornecimento de Informacgdes

©

. Paciente: () 1. Informatudo. ( )2.Informa parcialmente. ( )3. N&o informa.

() Linformatudo. () 2.Informa parcialmente. () 3. Ndo informa.

Caracterizacao

11. Tomografia- Lado do AVE:
1. () direito 2.( ) esquerdo

12. Tempo do AVC
1.() >6m-12m 2.()>12-24m 3. () >24m

13. Faz uso de alguma medicacdo?
1.( )Nao 2.( ) Sim.Quais?

14. Faz fisioterapia?
1.( )Nado 2.( )Sim

15. Fez Fisioterapia?
1.( )Nao 2.( )Sim

16. Pressao arterial

1. ( ) <130x85 normal 2. ( ) >130x85-139x89 limitrofe 3. ( ) >140x90 -160x 100 H.L 4. ( ) >160x100-180x110 moderada

5( ) >180x110 grave

17. Frequéncia Cardiaca em Repouso
1. ( ) <100bpm 2. ( ) >100bpm

18. Peso: Kg
19. Altura: m
20 IMC:

Fatores de Risco

21 . Etnia/Raca 22. Historia familiar de AVC/ATI

23. Doengas cardiacas

( )1.Branco ( )2.Pardo 1.( ) Sim ()1.Sim

( )3.Preto ( )4. 2.( ) Néo ( )2. Nao

24. Diabete Mellitus 25. Consumo excessivo de alcool 26. Hipertensao

1.( )Sim ()1.Sim ()1.Sim

2.( )Néo ( )2. Néo ( )2. Néo

27. Fumo 28. Obesidade 29. Sedentarismo pré AVE
1.( ) Sim 1.( ) Sim 1.( ) Sim

2 ( )Nao 2.( ) Néo 2.( ) Néo

30. sedentarismo pos AVE
1.( ) Sim
2.( ) Néo
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ANEXO Il
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: “ASSOCIACAO DA VIA INFLAMATORIA E APOPTOTICA NA
PATOFISIOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO TARDIO: RELACAO COM
A DISLIPIDEMIA”

Pesquisadora responsavel: Dra. Michele Rechia Fighera

Instituicdo/departamento: HOSPITAL UNIVERSITARIO DE SANTA MARIA/ CCS.

Telefone para contato: 55- 3220-8178 (ambulatoério de Fisioterapia)

Local da coleta de dados: AMBULATORIO DE FISIOTERAPIA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO
DE SANTA MARIA.

1- O projeto de pesquisa sera realizado no Ambulatorio de Fisioterapia do
Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) e terd como objetivo investigar o
envolvimento da via apoptética e de dano ao DNA em pacientes apés AVE.

2- Antes do inicio do tratamento serd coletada amostra de sangue e
aplicado um questionario clinico.

3- O sangue sera coletado para andlise bioquimica antes do inicio do
protocolo de tratamento e apds o seu término. A amostra de sangue sera coletada
por uma enfermeira e uma farmacéutica, alunas dos programas de pés-graduacao
de farmacologia e bioquimica da UFSM.

4- A amostra de sangue sera realizada por puncédo periférica da veia do
antebraco. A coleta de sangue, ndo causara risco para a sua saude e bem-estar.

5- Participando do estudo vocé ir4 responder algumas perguntas sobre sua
dor, suas atividades diarias, dados pessoais e médicos.

6- Vocé nao terd nenhum gasto participando do projeto e sua participacédo
sera por sua propria vontade.

7- Sua identidade e suas respostas serdo mantidas em segredo (carater
andénimo dos prontuarios) e somente os/as pesquisadores/as envolvidos terdo
acesso ‘as informacgdes. Entretanto, os dados coletados nesta pesquisa poderao ser
publicados em revistas médicas e provavelmente apresentados em congresso. As
informacgBes contidas nas fichas serdo guardadas e poderédo ser usadas em outros
estudos, sendo sempre seu nome mantido em sigilo.

8- Vocé tem o direito de fazer qualquer pergunta sobre o projeto aos/as
pesquisadores/as. Vocé pode parar sua participacao no estudo a qualquer momento
se ndo estiver satisfeito com o tratamento proposto e procurar outros recursos
médicos.

9- NOs achamos que os resultados deste projeto poderdo ajudar na sua
qualidade de vida e de muitos outros pacientes com quadro clinico semelhante ao
seu.

10- Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos neste estudo, o participante tem direito a tratamento médico
na Instituicdo, bem como ‘as indeniza¢des legalmente estabelecidas.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que
li ou que foram lidas e explicadas verbalmente para mim, descrevendo o estudo
Titulo do estudo: “ASSOCIACAO DA VIA INFLAMATORIA E APOPTOTICA NA
PATOFISIOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO TARDIO: RELAC;AO COM
A DISLIPIDEMIA”
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Eu discuti com a médica Michele Rechia Fighera, sobre a minha decisao
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais os propoésitos do estudo,
0s procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade (lido e anexado por escrito ‘a este termo de consentimento que irei
assinar) e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo
e poderei retirar 0 meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa
ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do/a Participante N. identidade(Cl)

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data: [/ |

Endereco para contato: Ambulatério de fisioterapia - Hospital Universitario de Santa
Maria, HUSM. Faixa de Camobi, Km 9 — Campus Universitario. CEP: 97105-900
Santa Maria/RS — Brasil.

Telefone: 55- 3220-8178
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ANEXO IV

TERMO DE CONFIDENCIALIDADE

Titulo do projeto: “ASSOCIACAO DA VIA INFLAMATORIA E APOPTOTICA NA
PATOFISIOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO TARDIO:
RELAC}AO COM A DISLIPIDEMIA”.

Pesquisador responsavel: Michele Rechia Fighera

Instituicdo/Departamento: UFSM / Departamento de Neuropsiquiatria

Telefone para contato: 55- 3220-8178 (ambulatério de Fisioterapia)

Local da coleta de dados: AMBULATORIO DE FISIOTERAPIA DO HOSPITAL
UNIVERSITARIO DE SANTA MARIA

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a
privacidade dos pacientes cujos dados serdo coletados através da ficha de avaliagéo
no Ambulatério de Fisioterapia. Concordam, igualmente, que estas informacdes
serdo utilizadas uUnica e exclusivamente para execucdo do presente projeto. As
informacBes somente poderdo ser divulgadas de forma anbnima e serdo mantidas
na sala do departamento de Neuropsiquiatria (sala nUmero 1446/ prédio do Centro
de Ciéncias da Saude por um periodo de 4 anos sob a responsabilidade do Prof.(a)
Pesquisadora Michele Rechia Fighera. Apés este periodo, os dados serdo
destruidos. Este projeto de pesquisa foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica

em Pesquisa da UFSM em .....[......[....... , com 0 numero do CAAE ..........cccceevnnenn.

Santa Matria,.......... de oo, de 20......

Assinatura do pesquisador responsavel



