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RESUMO

Introducio: O estresse oxidativo e a inflamacdo s@o processos patologicos centrais no
acidente vascular cerebral isquémico (AVCi), aumentando o tamanho do infarto,
comprometendo a recuperagao local e piorando o prognostico. Compreender esses
mecanismos, de forma individual e interativa, ¢ essencial para o desenvolvimento e
avaliacdo de estratégias neuroprotetoras. Objetivo: Este estudo avaliou o efeito do soro
de pacientes com AVC isquémico na fase aguda, diluido em meio de cultura, sobre
parametros de estresse oxidativo e inflamatorios em células astrogliais. Métodos: O
soro humano foi obtido a partir de um estudo caso-controle aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (parecer n° 6.433.569). O estudo foi composto por fases clinica e
pré-clinica. Nove pacientes (3 a 7 dias apoés o AVCi) e controles da comunidade
pareados por idade e sexo foram recrutados e responderam a um questionario
sociodemografico e de saude. Amostras de sangue foram coletadas para caracterizagao
dos perfis lipidico e inflamatdrio do soro. Na fase pré-clinica, células astrogliais C6
receberam dois tratamentos: I) meio de cultura com 5% de um pool de soros de
pacientes com AVC isquémico agudo; e II) meio de cultura com 5% de um pool de
soros de individuos controle. Ap6s 24 horas, foram avaliadas a viabilidade celular, os
parametros redox e as vias de sinalizagdo inflamatoria, utilizando o teste t de Student.
Resultados: As idades médias foram de 59,33 + 18,70 anos para os pacientes com AVC
e 57,30 = 17,55 anos para os controles. Pacientes com AVC apresentaram niveis
significativamente mais elevados de glicemia e proteina C reativa (PCR) no soro (p <
0,05). Células astrogliais C6 expostas ao soro de pacientes com AVC isquémico
apresentaram niveis significativamente reduzidos de GSH, assim como atividades das
enzimas CAT e SOD (p < 0,001). Além disso, a expressao de COX-2 e iNOS, bem
como os niveis de IL-6, foram significativamente aumentados em relagdo ao grupo
controle (p < 0,001). Conclusiao: A exposicdo de células astrogliais C6 ao soro de
pacientes com AVC isquémico na fase aguda modulou o estresse oxidativo celular e

aumentou a ativagao de vias inflamatorias.

Palavras-chave: astrocito, acidente vascular cerebral, neuroinflamacgao, estresse
oxidativo.



ABSTRACT
Introduction: Oxidative stress and inflammation are key pathological processes in
ischemic stroke (IS), increasing infarct size, impairing local recovery, and worsening
prognosis. Understanding these mechanisms, individually and interactively, is crucial
for developing and evaluating neuroprotective strategies. Objective: This study
evaluated the effect of serum from acute-phase ischemic stroke patients, diluted in
culture medium, on oxidative stress and inflammatory parameters in astroglial cells.
Methods: Human serum was obtained from a case-control study approved by the
Research Ethics Committee (opinion 6,433,569). The study comprised clinical and
preclinical phases. Nine patients (3-7 days post-IS) and age- and sex-matched
community controls were recruited and completed a sociodemographic and health
questionnaire. Blood samples were collected to characterize serum lipid and
inflammatory profiles. In the preclinical phase, C6 astroglial cells received two
treatments: I) culture medium with 5% pooled serum from acute stroke patients; and II)
culture medium with 5% pooled serum from control patients. After 24 hours, cell
viability, redox parameters, and inflammatory signaling pathways were performed using
Student’s t-test. Results: Mean ages were 59.33 = 18.70 years for stroke patients and
57.30 &£ 17.55 years for controls. Stroke patients showed significantly higher serum
blood glucose and C-reactive protein (CRP) (p<0.05). Astroglial C6 cells exposed to
serum from ischemic stroke patients showed significantly reduced GSH levels, as well
as CAT and SOD activities (p < 0.001). Moreover, COX-2 and iNOS expression, along
with IL-6 levels, were significantly increased relative to the control group (p < 0.001).
Conclusion: Exposure of astroglial C6 cells to acute-phase ischemic stroke patient
serum modulated cellular oxidative stress and increased inflammatory pathway

activation.

Keywords: Astroglial cells; Ischemic Stroke, Neuroinflammation, Oxidative stress.
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Figure 1. Overview of the study stages using a reverse translational research
model. Schematic representation of the experimental workflow, highlighting the
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Figure 2. Effects of 24-hour exposure to serum from ischemic stroke patients
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after exposure to ischemic stroke patient serum (p = 0.571). (c¢) Glutamine
synthetase (GS) enzymatic activity, expressed as pmol/mg protein/h (p = 0.954).
Data are presented as mean + S.D. from at least nine independent experiments.
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t-test. Statistical significance was set at p < 0.05

Figure 3. Oxidative stress markers in C6 astroglial cells after 24-hour
exposure to serum from ischemic stroke patients. a) Nrf2 mRNA expression (p
= 0.947). b) GSH levels expressed as nmol/mg protein (p = 0.017). ¢) Catalase
(CAT) activity expressed as Units/mg protein (p = 0.044). d) Superoxide dismutase
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were considered statistically significant

Figure 4. Expression of inflammatory markers in C6 astroglial cells after
24-hour exposure to serum from ischemic stroke patients. a) IL-1p mRNA
expression (p = 0.839) b) IL-6 mRNA expression (p < 0.001). ¢) TNF-o mRNA
expression (p = 0.586). d) iNOS mRNA expression (p = 0.029). e) COX2 mRNA
expression (p < 0.001). f) NFkB mRNA expression (p = 0.956). Data are presented
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APRESENTACAO

A presente dissertagdo apresentado como requisito parcial para obtengdo do
titulo de Mestre no Programa de P6s-Graduacao em Satde e Comportamento (PPGSC)
encontra-se abaixo subdividido em trés partes, sendo elas o projeto qualificado (parte 1),
o artigo (parte II) e consideracdes finais (parte III).

O projeto inicial foi qualificado intitulado Biomarcadores de lesdo neural e sua
relagdo com o comprometimento neuroldgico em pacientes pos Acidente Vascular
Cerebral isquémico (AVCi) agudo. No entanto, durante o periodo de coleta de dados
foram econtradas dificuldades na obten¢do do nimero amostral necessario para
prosseguir com o tema. Por este motivo, para que se mantivesse o assunto central
abordado inicialmente, através dos dados e amostras que ja haviam sido obtidas neste
projeto durante a fase de coleta, foi realizado um estudo in vitro, na forma de reverse
translational research.

PARTE I: Projeto qualificado

Encontra-se subdividido em: introducdo, objetivos e hipoteses, referencial
tedrico, método, cronograma, orcamento e referéncias. Nos anexos e apéndices
encontram-se os instrumentos utilizados para a coleta dos dados, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, carta de autorizacdo do local da realizacdo da
pesquisa e a carta de aceite do Comité de Etica em Pesquisa. O trabalho, formatado nas
normas de Vancouver e seguindo a estrutura orientada pelo modelo da Universidade
Catodlica de Pelotas (UCPel), teve como objetivo avaliar a correlagdo entre
biomarcadores séricos de lesdo neural (S100B, NSE e GFAP) e o comprometimento
neuroldgico em pacientes pos Acidente Vascular Cerebral isquémico (AVCi) agudo.

PARTE II: Artigo

Encontra-se subdividido em: introdugdo, materiais ¢ métodos, resultados,
discussdo e conclusdo. Formatado nas normas de Vancouver e seguindo a estrutura
orientada pelo modelo da UCPel teve como objetivo avaliar o efeitos da adi¢dao de 5%
do soro de pacientes diagnosticados com AV Ci na fase aguda ao meio de cultivo de uma
linhagem celular C6 tipo-astrocitos em parametros inflamatdrios e de estresse oxidativo.

PARTE III: Consideracoes finais
Aborda o objetivo do artigo e relaciona com os principais resultados, bem como

evidencia o diferencial do trabalho e sua contribuicao para a comunidade.
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2. INTRODUCAO

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) ¢ um evento neurologico onde ocorre interrupgao
do fluxo sanguineo. Atinge aproximadamente 13,7 milhdes de individuos e leva a
morte 5,5 milhdes anualmente, sendo a segunda maior causa de morte no mundo, além
de ser um fator determinante para a instalacdo de incapacidades (1).

O AVC ¢ caracterizado por uma alteragao neurologica abrupta, motivada por
disfun¢do na perfusdo dos vasos sanguineos que irrigam o cérebro. Sao classificados em
dois grupos: o hemorragico causado por escape ou sangramento dos vasos sanguineos e
0 isquémico quando ocorre uma oclusdo em vasos sanguineos, geralmente provocado
por trombose ou embolia, diminuindo assim o fornecimento sanguineo para o cérebro
(2).

Acidente Vascular Cerebral Isquémico (AVCi) ¢ o mais frequente e tem a trombose
intravascular como fator causador patologico principal, podendo levar a necrose do
tecido cerebral e déficits neuronais focais, comprometendo regides cerebrais. As
consequéncias desses prejuizos podem causar déficits na funcionalidade do individuo,
alteracdes cognitivas, entre outras (3). Essas alteragcdes afetam a fungdo cerebral por no
minimo 24 horas (4), e diferenciam-se de acordo com a area cerebral afetada. Portanto,
podem atingir diferentes sistemas, como o sensério-motor € ou cognitivo, determinando
assim as sequelas e consequéncias, os pacientes comprometidos geralmente apresentam
diminui¢do de sua independéncia na realizacdo das atividades de vida diéria (5) e maior
parte dos individuos acometidos ndo apresentam recuperacdo funcional completa (4)
sendo o déficit cognitivo uma sequela determinante para instalacdo de dependéncia
funcional (5,6). Na fase aguda do evento isquémico ¢ onde ocorrem as maiores
alteracdes neurologicas, portanto, ¢ um momento critico para a plasticidade neural, que
carece de investigagdes e intervengdes terapéuticas (7).

A interrup¢do do fluxo sanguineo nos casos de AVCi gera um processo de
excitotoxicidade, desencadeando assim uma sucessdo de processos neuroquimicos que
culminam com a morte por necrose das células neurais. Com a desintegracdo das
membranas destas células neurais mortas, o seu contetido intracelular entra em contato
com o liquido extracelular e neste momento, algumas proteinas exclusivas destes tipos
celulares migram para a corrente sanguinea e podem ser detectadas no sangue. Estas

moléculas podemos chamar de biomarcadores sanguineos (8,9).


https://www.zotero.org/google-docs/?Fw9IlM
https://www.zotero.org/google-docs/?Gfm33V
https://www.zotero.org/google-docs/?4K2m7J
https://www.zotero.org/google-docs/?sIvk4I
https://www.zotero.org/google-docs/?PqbiE4
https://www.zotero.org/google-docs/?P01ue3
https://www.zotero.org/google-docs/?vLyVdO
https://www.zotero.org/google-docs/?Hq4bmz
https://www.zotero.org/google-docs/?TDHxno

A literatura demonstra que alguns biomarcadores podem indicar disfuncao
endotelial, ativagdo de astrocitos, inflamacao, fibrindlise, neuroplasticidade,
anormalidade metabolica e estresse oxidativo (8). Essas substancias, quando
mensuradas, podem auxiliar a determinar o tamanho e a gravidade da lesdo,
contribuindo para defini¢do do prognostico, compreensdo das respostas terapéuticas e
implementa¢do de medidas, na confirmagdo de diagnosticos e fidedignidade de testes
alternativos (10). Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a relagao
entre biomarcadores de lesdo neural e o comprometimento neuroldégico em pacientes
diagnosticados com AVCi na fase aguda. Associar a medida destes biomarcadores ao
comprometimento neuroldgico nos pacientes acometidos pode auxiliar na decisdo de
ado¢do de medidas neuroprotetoras € uma melhor visdo prognostica do quadro, além de

servir como fator complementar na confiabilidade das escalas utilizadas.


https://www.zotero.org/google-docs/?JhLEto
https://www.zotero.org/google-docs/?nVxU4Y

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar a correlagao entre biomarcadores séricos de lesao neural (S100B, NSE e

GFAP) e o comprometimento neuroldgico em pacientes pés AVCi agudo.

3.2 Objetivos Especificos

a) Tracgar o perfil sociodemografico e caracteristicas clinicas de pacientes na fase aguda

do AVC;

b) Verificar os niveis de biomarcadores séricos na fase aguda do AVCi em relagdo ao

grupo controle;

¢) Verificar qual o biomarcador mais expresso na fase aguda do evento isquémico.

4. HIPOTESES

4.1 Hipotese do objetivo geral
Os niveis dos biomarcadores S100B, Enolase Neurdnio Especifica (NSE) e
Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP) sio maiores em pacientes com maior

comprometimento neurolégico.

4.2 Hipoteses dos objetivos especificos

a) A maior parcela serd de pacientes do sexo feminino, hipertensas e tabagistas (11,12).

b) Os niveis dos biomarcadores sanguineos (S100B, GFAP e NSE) em pacientes com

AVCi agudo estardo mais elevados em relacdo aos niveis do grupo controle.

¢) O biomarcador mais expresso na fase aguda do AVCi sera a S100B (13).


https://www.zotero.org/google-docs/?2lUfBX
https://www.zotero.org/google-docs/?X2lpWI

5. REVISAO DE LITERATURA

5.1 Estratégias de busca

A presente revisao de literatura foi realizada através dos artigos encontrados na
base de dados Pubmed e Scielo através dos seguintes descritores: ischemic stroke, NSE
(neuron specific enolase), GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) ¢ S100b (S100
Calcium Binding Protein beta Subunit) de acordo com as combinacdes referidas na
Tabela 1, sem demais filtros. Os 40 artigos incluidos na revisdao bibliografica foram
selecionados de acordo com a necessidade de abordagem na revisdo, refinamentos na
busca e, ainda, referéncias provenientes dos artigos selecionados dado a relevancia do
material original. Os artigos selecionados sdo compostos por artigos originais, artigos de
revisdo, editoriais, revisoes sistematicas e metanalises, sem restricdo de tempo. Foram
excluidos aqueles artigos que analisaram casos de AVC hemorragico, que analisaram a
relacio dos biomarcadores apenas com exames de imagem ou intervengdes
medicamentosas e estudos cujo resultado, objetivo ou método nao tenha sido relevante

para a inclusdo a partir da leitura de titulo e resumo.

Tabela 1. Combinagdes de descritores utilizados para busca bibliografica

Descritores PubMed Scielo

((((ischemic stroke) AND (neuron specific enolase)) OR 235 115
(Glial Fibrillary Acidic Protein)) AND (S100 Calcium

Binding Protein beta Subunit)) / (AVC isquémico) AND

(NSE) OR (GFAP) OR (S100b)

(((ischemic stroke) AND (NSE)) AND (GFAP)) AND 09 -
(S100b)

((((ischemic stroke) AND (NSE)) AND (S100b)) OR 1.494 -
(GFAP)) AND (neurological impairment)

Total 1.756

NSE: Enolase Neur6nio Especifica; S100B: Subunidade beta da Proteina
Ligante de Célcio S100; GFAP: Proteina Acida Fibrilar Glial.

5.2 Acidente Vascular Cerebral (AVC)

O AVC ¢ caracterizado pela parcial ou total obstrucdo do fluxo sanguineo
cerebral ou o extravasamento de sangue no tecido cerebral, ¢ considerado uma disfung¢ao

neurologica aguda com origem vascular e de inicio subito (4,14). Os sintomas do AVC


https://www.zotero.org/google-docs/?o1Dr5Z

possuem uma duragdo de 24h ou mais, dentre as sequelas encontram-se a espasticidade
anormal, padrdes sinérgicos associados e incoordenagdo de membros superiores. Esses
acometimentos geram dificuldades nas realizagdes das atividades de vida diaria, como
comer, tomar banho e se vestir, tornando o individuo dependente de outras pessoas para
tais acoes (4,15).

Esses sintomas, na grande parte dos individuos, manifestam-se como paresia ou
plegias em um hemicorpo, acarretando déficits das fungdes motoras, sensoriais, de
linguagens, perceptivas e comportamentais (16). O AVC ¢ a segunda maior causa de
morte a nivel mundial e divide-se em dois principais tipos: isquémico e hemorragico
(17). E a maior causa de morte no Brasil, também é a maior causa de incapacidade no
mundo todo (18).

Na forma isquémica, ha a oclusdo do fluxo sanguineo e na forma hemorragica
ocorre o extravasamento de sangue. O primeiro apresenta maior incidéncia, responsavel
por 80% dos casos, enquanto o segundo apresenta maior causa de morte, com até 60%
dos casos de AVC (5,19), ou seja, o hemorragico possui maiores chances de mortalidade
e morbidade (17). Pelos motivos supracitados, os pacientes acometidos pelo AVCh nao
serdo o publico alvo do presente estudo, portanto, na sequéncia, serdo abordados topicos

correspondentes ao AVCi, que ird compor a amostragem desta pesquisa.

5.2.1 Acidente Vascular Cerebral Isquémico (AV'Ci)

O AVCi resulta da obstrucdo de uma artéria cerebral por um trombo (AVC
Trombotico), compressdo por tumor ou decorrente de oclusdo arterial por um €mbolo
(AVC Embodlico) causando isquemia no local antes irrigado por tal artéria, seguido da
morte do tecido acometido pela falta de suprimentos levados pelo sangue. Em alguns
casos, quando a isquemia ¢ solucionada antes que ocorra a morte do tecido adjacente,
ndo levando a morte de neurdnios e sintomas com duragao inferior a 24 horas, o AVC ¢
chamado de Ataque Isquémico Transitorio (AIT) (2).

Dentro da fisiopatologia do AVCi, o grande problema encontrado ¢ a hipdxia
local que gera dano ao tecido cerebral, quando a reducdo da irrigagdo sanguinea ocorre,
consequentemente, hd queda na concentracdo de Adenosina Trifosfato (ATP) que ¢ a
fonte de abastecimento energético para que as comunicagdes interneuronais e demais
fungdes ocorram com sucesso. Pela hipdxia gerada na isquemia ha desequilibrio i6nico,

gerando acidose latica local e alterando o sistema de liberacdo e recaptagdo de
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neurotransmissores e interferindo, principalmente, no metabolismo que envolve o
glutamato (20).

O glutamato, potente neurotransmissor (NT) excitatorio, tem seu metabolismo
controlado por neurdnios pré e pos sinapticos que sao os responsaveis por estabelecer o
tempo de permanéncia desse NT na fenda sindptica. Nos casos de AVCi a alteracao
nesse sistema de liberacdo e recaptagcdo causa acumulo de glutamato na fenda sinaptica,
gerando excitotoxicidade. O excesso de glutamato na fenda sindptica leva a
superexcitagdo do receptor de glutamato N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) da
membrana pos sinaptica, além do aumento intracelular de calcio que ativa suas enzimas

dependentes, ocasionando morte celular (21).

5.2.2 Classificag¢do quanto ao tempo

Para que se possa determinar um bom tratamento e proporcionar ao paciente um
maior potencial de recuperagdo ¢ necessario compreender que as taxas de recuperagdo
do AVC sao relacionadas ao tempo pds acometimento em que o paciente se encontra.
Atualmente, o processo de reparagao cerebral sugere que, durante as primeiras semanas
ou meses, ocorrem a maioria das mudancas relacionadas ao processo de recuperagdo.
Sendo assim, o conhecimento das fases do AVC e seus respectivos potenciais de
reparagao podem contribuir demasiadamente para um melhor prognostico.

Quando se refere a biologia da recuperagdo foram amplamente utilizados,
embora sem uma definicdo adequada, os termos: hiper-agudo, agudo, subagudo precoce,
subagudo tardio e cronico. Literaturas atuais classificam a cronologia supracitada dentro
dos primeiros seis meses pos AVC, sendo a fase hiperaguda correspondente as primeiras
24 horas, o periodo agudo limita-se aos primeiros sete dias de acometimento enquanto a
etapa subaguda precoce e tardia encaixam-se, respectivamente, a partir da primeira
semana a trés meses e de trés a seis meses apds o AVC, sendo o periodo entre a fase
aguda e subaguda precoce o mais critico quando se trata de neuroplasticidade. Ao fim

do primeiro semestre, inicia-se a fase cronica (7).
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(Bernhardt J, Hayward KS, Kwakkel G, et al. 2017)

5.2.3 Fatores modificaveis e ndo modificaveis

Identificar os fatores de risco, principalmente os modificaveis, pode dar outro
curso a historia clinica da populacao suscetivel. Hoje, os fatores de risco estabelecidos
possuem intervencdes para que se trabalhe a nivel preventivo, ou entdo, minimize a
gravidade dos quadros clinicos quando estes ocorrerem (1,22).

Nos fatores de risco ndo modificaveis encontram-se as varidveis sexo, raga e
idade. Durante a idade jovem o AVC ¢ mais frequente em mulheres do que em homens,
situagdo que se inverte apds esse periodo, onde o sexo masculino apresenta maior risco
de acometimento, sendo a gravidade média considerada 10 para mulheres e 8,2 para
homens (1,22). Tal risco na diferenca entre sexos pode se dar por inumeras
particularidades. As mulheres possuem maior expectativa de vida de modo geral, assim,
correndo maiores riscos de cursar com eventos de acometimento cardiovascular. Ainda,
0 sexo feminino apresenta maiores taxas relacionadas ao nivel de estresse, ansiedade e
depressdo, a grande maioria faz uso de medicagdes anticoncepcionais que podem gerar
alteragdes nos fatores de coagulacdo e niveis de pressdo arterial, além de estarem
expostas ao risco de hipertensdo gestacional (23).

De acordo com a raca, o AVC apresenta-se mais frequentemente em negros do
que brancos. Quando se trata da associagdo da etnia com o sexo, mulheres
afro-americanas sdao, em média, duas vezes mais propensas a ter um AVC do que as
mulheres caucasianas, fato que se interliga com a maior prevaléncia de fatores
modificaveis como hipertensdo, diabetes e obesidade nesse grupo. Os
mexicanos-americanos possuem maiores taxas de acometimento vascular cerebral e
morte encefalica em faixas etarias mais jovens do que quando comparados com brancos
ndo hispanicos. Mesmo com os numeros de acometimentos por acidentes vasculares

cerebrais tendo diminuido em todas as populagdes ao longo dos ultimos anos, a
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populacdo hispanica tem taxas ascendentes desde 2013 (23,24).

Dentro dos fatores de risco modificaveis, os principais envolvem doengas como
diabetes mellitus, hipertensdo arterial sist€émica, hiperlipidemias e fatores associados a
habitos de vida como tabagismo, ma alimentacdo ou estado nutricional, obesidade e
inatividade fisica. Todos estes, epidemiologicamente, se associam majoritariamente a
figura masculina, mas quando associados aos fatores de etnia e sexo, ddo um pior
prognostico ao sexo feminino (23,24).

Nos ultimos anos alguns fatores de risco adicionais também surgiram, mesmo
que ndo tenham a exatiddo da contribui¢do destas para o desenvolvimento do AVC. Sao
estas: apneia obstrutiva do sono (AOS), que vem sendo associada ao aumento de
hipertensao arterial sistémica em individuos de todos os sexos e etnias, tendo como base
estudos de coorte de 5 anos que demonstram que pessoas com AOS tiveram maiores
riscos para AVC ou morte independente de outras doencas cerebrovasculares e, ainda, a
expressao de lipoproteina A, ligada intimamente com casos de AVCi, principalmente em
criancas (variando também de acordo com etnia e sexo), pela relacio com
desenvolvimento de ateroscleroses e trombogénese (24).

O gerenciamento destes fatores, além de reduzir o risco de acidentes vasculares
cerebrais, também modificam diretamente o estilo de vida, independente das
comorbidades subjacentes, contando também, como beneficio e prevengdo para outros
acometimentos causados por outras patologias cardiovasculares e deméncia,

principalmente em pacientes com inicio de AVC em idades mais jovens (22).

5.2.4 Comprometimento neurologico

Sabe-se que o AVC ¢ a segunda principal causa de morte em todo o mundo, no
entanto, mesmo que ndo leve a morte, o acometimento pode desencadear uma série de
comprometimentos neuroldgicos graves e persistentes. Assim, o comprometimento
neurologico do AVCi ¢ uma pauta ampla relacionada a uma associagao entre resultados
funcionais e uma piora na qualidade de vida a longo prazo, apesar disso, sabe-se que
essas implicagdes cognitivas sdo frequentemente subdiagnosticadas (9), podendo
ocasionar um pior prognostico. Dessa forma, o AVCi apresenta consequéncias
persistentes além do déficit cinético funcional somente, como os déficits cognitivos e

sensoriais. O tipo e a gravidade dos déficits neurolégicos podem variar de acordo com a
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localizag¢do, nimero, volume, extensdo da lesdo cerebral e do acometimento da isquemia
(25). Analogamente a esse aspecto, os locais criticos mais importantes incluem os
hemisférios dominantes e as lesdes que afetam o circuito pré-frontal-subcortical de
disfungdo executiva, além do lobo frontal que compreende a velocidade de
processamento, memoria de trabalho e tarefas executivas, interferindo na qualidade de
vida dos individuos acometidos (26,27).

Pacientes diagnosticados com AVC podem apresentar comprometimentos como:
afasia, paresia de pelo menos um membro, paralisia facial, disartria, entre outros. A
afasia, que além do AVC também pode ser proveniente da deméncia, ¢ um disturbio
causado por danos a areas do cérebro responsaveis por compreender e produzir a fala, a
leitura ¢ também a escrita. A area cerebral relacionada a elaboragdo da fala ¢
denominada Area de Broca e a de compreensédo da fala como Area de Wernicke. Sendo
a Area de Broca neuroanatomicamente determinada como pars opercularis, localizada
anteriormente ao sulco pré-frontal (area 44 de Brodmann), e pars triangular, entre os
membros ascendentes e horizontais da fissura de Sylvia (area 45 de Brodmann). Em
contrapartida, neuroanatomicamente a Area de Wernicke é designada como a parte
circundante posterior do cortex auditivo na fissura de Sylvia (4rea 22 de Brodmann),
onde os lobos temporal e parietal se unem. Paralelo a isso, lesdes nessas regides geram

alteracdes relacionadas a fala (28).

O comprometimento cognitivo apés o AVC ¢ um achado frequente, mas
negligenciado em comparacdo a outros déficits neuroldgicos, como comprometimento
motor ou sensorial (29). O desempenho motor ¢ relacionado a memoria, fungdo
executiva e cognicdo global, o qual 20% a 50% dos pacientes sobreviventes a um AVC
relatam dificuldades de memoria. Frequentemente co-ocorrendo com déficits de
linguagem, visuoespaciais e/ou executivos (30,31).

Outro problema desencadeado pelo mecanismo fisiopatologico do AVC sio as
disartrias, as quais irdo ocorrer se as areas capazes de compreender e produzir a fala
ap6s o AVC estiverem alteradas. Elas sdao um grupo de distirbios motores da fala de
origem neurologica que refletem anormalidades da respiracdo, fonagdo, articulacdo,
ressonancia e/ou prosddia que ocorrem devido a irregularidades de forca, velocidade,
amplitude, firmeza, tom ou precisdo do mecanismo de fala. A disartria esta associada a
uma sindrome classica de acidente vascular cerebral que leva a paresia facial e lingual

central, sindrome da mao desajeitada, hemiparesia e/ou hemiparesia ataxica (28,30).
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Os problemas cognitivos gerados a partir do AVCi sdo cruciais para a realizagdo
de atividades da vida didria e tendem a piorar progressivamente, com 20% a 30% dos
pacientes desenvolvendo deméncia (6,13), além de outros processos mentais, como:
atencdo, memoria de curto e longo prazo, raciocinio, coordenagdo de movimento e
planejamento de tarefas. Por fim, as manifestacdes que contemplam o sistema sensorial
envolvem diversos sintomas intimamente ligados, dentre eles a sindrome do ombro
doloroso, dor crdnica, dor neuropatica e parestesia (32,33). Assim, sabemos que alguns
biomarcadores podem auxiliar no progndstico da doenca e dimensionar o seu
comprometimento.

Através disso, existem métodos que auxiliam as medidas nos ensaios de AVC,
entre estes a modified Rankin scale (mRS), que ¢ uma escala desenvolvida para medir o
grau de incapacidade ou dependéncia nas atividades didrias de pessoas que sofrem o avc
ou outros disturbios neurolégicos (34), a escala Barthel index (BI) que ¢ uma medida
valida das atividades da vida cotidiana onde a sensibilidade a mudanga ¢ limitada em
extremos de incapacidade (35), e a National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS),
a qual ¢ usada para medir a gravidade do AVC, por meio de quinze itens incluindo os
dominios, nivel de consciéncia, movimentos oculares, integridade dos campos visuais,
movimentos faciais, forca muscular de bragos e pernas, sensacdo, coordenacao,
linguagem, fala e negligéncia, essa escala possui alto indice de confiabilidade, 1til tanto
para a pratica clinica quanto para pesquisas, com administracdo rapida (menos de 10
minutos) necessita de poucos equipamentos, sendo uma ferramenta confiavel, valida e

de facil acesso (36).

5.3 Biomarcadores de lesao neural

A partir do processo de excitotoxicidade gerado pela interrupcao do fluxo
sanguineo nos casos de AVCi, uma série de processos neuroquimicos sao
desencadeados, o que, consequentemente, resultam em processos patologicos fazendo
com que as células nervosas sejam danificadas ou mortas por estimulagdo excessiva de
neurotransmissores (10). O National Institutes of Health Biomarkers Definitions
Working Group definiu, em 2001, que os biomarcadores sdo “uma caracteristica que ¢
objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos bioldgicos normais,
processos patogénicos ou respostas farmacoldgicas a uma intervengdo terapéutica”.
Essas substancias, apos mensuradas, podem auxiliar para compreender progndsticos,

avaliar respostas terapéuticas, prever medidas a serem adotadas, auxilio na
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caracterizacdo do tamanho e gravidade de casos clinicos, auxiliar na confirmagdo de
diagnosticos e confirmar a fidedignidade de testes alternativos.

A quantificagdo dessas proteinas no sangue pode auxiliar no diagnostico, indicar
ativagdo glial, lesdo neuronal, estresse oxidativo, liberacdo de mediadores inflamatorios,
entre outros, que sdo liberados apds um evento patologico(10).

Os seguintes biomarcadores propostos a avaliacdo neste projeto relacionam-se
ao AVCi relacionando-se a gravidade do caso e dareas afetadas incluindo a
excitotoxicidade, fatores neuro inflamatorios, disfungdes, apoptose neuronal, estresse

oxidativo, ativacao astrocitaria, entre outros.

5.3.15100B

A S100B, subunidade beta da proteina ligante de céalcio S100, é encontrada no
Sistema Nervoso Central (SNC), principalmente nos astrécitos e células de Schwann
(8), e no meio extracelular comunica-se essencialmente, mas ndo unicamente, mediado
pelo Receptor Transmembranar de Ligantes Multiplos para Produtos Finais de Glicagao
Avancada (RAGE), dando inicio a uma série de sinaliza¢des intracelulares capazes de
culminar em regulagdo fisioldgica, em menores concentragdes nanomolares, ou em
processos patogénicos, quando em elevadas concentragdes micromolares, atuando como
proteina de Padrdo Molecular Associado a Dano (DAMP) (37). E um biomarcador que
as c¢lulas gliais liberam posteriormente ao rompimento da barreira hematoencefalica
(BHE) decorrente de processos de excitotoxicidade acarretados pela isquemia, a SI00B
inicialmente atinge o liquido cefalorraquidiano (LCR) e depois a corrente sanguinea (8),
¢ também utilizado como sinalizador de sofrimento neural ativo (37).

Apesar de nao se ter especificado quantias preditivas de niveis séricos de S100B,
foi constatado que ha pico deste biomarcador apds 48h do AVCi hiperagudo. A proteina
S100B pode ser correlacionada estreitamente ao risco do AVCi tornar-se hemorragico,
ao déficit de fungdo cinético funcional (8) e auxiliar no diagnostico (10). A presenga de
S100B no sangue apresenta um pico dos niveis séricos 3 dias apds o inicio dos sintomas
de AVCri e sua concentracdo elevada demonstrou ser preditiva para a sobrevida de
pacientes a médio prazo. A concentragdo de S100B estd intimamente associada com o

risco de transformacao hemorragica pos trombolise e infarto agudo do miocardio (8).


https://www.zotero.org/google-docs/?LiKVYH
https://www.zotero.org/google-docs/?5F9ceS
https://www.zotero.org/google-docs/?3Lhtpm
https://www.zotero.org/google-docs/?rep0cr
https://www.zotero.org/google-docs/?cA7c74
https://www.zotero.org/google-docs/?8dGZto
https://www.zotero.org/google-docs/?wEZTbh
https://www.zotero.org/google-docs/?fRtvIm

13

5.3.2 Enolase Neuronio Especifica

A enolase neuronio especifica (NSE) ¢ uma enzima intracelular em neurdnios e
células neuroenddcrinas que € liberada no meio extracelular quando as células nervosas
sao afetadas, tornando possivel, através da sua mensuracdo, avaliar a extensdao do
comprometimento estrutural e a sinalizagdo de danos das biomembranas no SNC (8).
Deste modo, a literatura aponta uma correlagdo positiva entre o nivel de NSE no plasma
sanguineo com o volume do foco isquémico e a gravidade dos sintomas neuroldgicos.
Como preditor de bom resultado funcional no periodo agudo da doenga, niveis
reduzidos de NSE em relagdo aos controles, ja a alta probabilidade de resultado letal
esta associada a niveis elevados (38). Ainda, apos a estimulagao, as superficies celulares
podem sofrer dano pela NSE pois a mesma atua como receptor plasminogénio levando a
degradagdo da matriz extracelular e induzindo danos teciduais, acimulo de células
inflamatérias em locais afetados e produg¢do de quimiocinas e citocinas (8). Dessa
forma, nos casos de AVCi ha uma interrupcdo do fluxo sanguineo, gerando uma
excitotoxicidade que desencadeia uma série de processos inflamatdrios, acumulando
substancias bioativas e/ou populagdes celulares, sendo denominadas biomarcadores.
Tratando-se da NSE, a mesma ¢ encontrada em lesdes neuronais, especificamente.

A NSE tem um papel importante no metabolismo energético, por modular a
glicolise, estando envolvida na diferenciagdo neuronal, neuroplasticidade e na
sobrevivéncia celular. Anormalidades nos niveis de NSE estdo relacionados a
anormalidades bioenergéticas, fornecendo diversas evidéncias de comprometimento
energético e disfungdo mitocondrial metabolica grave , prejudicando o desenvolvimento

neuronal e a neuroprotecao.

5.3.3 GFAP

A Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP), ¢ composta por um filamento
intermediario e monomérico do esqueleto astroglial. E uma proteina considerada
especifica do cérebro, expressa por astrocitos em sua maioria (8,39) e sua presenca em
niveis elevados propde o desfecho de um papel critico, onde sua acentuagao € positiva
em lesdoes do SNC, indicando danos astrocitarios por lesdao neurologica (39). A GFAP
¢ encontrada nas matérias brancas e cinzentas do SNC e liberada rapidamente dos

tecidos cerebrais danificados (8,39,40). Suas concentracdes séricas foram relatadas de
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forma numerosa ao serem analisadas 8 horas apds o inicio do acidente vascular
cerebral, e permanecem, em sua maioria, notaveis por pelo menos 5 dias (8,39). Além
disso, a GFAP ¢ a cinética da liberacao estdo conectadas ao desenvolvimento e
progressividade dos déficits neurologicos e, portanto, pode ser eventualmente utilizada
de forma a apresentar-se como indicador adicional dos resultados prematuros bem
como do progndstico. Pelo fato dos seus niveis séricos serem comumente reduzidos
quando comparados a individuos saudaveis, seja pela diminui¢do do fluxo sanguineo
ou reducao do suprimento de oxigénio, o dano estrutural ao cérebro causa um
extravasamento desta proteina do tecido cerebral para o LCR, autonomamente da
circunstancia funcional do rompimento da BHE. No entanto, demais mecanismos tém
de ser esclarecidos para o aumento dos niveis sé€ricos, compreendendo o fato da GFAP
ser um filamento intermediario do citoesqueleto, desempenhando um papel de suma
importancia na astrogliose reativa do SNC, tendo em vista as mudangas diretamente
ligadas aos astrocitos, em resposta a lesdes aos tecidos nervosos e a citosina,

anomalias metabodlicas e as condi¢des de neurodegeneracao (8).

6. METODO

6.1 Delineamento

Trata-se de um estudo de caso-controle.

6.2 Participantes

Pacientes de ambos os sexos, maiores de 18 anos internados na enfermaria SUS
do Hospital Universitario S3o Francisco de Paula (HUSFP) com diagnostico de
Acidente Vascular Cerebral Isquémico (AVCi) agudo, entre o terceiro e sétimo dia apds
o diagnostico. Fardo parte do estudo todos os pacientes internados no Hospital
Universitario Sao Francisco de Paula (HUSFP) no periodo da coleta de dados, que se
encaixarem nos critérios de inclusdo, até a finalizagdo do tamanho amostral. Os
pacientes do grupo controle serdo captados apos tragado o perfil (idade e sexo) dos

pacientes com AVCi, para pareamento da amostra e captados na comunidade.
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Neste estudo serdo incluidos 102 individuos ao todo.

O célculo amostral do grupo com diagnostico de AVCi foi realizado através do
coeficiente correlacdo obtido na literatura pelo estudo de Grymajlo, et al (2018)(41) que
obteve um valor de correlagdo entre r=0,35 e r=0,39 na associa¢do do biomarcador NSE
e a pontuagdo na NIHSS. Devido a falta de trabalhos na literatura correlacionando os
niveis séricos de GFAP e S100B com o comprometimento neuroldégico em pacientes
com AVCi utilizando o mesmo instrumento, nao foi possivel realizar o calculo amostral
para estes biomarcadores. Deste modo, através do valor de correlagdo obtido pelo
biomarcador NSE, encontra-se uma popula¢do necessaria de 62 pessoas, com acréscimo
de 10%, totalizando 68 individuos acometidos por AVCi agudo. Para o grupo controle,
sera pareado por sexo e idade na comunidade um controle a cada dois casos, resultando

em 34 pessoas.

6.2.1 Critérios de inclusao

No grupo AVCi serdo incluidos pacientes de ambos os sexos, maiores de 18 anos
e com diagnoéstico de AVC isquémico agudo internados na enfermaria do Hospital
Universitario Sdo Francisco de Paula (HUSFP) pelo Sistema Unico de Satde (SUS) do
terceiro ao sétimo dia pods diagndstico. Quanto ao grupo controle, serdo incluidos
aqueles que irdo encaixar-se de acordo com o perfil definido (sexo e idade) apds a
coleta de dados dos casos, uma vez que nunca tenham sido diagnosticados com nenhum
tipo de AVC. Para ambos os grupos, a aceitagdo da coleta sanguinea também ¢ um

critério de inclusdo.

6.2.2 Critérios de exclusdo

Serdo excluidos aqueles pacientes que possuam diagndstico de AVC prévio com
sequelas ja instaladas ou doengas com comprometimento motor prévio, pacientes com
dificuldade de compreensdo do instrumento, analfabetos, pacientes com doengas neuro
inflamatoérias e/ou neurodegenerativas ou lesdo cerebral traumatica recente. A presenga
de lesdo cerebral traumatica recente, doencas neuro inflamatorias e/ou

neurodegenerativas também aplica-se como critério de exclusdo aos controles.


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=TIwG4U
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6.3 Procedimentos e instrumentos

ApoOs a aprovagdao do Nucleo de Integracdo, Ensino, Pesquisa e Assisténcia do
Hospital Universitario Sao Francisco de Paula (NIEPAS/HUSFP) e aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Catélica de Pelotas, as chefias do
servigo de fisioterapia e médica do HUSFP serdo informadas sobre a execucdo do
projeto e a coleta dos dados sera iniciada.

A captacdo dos participantes do estudo se darda no periodo de 8 meses, de
outubro de 2023 a maio de 2024. A captagdo dos casos se dard por conferéncia nos
prontudrios das enfermarias a cada dois dias ou conforme demanda, durante o periodo
supracitado e nas unidades que atendem pacientes do SUS: Clinica Médica, Nossa
Senhora de Guadalupe e Clinica Cirtrgica.

Quando identificado o diagndstico clinico de AVC isquémico agudo sera,
inicialmente, feita uma triagem dos dados disponibilizados no prontudrio a fim de
conferir se o potencial participante possui algum critério referente a exclusao.

ApoOs a triagem inicial, o paciente sera visitado para a confirmacgdo dos demais
critérios de inclusdo que, eventualmente, ndo forem atingidos através da leitura do
prontudrio. Ao atender os critérios, serd esclarecido ao paciente ou responsavel o
funcionamento do estudo bem como sua relevancia e ficara explicito que a recusa em
participar nao gerarda qualquer mudanca na conduta do servico prestado. Se o paciente
ou responsavel concordar em participar do estudo, receberd o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1) e, somente apds assinado, se iniciard a
avaliagdo com a aplicagdo dos instrumentos posteriormente descritos. A coleta de dados
serd realizada por bolsistas de inicia¢dao cientifica previamente treinados. O primeiro
instrumento aplicado sera o questionario de caracterizacdo da amostra (Apéndice 2),
seguido pela aplicagdo da escala de classificagdo socioecondmica brasileira estabelecida
pela ABEP (Anexo 1), além do questiondrio ASSIST (Anexo 2) para detec¢ao de uso
abusivo/dependéncia do envolvimento com alcool, tabaco e outras substancias e a
National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) (Anexo 3). Por fim, seré realizada a
coleta de uma amostra sanguinea de aproximadamente 15 mL em tubo de vacuo livre de
anticoagulante (realizada por enfermeiras colaboradoras do projeto) que seguird para
centrifugacdo a 3500 rpm por 15 minutos para extracdo do soro, que sera
armazenamento em freezer -80 graus dentro de um periodo méximo de quatro horas e

mantido congelado até o momento da andlise da presenca de biomarcadores de lesdo
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neural (S100B, NSE e GFAP) através do método ELISA. Os pacientes do grupo
controle serdo captados apods tragado o perfil (idade e sexo) dos pacientes com AVCi,
para pareamento da amostra. Esses, serdo captados na comunidade e avaliados através
de um questionario para filtragem dos critérios de inclusao e exclusao (Apéndice 3),
posteriormente a um questionario de caracterizacdo da amostra, aos critérios de
classificagdo socioecondmica brasileira estabelecidos pela ABEP e a escala ASSIST. Do
mesmo modo, esses pacientes serdo submetidos a venopun¢do para coleta de uma
amostra de sangue de aproximadamente 15mL (que serd processado e armazenado da
mesma maneira supracitada) para que a dosagem dos biomarcadores em pacientes sem o

diagnostico de AVCi seja utilizado como valor de referéncia.

6.3.1 Questiondario de caracterizagcdo da amostra

Elaborado no formato on-line através da plataforma Google Forms, que
subdivide-se em quatro categorias contendo: dados de identificagdo, questionamentos
acerca de dados pessoais e perfil sociodemografico e de satde. O instrumento possui
questdes com respostas de multipla escolha e subjetivas, que serdo aplicadas e
preenchidas pelo entrevistador, incluindo informag¢des contidas no prontudrio e

coletadas com os participantes e/ou familiar ou responsavel (Apéndice 3).

6.3.2 Alcohol, Smoking and Substance Involvement Screening Test

(ASSIST)

Refere-se a um instrumento criado pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS)
utilizado para a detec¢ao precoce do uso de nove tipos de substancias, sendo elas:
derivados do tabaco, bebidas alcoolicas, maconha, cocaina/crack, anfetaminas ou
éxtase, inalantes, hipnoticos/sedativos, alucinégenos e opioides.

Trata-se de um teste de alta relevancia, visto que, uma das maiores dificuldades
no que diz respeito aos pacientes em relagdo ao uso de alcool e drogas consiste na
determinagdo dos limites, a partir dos quais, o uso pode ser considerado abusivo.
Consiste em um questiondrio estruturado e composto por oito perguntas, cada resposta
corresponde a um escore que varia de 0 a 4, sendo a soma total de 0 a 20. A faixa de
escore de 0 a 3 ¢é considerada como indicativa de uso ocasional, de 4 a 15 como
indicativa de abuso e acima de 16 como sugestiva de dependéncia. Nesta perspectiva, a

ASSIST mostra-se extremamente Util, uma vez que, seu resultado permite classificar o
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padrao de uso dessas substancias, facilitando os procedimentos de intervencdo ou

encaminhamento (41).

6.3.3 Critério de classificacido economica pela Associacdo Brasileira das

Empresas de Pesquisa (ABEP)

Os fatores socioecondmicos da populagdo brasileira podem ser analisados,
dentre outras maneiras, através do status das familias, pois as necessidades de cada
nucleo familiar costuma ser de maior ou menor grau conforme seu status.

Todavia, a ABEP ¢ responsavel por essa andlise, incluindo em seus critérios
avaliativos dados como, caracteristicas fisicas do domicilio e acesso a utilidades
publicas, composi¢ao familiar, educacdo, emprego e rendimentos de cada membro da
familia, aspectos das condigdes de vida da familia, diferencas regionais e de localizagao,
quantidade possuida de bens durdveis e montante consumido de bens e servigos. Essas
informagdes sdo de grande utilidade para entender o comportamento de como os
domicilios alocam o or¢amento familiar, e determinar, a classe socioecondomica em que
se classifica (baixa, média ou alta). Visto que, em uma sociedade dindmica como a
brasileira, ¢ esperado que a estratificacdo socioecondmica mude num periodo
relativamente curto e, portanto, a defini¢do destes estratos deve acompanhar essa
dindmica. Por outro lado, esse tipo de segmentagdo da populagcdo de domicilios deve ser
feito com base em dados veridicos de uma amostra representativa do total da populacao
do Pais, como sdo os dados da pesquisa de or¢gamentos familiares coletados pelo IBGE

(42).

6.3.4 National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS)

Trata-se de uma escala que avalia o comprometimento neurologico através de 11
itens utilizados para medir a gravidade do AVC, preferencialmente na fase aguda. Para
aplicabilidade, hda um treinamento disponibilizado de forma online e gratuita pelo
National Institute of Health através da plataforma BlueCloud que certifica todos os
aplicadores que o realizaram. Todos os colaboradores envolvidos na coleta de dados
realizardo o treinamento até o inicio da coleta de dados. O NIHSS inclui a avaliacao de
diferentes dominios que observam caracteristicas de diferentes regides, através de
aspectos como: movimentos oculares, integridade dos campos visuais; fala, linguagem e
nivel de consciéncia (no ambito cognitivo); forca muscular de bragos e pernas,

coordenacdo e negligéncia (no ambito cinético funcional). A pontuagdo de cada aspecto


https://www.zotero.org/google-docs/?YKEhMO
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avaliado ¢ feita em uma escala ordinal que oscila de 0 a2, 0 a 3 ou 0 a 4. A soma das
pontuacdes totais varia de 0 a 42 e quanto maior a pontuagdo, maior a gravidade do
AVC e do comprometimento neuroldgico. O NIHSS apresenta uma confiabilidade
avaliada entre moderada a alta interavaliador (k= 0,69) e segundo a literatura, se mostra

um forte preditor de resultados apds AVC (36).

6.3.5 Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay (ELISA)

A partir de uma amostra sanguinea coletada através de uma punc¢do venosa
realizada por profissional capacitado (enfermeira), serdo dosadas as proteinas S100B,
NSE e GFAP pelo nivel sérico. Tal dado sera analisado pela técnica de ELISA (do
inglés "Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay"), que resulta da interacdo
antigeno-anticorpo através de reacdes enzimaticas, tendo como enzima mais utilizada, a
peroxidase. Na forma do teste mais utilizada, chamada ELISA indireto, o soro do
paciente com suspeita da presenca do antigeno ¢ adicionado a uma placa de ELISA. Na
presenca de anticorpos no soro em teste ocorre a formagdo da ligacdo
antigeno-anticorpo, detectada, na sequéncia, pela adigdo de um segundo anticorpo, onde

se liga a peroxidase (43).

6.4 Variaveis

Tabela 2. Apresentacdo das variaveis analisadas no projeto

Variavel Tipo de variavel
Sexo Categorica dicotomica
Idade Numérica discreta
Profissao/ocupagao Categorica politbmica nominal
Nivel de instru¢do Categorica politomica ordinal
Data do diagnostico Numérica discreta
Raca Categorica politdmica nominal
Estado civil Categorica politdmica nominal
Renda Numérica continua
Comorbidades associadas Categorica politdmica nominal

Tabagismo Categorica politdmica ordinal


https://www.zotero.org/google-docs/?R4zyux
https://www.zotero.org/google-docs/?lJM1jT
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Alcoolismo Categorica politdmica nominal
Hipertensao Categorica dicotomica
Comprometimento neurologico Categorica politdmica ordinal
Nivel sérico de ENE Numérica continua

Nivel sérico de S100B Numérica continua

Nivel sérico de PAFG Numérica continua

NSE: Enolase Neur6nio Especifica; S100B: Subunidade beta da Proteina
Ligante de Célcio S100; GFAP: Proteina Acida Fibrilar Glial.

6.5 Processamento e analise de dados

Os dados contidos no questionario serdo coletados do prontudrio e diretamente
com o paciente e/ou responsavel e registrados pelos(as) colaboradores(as) na plataforma
Google Forms. Os dados coletados através da aplicagdo da escala NIHSS serao
documentados de forma fisica e impressa para cada paciente. Estes, serdo duplamente
transferidos para a planilha eletronica Google Planilhas e os dados coletados através do
questionario ficardo salvos no processamento automatico da plataforma Google Forms,
que os converte automaticamente em planilha eletronica/graficos e processados no
mesmo. A analise dos dados coletados sera realizada por meio de descricao das
caracteristicas sociodemograficas e de satde através do programa IBM Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) versdo 24.0, a quantificagdo das proteinas
biomarcadores de lesdo neural sera realizada pelo teste de ELISA e a variavel expressa
de forma numérica através de espectrofotometria. Ainda, a pontuagao obtida na NIHSS
sera transcrita para a planilha eletronica Google Planilhas. Serdo avaliados e associados
os resultados da avaliagdo de cada participante com as demais variaveis do estudo. A
analise descritiva das varidveis categoricas serd realizada por meio de frequéncias
absolutas e relativas. Para as varidveis numéricas, as medidas de posicao e dispersao
serdo apresentadas de acordo com a distribui¢do dos dados em relagdo a curva normal.
Quando a distribuicdo for normal, os dados serdo expressos como média e desvio
padrdo, sendo analisados pelos testes t de Student, analise de varidncia (ANOVA) e

correlagao de Pearson. Caso a distribui¢ao nao seja normal, os dados serdo apresentados
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como mediana e intervalos interquartis, com a aplicacdo dos testes ndo paramétricos

correspondentes: Mann-Whitney, Kruskal-Wallis e correlagdo de Spearman.

6.6 Aspectos éticos

O presente projeto serd submetido a revisdo da banca examinadora e enviado ao
NIEPAS/HUSFP, apo6s aprovagdo, sera encaminhado ao da Universidade Catdlica de
Pelotas através da submissdo pela Plataforma Brasil, juntamente com a documentagao
necessaria. O inicio da coleta de dados se dara somente apos aprovagao do CEP. Todos
os participantes receberdo informagdes sobre os objetivos e funcionamento da pesquisa
e assinardo o TCLE formulado de acordo com as normas exigidas pelos oOrgaos
supracitados e todos os dados coletados serdo mantidos em total sigilo. A pesquisa nao
causard interferéncia na saide ou bem estar do paciente, ainda, a recusa em participar do
estudo ndo gerara qualquer mudanga na conduta do servigo prestado pelas institui¢cdes
envolvidas. Mesmo apds concordar com a participag@o no estudo, o participante podera

solicitar desligamento da pesquisa a qualquer momento.

6.6.1 Riscos

Os riscos sao minimos para quaisquer envolvidos no processo de coleta de dados
e no processo de avaliacdo, entrevista e participacdo, podendo apenas gerar leve
desconforto ao responder questdes de cunho pessoal que serdo minimizados pelo
anonimato dos dados, possivel hematoma decorrente da coleta sanguinea ou pela
realizagdo de algum movimento solicitado durante a aplicagdo do instrumento de

avaliagdo do comprometimento neurologico pos AVC.

6.6.2 Beneficios

Aumento dos conhecimentos técnico-cientificos acerca do tema e melhores
perspectivas sobre o progndstico destes pacientes relacionando o diagndstico clinico,
cinético funcional, sensorial cognitivo e sociodemografico dos pacientes acometidos por

AVCi através dos dados coletados e analisados no presente estudo.
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6.8 Orcamento
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Item Quantidade Valor unitario Valor total
Kit Human S100B - | 1 R$3.500,00 R$3.500,00
ELISA
Kit Proteina Acida | 1 R$3.500,00 R$3.500,00
Fibrilar Glial (GFAP)
Humano - ELISA
Kit Human 1 R$3.500,00 R$3.500,00
Neuropeptide Y
(NPY) - ELISA
Materiais plasticos 200 R$1,20 R$240,00
Materiais impressos | 1000 R$0,15 R$150,00
Total R$10.890,00

Fonte viabilizadora: Edital Universal CNPQ 2021.
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1. INTRODUCTION

Stroke is the second leading cause of death and disability worldwide, affecting
15 million people annually, with one-third experiencing permanent disability (Saini et
al., 2021). Beyond the high number of affected individuals and associated healthcare
costs, the resulting functional disability progressively worsens (Kuriakose and Xiao,
2020). Ischemic stroke (IS) accounts for approximately 87% of cases. Cerebral blood
flow obstruction initiates a cascade of events beginning with local hypoxia (Yao et al.,
2024), leading to reduced adenosine triphosphate (ATP) and impaired astroglial
processes (Flood et al., 2023). These disruptions result in reactive oxygen species
(ROS) production, inflammation, neurotoxicity, neuroinflammation (Zhu et al., 2022),
lactic acidosis, glutamate and aspartate accumulation, calcium channel dysfunction, and

lipase and protease activation (Majumder, 2024).

The cascade of events disrupting brain homeostasis, including excitotoxicity from
altered glutamate metabolism, triggers astroglial activation. In response to
microenvironmental changes, astrocytes provide neuronal support, including
neurotrophic factors (Orellana-Urzua et al., 2020). However, astrocytes can also
contribute to harmful effects, such as increased ROS and pro-inflammatory cytokine
expression (Chouchani et al., 2014). Inflammatory factors can regulate glial cell redox
states; oxygen and glucose deprivation increase ROS production, primarily by
mitochondria, stimulating pro-inflammatory gene expression (Jurcau and Simion,
2021). Following the initial expression of pro-inflammatory factors, further cytokine
release in the infarcted area contributes to lesion progression and worse outcomes
(Maida et al., 2020). The release of inflammatory cytokines, in turn, also induces
various harmful changes in the central nervous system (CNS), including oxidative
stress. Oxidative stress, characterized by an imbalance between ROS production and
neutralization capacity, expands the infarct lesion, mediates secondary brain injury
(penumbra), and interacts with numerous pathological processes (Yang et al., 2019). In
IS, oxidative stress is complex, involving metabolic dysregulation, reactive astrocytes,
and compromised neurovascular interactions (Zhu et al., 2022). These stressful
conditions significantly alter astrocytic function, affecting mitochondrial metabolism,
regulating the redox state, influencing reactive astrocytes and glial scar formation, and

contributing to neuroinflammation (Chamorro et al., 2016).
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The aforementioned biochemical processes culminate in cell damage or death.
Membrane disintegration releases intracellular contents into the extracellular medium,
allowing these compounds to enter the bloodstream and trigger adverse biological
responses (Kim et al.,, 2022). Therefore, acute-phase ischemic stroke serum is
hypothesized to contain substances capable of activating inflammatory pathways and
inducing oxidative stress. To our knowledge, no studies have previously used human
serum to evaluate the effects of ischemic stroke on astroglial cells. This study aimed to
evaluate the effects of culture medium supplemented with acute-phase ischemic stroke
patient serum on oxidative stress and inflammatory parameters in the astroglial C6 cell

line.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Materials

Cell culture materials—Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), fetal
bovine serum (FBS), and other cell culture supplies—were purchased from Gibco
(Carlsbad, CA, USA). Qualitrol 1H was obtained from Labtest Diagnosticos SA (Lagoa
Santa, MG, Brazil), and methylthiazolyldiphenyltetrazolium bromide (MTT) was
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Other reagents were obtained

from local suppliers.

2.2 Study design

This study was developed in two stages in a reverse translational research model (Fig.
1). Initially, control and standardization conditions were performed to confirm the
internal validity of the experiments. Only the groups most relevant to the central
research hypothesis were maintained to refine the experimental design, aiming for
greater interpretability and a clearer focus on the human biological aspects related to the

effects of ischemic serum exposure.

2.2.1 Stage I

The serum used to supplement the culture medium was obtained from a
case-control study approved by the Catholic University of Pelotas Research Ethics
Committee under approval number 6,433,569. In this study, all participants who agreed
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to participate signed the informed consent form. The case group included patients of
both sexes, over 18 years of age, diagnosed with IS (between the third and seventh day
after diagnosis). The control group consisted of individuals matched by sex and age and
recruited from the community, with no history of stroke. Patients with previous
ischemic stroke with sequelae, motor impairment, cognitive difficulties in
understanding the instrument, neuroinflammatory or neurodegenerative diseases, and
recent traumatic brain injury were excluded from both groups. Patients completed a
questionnaire with questions about identification data, sociodemographic and health
profiles, and also assessed their socioeconomic status using the scale of the Brazilian
Association of Research Companies (ABEP) (Bender et al., 2024). This scale is based
on the sum of material assets and other items, where “A” represents the highest
socioeconomic level and “E” is the lowest. All patients underwent venipuncture of
approximately 15 mL of blood in a vacuum tube with a clot activator, followed by
centrifugation at 3500 rpm for 15 minutes at 21°C to extract the serum, which was

stored at -80°C until the time of cell treatment.

2.2.1.1 Biochemical analyses in the serum of individuals

Aliquots of the same samples were sent to partner laboratories for metabolic
profile analysis, including parameters such as triglycerides, total cholesterol,
low-density lipoprotein (LDL), high-density lipoprotein (HDL), blood glucose,
ultrasensitive C-reactive protein (CRP), and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a). The
first five were analyzed using the colorimetric enzymatic method (Labtest Diagndsticos
SA, Brazil), while the last two were analyzed using immunoturbidimetry and

chemiluminescence, respectively (Invitrogen, USA).

2.2.2 Stage 11

The C6 astroglial cell line was obtained from the American Type Culture
Collection (Rockville, MD, USA) and maintained in flasks at 37°C with 5% CO, in
DMEM containing 0.1% amphotericin B and 0.032% gentamicin, in addition to 5%
FBS until they reached confluence to receive the treatments in plates.

The cells were exposed to groups with different serum supplements in the
culture medium for 24 hours (Figure 1). To evaluate the effects of human serum, one

group was treated with culture medium added with 5% of pooled sera from all patients


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/amphotericin-b
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/gentamicin
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diagnosed with ischemic stroke (Montenegro et al., 2023), while to evaluate a human
control, the group was treated with culture medium added with 5% of pooled sera from
all patients without the diagnosis.

After 24 hours of exposure, cellular viability, oxidative stress parameters, and
the expression of inflammatory pathways were evaluated using the methods described
below. The aim was to investigate the effects of exposure to human serum, especially

after stroke, on characteristics frequently altered in diagnosed patients.

2.2.2.1 Cellular Viability

Evaluated through an MTT reduction assay, applied at a volume of 3 pl per well
(final concentration: 50 pg/ml) and maintained under the conditions mentioned above
for 0.5 hour. After removing the culture medium, dimethyl sulfoxide (DMSO) was used
to dissolve the crystals (Bobermin et al., 2012). The results were calculated using the
absorbance values, which are expressed in percentages relative to the basal group

(control value).

2.2.2.2 Glutamine Synthetase

To evaluate glutamine synthetase (GS) activity, the cells were lysed in a
potassium chloride solution (KCI 150 mM) and after homogenization in a reaction
mixture, the sample was centrifuged and the absorbance of the supernatant was
measured at 530 nm and compared to a calibration curve, with subsequent adjustment

by the protein value, as described in Bobermin et al. (2012).

2.2.2.3 Antioxidant Analysis

Extracellular glutathione (GSH) levels were measured as described in
Quincozes-Santos, et al. 2009, with cells previously lysed in KCl phosphate
(Quincozes-Santos et al., 2009). For catalase (CAT) quantification, samples were
homogenized in 0.1% Triton X-100 and stored for 24 hours for subsequent continuation
of the protocol. Kinetic values were evaluated at 240 nm after the addition of 20 mM
hydrogen peroxide (H,0O,) buffer. To evaluate superoxide dismutase (SOD) activity,
samples were added with 5 pl of catalase and diluted in glycine buffer to evaluate
kinetics at 480 nm after addition of 10 pl of adrenaline solution. SOD and CAT values
were adjusted according to protein dosage, which was performed using the method

described by Lowry (Lowry et al., 1951).
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2.2.2.4 Quantitative RT-PCR

To evaluate inflammatory response and signaling pathways, total RNA from
cells was isolated using Trizol and subsequently synthesized into ¢cDNA by the
High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription kit. (Bobermin et al., 2024), The
expression of target genes was determined using the TagMan real-time PCR system for
cyclooxygenase 2 (COX2; Rn01483828 ml), inducible nitric oxide synthase (iNOS;
Rn00561646 m1 ), interleukin-18 (IL-1B; Rn00580432 ml), interleukin-6 (IL-6;
Rn01410330 m1), nuclear factor erythroid-derived 2 (Nrf2;Rn00582415 ml), NF«xB
p65subunit (NFxB p65; #Rn01502266 ml) and tumor necrosis factor a (TNF-q;
Rn99999017 ml). mRNA levels of target genes were normalized to B-actin levels
(Rn00667869 ml). The results were analyzed employing the 24 method (Livak KJ,
Schmittgen TD, 2001).

2.3 Statistical analysis

Data were analyzed using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
version 25.0 and graphs were generated using GraphPad Prism 10.4 (GraphPad
Software Inc., San Diego, USA). The normality of numerical variables was tested using
the Shapiro-Wilk and Kolmogorov-Smirnov tests, where p-values > 0.05 indicated
normal distribution. Variables with non-normal distribution were analyzed using the
Mann-Whitney test and frequencies were expressed as median and 25/75 interquartile
range. For variables with normal distribution, statistical comparisons between two
groups were performed using Student’s t-test and expressed as mean and standard

deviation. Associations were considered statistically significant when p < 0.05.

3. RESULTS

3.1 Sociodemographic Characteristics and Serum Analysis

A total of 19 serum samples were used, comprising 9 cases and 10 controls.
Both groups were predominantly male, representing 66.7% (n = 6) of the cases and 70%
(n = 7) of the controls (Table 1). The majority of participants were white, 88.9% (n = 8)
in the case group and 60% (n = 6) in the control group. The mean age was 59.33 + 17.5

years for the cases and 57.30 + 18.7 years for the controls. In terms of education, all
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patients in the case group had completed elementary school. Among the controls, 40%
(n = 4) had completed higher education or more, while 50% (n = 5) had completed
elementary school. The predominant socioeconomic class among patients in the case
group was class DE, considered low or vulnerable, representing 55.6% (n = 5). In the
control group, the predominant class was C, classified as lower-middle class, accounting
for 50% (n = 5) (Table 1). Regarding clinical and health characteristics, 44.4% (n = 4)
of the case group were hypertensive, 55.6% (n = 5) were smokers, and only 11.1% (n =
1) had type 2 diabetes. In the control group, 40.0% (n = 4) were hypertensive, only
10.0% (n = 1) were smokers, and none had type 2 diabetes.

Lipid profile analyses revealed significant differences between the groups when
comparing the medians of total cholesterol (p = 0.005), LDL (p = 0.043), and HDL (p <
0.001), indicating that lipid levels were higher in the control group compared to the
cases. However, although differences were observed between the two groups, the values
for the control group remained within the reference ranges for all parameters. Blood
glucose levels were higher in patients with ischemic stroke (p = 0.035), as well as CRP

levels (p =0.011), when compared to the controls (Table 2).

3.3 Changes in cellular morphology and viability

Cell morphology was observed (Fig. 2A). After assessing cell viability using the
MTT assay, there were no significant differences in the reductions in viability between
the groups treated with stroke serum and human control serum (Fig. 2B, p = 0.571).
Additionally, no significant changes were observed in GS activity (Fig. 2C, p = 0.954),

an enzyme present only in astroglial cells in the CNS.

3.4 Assessment of oxidative stress parameters

Supplementation of the cell culture medium with human serum, irrespective of
association with an ischemic event, did not produce significant differences among the
groups in the gene expression of the transcription factor Nrf2, a master regulator of
redox homeostasis (Fig. 3A, p = 0.947). Conversely, a significant reduction was
observed in GSH levels (Fig. 3B, p = 0.017), CAT activity (Fig. 3C, p = 0.044), and
SOD activity in the group treated with ischemic serum compared to the control group

(Fig. 3D, p < 0,001).

3.5 Changes in inflammatory gene expression
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There were no significant differences (p > 0.05) in the expression of IL-1p (Fig.
4A), TNF-a (Fig. 4C), or NFkB (Fig. 4F). However, supplementation of the culture
medium with serum from the ischemic stroke group in C6 astroglial cells significantly
increased the expression of IL-6 (Fig. 4B), iNOS (Fig. 4D), and COX2 (Fig. 4E)
compared to the control group (p < 0.05.)

4. DISCUSSION

Using a reverse translational approach, this study provides new insights into the
cellular and molecular effects of human ischemic stroke serum on astroglial cells.
Unlike conventional translational research, which progresses from preclinical models to
clinical applications, reverse translational models originate from clinical observations,
leveraging real-world biological complexity to generate mechanistic hypotheses
(Bosetti et al., 2017; Shakhnovich, 2018). Through this approach, we demonstrated that
exposure of astroglial C6 cells to serum from stroke patients selectively modulated
redox status and robustly activated key inflammatory pathways.

A major finding of this study is the significant upregulation of pro-inflammatory
mediators, notably iNOS, COX2, and IL-6, in astroglial cells exposed to ischemic
serum. This inflammatory signature mirrors the pathological processes observed in vivo,
where reactive astrocytes contribute to secondary injury through cytokine secretion
(Candelario-Jalil et al., 2022; Gertz et al., 2012; Nogawa et al., 1998; Wang and Tang,
2007). The elevation of these specific markers, without a concomitant rise in TNF-a,
IL-1B, or NF«kB, suggests that the serum-borne factors preferentially activate discrete
signaling networks, rather than inducing a broad-spectrum inflammatory response
(Ageeva et al., 2024).

Interestingly, the selective upregulation of COX2 and iNOS — enzymes
involved in the production of reactive oxygen and nitrogen species — raises questions
about their roles in perpetuating secondary neuroinflammation. iNOS-derived nitric
oxide can exacerbate oxidative stress and mitochondrial dysfunction, while COX2
products, particularly prostaglandins, can modulate vascular tone, glial activation, and
neuronal survival (Nogawa et al., 1998; Rola-Pleszczynski and Stankova, 1992; Wang

and Tang, 2007).
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Importantly, the observed pattern of selective cytokine induction aligns with
growing evidence that astrocytes exhibit stimulus-specific responses depending on the
molecular profile of the insult. For instance, prostaglandin-mediated suppression of
TNF-o (Rola-Pleszczynski and Stankova, 1992) and selective NFxB pathway
modulation (Howell and Bidwell, 2020; Wang et al., 2022b; Wang et al., 2013) may
contribute to the observed dissociation between COX2/iNOS upregulation and TNF-a
stability. Furthermore, studies have shown that astrocytic IL-6 secretion, while
traditionally associated with detrimental effects, can also engage protective signaling
pathways under certain conditions (Gertz et al., 2012), highlighting the dual roles these
mediators may play depending on context.

The apparent disconnection between NFxB signaling and pro-inflammatory
gene expression in this model invites further exploration. NFxB is a central transcription
factor governing inflammatory responses, and its inhibition is generally associated with
reduced cytokine production (Howell and Bidwell, 2020). However, alternative
pathways, including Janus Kinase / Signal Transducer and Activator of Transcription
3(JAK/STAT3), p38 Mitogen-Activated Protein Kinase (p38 MAPK), and cAMP
Response Element-Binding Protein (CREB), are also capable of regulating IL-6 and
COX2 expression independently of NFxB (Chen et al., 2018; Tanaka et al., 2014),
suggesting that serum-derived stimuli may preferentially engage non-canonical

signaling axes in astrocytes.

Another noteworthy observation is the lack of changes in the mRNA expression
of the transcription factor Nrf2, despite significant alterations in other parameters
associated with oxidative stress. Exposure to ischemic serum resulted in decreased
levels of key antioxidant system components, including the enzymes SOD and CAT, as
well as the molecule GSH, suggesting an imbalance in the cellular redox state. This
imbalance may stem from the consumption of these antioxidant defenses in response to
an increased oxidative burden (Cojocaru et al., 2013). Although antioxidant enzymes
were inactivated, the sustained expression of Nrf2— a master regulator of antioxidant
gene networks (Jung and Kwak, 2010; Wang et al., 2022)— may indicate a state of
moderate oxidative stress that is insufficient to trigger significant transcriptional
activation (Al-Mubarak et al., 2021). In this context, the preserved expression of Nrf2
likely contributes to maintaining redox homeostasis under serum-induced stress

conditions.
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These findings contrast with results from traditional ischemia-reperfusion
models, such as Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAO) or Oxygen and Glucose
Deprivation (OGD), where abrupt oxidative bursts during reperfusion typically lead to
widespread oxidative damage (Ma et al., 2021; Rodrigo et al., 2013). Our model, which
lacks an active ischemia-reperfusion component, instead reflects chronic systemic
alterations in redox and inflammatory profiles present in the serum of stroke patients.
This distinction underscores the importance of experimental context when interpreting
oxidative stress outcomes in preclinical stroke research.

From a methodological standpoint, human serum introduces an additional layer
of complexity. While serum-based exposure models capture clinically relevant systemic
changes, they also incorporate individual variability related to metabolic, inflammatory,
and vascular health (Montellano et al., 2021). Although pooled serum samples were
used to mitigate individual bias, the dynamic interplay of cytokines, growth factors, and
metabolites present in the serum likely contributed to the selective activation of specific
cellular pathways observed in this study. The absence of ischemia and reperfusion
phases in this model offers both advantages and limitations. On one hand, it isolates the
effects of circulating factors independent of mechanical or hypoxic injury, allowing for
the dissection of serum-specific influences. On the other hand, it does not fully replicate
the multifaceted cellular environment of the ischemic brain, where mechanical stress,
hypoxia, excitotoxicity, and immune infiltration occur simultaneously (Ma et al., 2021;
Rodrigo et al., 2013). Some limitations should be acknowledged. First, the relatively
short exposure period (24 h) may not fully capture longer-term effects of sustained
systemic inflammation. Second, while pooled sera minimized individual variability,
stratification of patients based on stroke severity, comorbidities, or inflammatory
profiles could yield more nuanced insights.

Despite these limitations, the model introduced here offers a powerful new tool
for investigating how circulating factors after stroke influence glial behavior, bridging
the gap between clinical observations and mechanistic studies. By embracing biological
variability rather than eliminating it, reverse translational models like this one may
foster the development of more effective and personalized therapeutic strategies for
stroke recovery. In conclusion, our findings highlight that serum from IS patients, even
without direct ischemic injury, can drive astroglial activation toward a pro-inflammatory

phenotype via selective molecular pathways. This underscores the pivotal role of
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systemic factors in post-stroke neuroinflammation and opens new avenues for exploring

serum-based biomarkers and therapeutic targets to mitigate secondary brain injury.
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Table 1. Descriptive analysis of the sociodemographic profile of the individuals that made up the sample

Independent variables

Sex ?
Feminine
Masculine
Skin color *
White
Non-white

Age (years) "
Education *
Until completion of elementary school
Until high school is complete
Higher education or more

Socioeconomic classification *

DE
Hypertension *

Yes

No
Type 2 Diabetes Mellitus *

Yes

No
Smoking *

Yes

Total sample (N=19)

6 (31.6)

13 (68.4)

14 (73.7)
5(26.3)

58.26 (17.6)

14 (73.7)
1(5.3)

4 (21.0)

4(21.1)

9 (47.4)

6(31.6)

8 (42.1)

11 (57.9)

1(5.3)

18 (94.7)

6(31.6)

Cases (N=9) Controls (N=10)

3(33.3)

6 (66.7)

8 (88.9)
1 (11.1)

59.33 (17.5)

9 (100.0)
0

0

0

4 (44.4)

5 (55.6)

4 (44.4)

5 (55.6)

1(11.1)

8 (88.9)

5 (55.6)

3 (30.0)

7 (70.0)

6 (60.0)
4 (40.0)

57.3 (18.7)

5 (50.0)
1 (10.0)

4 (40.0)

4 (40.0)

5(50.0)

1 (10.0)

4 (40.0)

6 (60.0)

0(0.0)

10 (100.0)

1 (10.0)
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No 13 (68.4) 4 (44.4) 9 (90.0)

*Descriptive analysis represented by absolute (n) and relative (%) frequency
P Descriptive analysis expressed as mean and standard deviation

Table 2. Comparative analysis of lipid profiles and inflammatory parameters between cases and controls.

Independent variables * Cases Controls p-value
Glucose (mg/dl) 111,000 (104,000 - 125,000) 93,000 (85,000 - 110,000) 0.035*
Total Cholesterol (mg/dl) 120,000 (107,000 - 162,000) 174,000 (161,000 - 179,000)  0.004*
LDL (mg/dl) 59,000 (50,000 - 94,000) 96,500 (88,000 - 118,000) 0.035*
HDL (mg/dl) 32,000 (31,000 - 38,000) 49,500 (45,000 - 54,000) <0.001*
Triglycerides (mg/dl) 128,000 (108,000 - 165,000) 97,500 (82,000 - 137,000) 0.315

Ultrasensitive PCR (mg/1) 13,500 (6,410 - 41,840) 2,500 (1,770 - 2,880) 0.022*
TNF-a (pg/ml) 15,600 (9,700 - 20,300) 10,400 (9,500 - 11,600) 0.079

LDL - Low-density lipoprotein; HDL - High-density lipoprotein; CRP - C-reactive protein; TNF-a - Tumor
necrosis factor alpha.

*Mann-Whitney analysis, represented by median and interquartile ranges

*Statistically significant associations
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Figure 1. Overview of the study stages using a reverse translational research model. Schematic representation of the experimental
workflow, highlighting the application of human-derived serum to astroglial cell cultures and subsequent analysis of cellular and molecular

responsces.
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Figure 2. Effects of 24-hour exposure to serum from ischemic stroke patients on C6 astroglial cells. (a) Representative images showing changes in C6 cell
morphology following treatment. (b) Cell viability was assessed by MTT reduction after exposure to ischemic stroke patient serum (p = 0.571). (¢) Glutamine
synthetase (GS) enzymatic activity, expressed as pmol/mg protein/h (p = 0.954). Data are presented as mean = S.D. from at least nine independent experiments.
Statistical comparisons between the two groups were performed using Student’s t-test. Statistical significance was set at p < 0.05.
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Figure 3. Oxidative stress markers in C6 astroglial cells after 24-hour exposure to serum from ischemic stroke patients. a) Nrf2 mRNA
expression (p = 0.947). b) GSH levels expressed as nmol/mg protein (p = 0.017). ¢) Catalase (CAT) activity expressed as Units/mg protein (p =
0.044). d) Superoxide dismutase (SOD) activity expressed as Units/mg protein (p < 0.001). Data represent mean + S.D. from at least nine
independent experiments. Statistical comparisons between the two groups were performed using Student’s t-test. P-values < 0.05 were
considered statistically significant.
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Figure 4. Expression of inflammatory markers in C6 astroglial cells after 24-hour exposure to serum from ischemic stroke patients. a)
IL-1B mRNA expression (p = 0.839) b) IL-6 mRNA expression (p < 0.001). ¢) TNF-a mRNA expression (p = 0.586). d) iNOS mRNA
expression (p = 0.029). e) COX2 mRNA expression (p < 0.001). f) NFkB mRNA expression (p = 0.956). Data are presented as mean = S.D.
from at least eight independent experiments. Statistical comparisons between the two groups were performed using Student’s t-test. P-values <
0.05 were considered statistically significant.

A B C
1.5 4- 1.5+
R
i S N
8 ‘ g T 8
7 107 2 T - g 1.0 l
== L] 1
o) | S8 2 g
= % =« <
0.5 0.5-
d g d
0.0- T 0- T 0.0- T
Control  Stroke Control Stroke Control Stroke
D E F
2.0 * 37 - 1.5+
T 15 1 £ T E
2 i 1 2 27 i £ 1.0 [
25 ol mm e <5 T
A< S < - E 2
% % 1 < 0.5+
E 05 £ %
0.0 0 0.0 .

| T
Control Stroke Control Stroke Control Stroke



51

PARTE III: CONSIDERACOES FINAIS

O artigo resultante desta dissertacdo visou avaliar os efeitos, sob o estresse
oxidativo e parametros inflamatorios, a partir da adi¢do de 5% do soro de pacientes
diagnosticados com AVCi na fase aguda ao meio de cultivo de uma linhagem celular C6
tipo-astrocitos. Os resultados encontrados demonstram que a exposi¢ao das células ao
soro destes pacientes gerou elevacdes substanciais na expressdo de parametros
inflamatorios, além de trazer a reducdo de uma enzima antioxidante.

Alguns dos resultados mostraram-se diferentes do que comumente acontece em
outros modelos de mimetizagcdo do evento isquémico, por isso, ¢ importante ressaltar
que até o presente momento, nenhum estudo, havia utilizado este modelo de tratamento
em reproducodes in vitro de eventos isquémicos.

Essa diferenga apresentada entre os resultados encontrados e os demais modelos
de pesquisa disponiveis atualmente, evidencia que a variabilidade das respostas
humanas, presentes no ambiente clinico e influenciadas por uma série de fatores
extrinsecos e intrinsecos seja uma oportunidade para explorar mecanismos, esclarecer
vias bioquimicas e metabdlicas ainda ndo tdo exploradas.

Descobertas a partir de modelos que invertem o curso habitual das pesquisas,
levando a clinica de volta para a bancada, segundo FitzGerald, podem fazer com que
estudos de fenotipagem superficial em larga escala, causada por experimentacdes
controladas, tornem-se estudos de fenotipagem “profunda” e direcionada (43) a partir de

resultados diversos que os fatores humanos proporcionam.
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ANEXOS

ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A presente pesquisa chama-se: Associa¢do de biomarcadores de lesdo neural com
o comprometimento neuroldgico pds Acidente Vascular Cerebral Isquémico (AVCi)
agudo. O objetivo principal do estudo ¢ avaliar a relagdo dos biomarcadores de lesao
neuronal com o nivel de comprometimento neuroldgico de pacientes internados por
AVCi agudo nas unidades Sistema Unico de Satide (SUS) do Hospital Universitario Sao
Francisco de Paula (HUSFP).

Os participantes do estudo irdo passar por uma avaliagdo onde responderdo
algumas perguntas e passardo por uma avaliacdo fisica e cognitiva através da aplicacdo
da National Institute of Health Stroke Scale, que avalia o comprometimento neurologico
através do nivel de consciéncia, movimentos, visdo, leitura, forca muscular de bragos e
pernas, sensagdo, coordenagdo, fala e etc. Uma amostra sanguinea serd coletada para
fazer a analise da quantidade de proteinas que indicam lesao neural.

Os riscos sao minimos, € podem apenas gerar leve desconforto por responder
questdes pessoais, realizar algum movimento solicitado durante a aplicagdo da escala ou
leve hematoma no local da coleta sanguinea. A pesquisa ndo ird causar mudangas na
saude ou bem estar e caso o participante ndo queira participar, iSso nao vai gerar
mudanca no servigo prestado. Além disso, todos os dados sdo andnimos e o participante
pode desistir da pesquisa a qualquer momento.

Ao participar da pesquisa vai ser possivel entender o nivel do dano neurolégico,
qual o prognoéstico do paciente, entender se os instrumentos usados possuem resultados
precisos e relacionar o nivel de comprometimento com diversos aspectos relacionando o
diagnéstico clinico, cinético funcional, sensorial cognitivo e sociodemografico através
dos dados coletados.

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que autorizo
a minha participacdo neste projeto de pesquisa, pois fui informado, de forma clara e
detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento e coer¢do, dos objetivos, da
justificativa, dos procedimentos que serei submetido, dos riscos, desconfortos e
beneficios, assim como das alternativas as quais poderia ser submetido, todos acima
listados.

Fui, igualmente, informado:

° da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer
davida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a
pesquisa;
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° da possibilidade do armazenamento do material bioldgico e informagdes
coletadas para uso como banco de dados em pesquisas futuras;

° da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, ¢ deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuagdo de meu cuidado e
tratamento;

° da garantia de que ndo serei identificado quando da divulgacdo dos resultados e
que as informagdes obtidas serdo utilizadas apenas para fins cientificos vinculados ao
presente projeto de pesquisa;

° do compromisso de proporcionar informagdo atualizada obtida durante o estudo,
ainda que esta possa afetar a minha vontade em continuar participando;

° da disponibilidade de tratamento médico e indenizagdo, conforme estabelece a
legislacdo, caso existam danos a minha saude, diretamente causados por esta pesquisa;

° de que se existirem gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento da
pesquisa.

O Pesquisador Responsavel por este Projeto de Pesquisa ¢ Isabela Lemes
(isabela.lemes@sou.ucpel.edu.br). Recebi claras explicagdes sobre o estudo, todas
registradas neste documento de consentimento. Os investigadores do estudo responderam
e responderdo, em qualquer etapa do estudo, a todas as minhas perguntas, at¢ a minha
completa satisfagio. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Catodlica de Pelotas.

Caso tenha alguma considera¢do ou duvida sobre a ética da pesquisa, podera
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UCPel pelo telefone: (53) 2128
8050 ou através do e-mail cep@ucpel.edu.br, endereco: Rua Gongalves Chaves, 373 —
Sala 411 - Centro, Pelotas - RS, 96015-560, ou com o pesquisador responsavel pelo
telefone: (51)99820-7137 e e-mail: isabela.lemes@sou.ucpel.edu.br.

O presente documento foi assinado em duas vias de igual teor, ficando uma com o
voluntario da pesquisa ou seu representante legal e outra com o pesquisador responsavel.
Portanto, estou de acordo em autorizar a participagao no estudo.

Data / /

Nome e assinatura do Paciente ou Voluntario

Nome e assinatura do responsavel legal, quando for o caso

DECLARACAO DE RESPONSABILIDADE DO INVESTIGADOR: Expliquei a
natureza,

objetivos, riscos e beneficios deste estudo. Coloquei-me a disposi¢ao para perguntas e
as respondi em sua totalidade. O participante compreendeu minha explicacdo e aceitou,
sem imposigdes, assinar este consentimento. Tenho como compromisso utilizar os dados e


mailto:cep@ucpel.edu.br
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o material coletado para a publicagdo de relatorios e artigos cientificos referentes a essa
pesquisa.

Nome e assinatura do responsavel pela obtengdo do presente consentimento

T sabe la Thw-ou_) Lc.-—m

Nome e assinatura do pesquisador responsavel

Universidade Catolica de Pelotas
R. Gongalves Chaves, 373 - Centro, Pelotas - RS, 96015-560, Telefone: (53) 2128-8243



ANEXO 2 - QUESTIONARIO DE FILTRAGEM DOS CONTROLES

1. Numero de identificacao:

2. Encaixa-se nos critérios de
inclusdo de acordo com as
caracteristicas do pareamento?

() Sim

() Nao

3. Data de nascimento:

4. Possui diagndstico recente de
doenga neuro inflamatoria ou
neurodegenerativa?

() Sim

() Nao

5. Possui historico recente de lesao
cerebral traumatica recente?

() Sim

() Nao

6. Sexo
( )Feminino
( )Masculino

7. Profissdo/ocupagao

8. Nivel de instruc¢ao

( )Sem instrucao

( )Fundamental incompleto
( )Fundamental completo

( )Médio incompleto

( )Médio completo

( )Superior incompleto

( )Superior completo

( )Pos graduacgdo incompleta
( )Pos graduagdo completa

9. Raca
( )Amarelo(a)
( )Branco(a)
()Indigena
( )Negro(a)

( )Pardo(a)

( )Outro:

10.  Estado Civil
( )Casado(a)
()Solteiro(a)
()Viuvo(a)

( )Divorciado(a)
( )Separado(a)
( )Unido estavel(a)

11.  Renda (em valor aproximado):

12. Ha comorbidades associadas?

[ THAS

[ ]DMI

[ ]DM2

[ ] Cardiopatia

[ ] Nefropatia

[ ] Outro:

13.  Tabagismo
( )Nao tabagista
( )Tabagista
( )Ex tabagista

14. Se a resposta anterior foi
“tabagista”, qual a dose?

15. Se a resposta anterior foi “ex
tabagista”, ha quanto tempo parou?

16.  Alcoolismo
( )Faz uso de bebidas alcoodlicas
( )Nao faz uso de bebidas
alcoolicas

17. Se a resposta anterior foi “faz
uso de bebidas alcodlicas”, qual a dose?

18.  Avaliador:

19.  Coletador de sangue:
20. Coleta bem sucedida?
() Sim
() Nao
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ANEXO 3 - QUESTIONARIO DE CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

1. Numero de identifica¢do

2. Sexo
( )Feminino
( )Masculino

3. Data de nascimento
4, Profissdo/ocupacao
5. Nivel de instrucdo

( )Sem instrucao

( )Fundamental incompleto
( )Fundamental completo

( )Médio incompleto

( )Médio completo

( )Superior incompleto

( )Superior completo

( )P6s graduagao incompleta
()Pos graduagdo completa

6. Se a resposta anterior foi
“outros”, justifique.

7. Data de Internacao

8. Tipo de AVC
()AVCi

()AVCh

(OAIT

9. Avaliador
10.  Data de avaliagido
11.  Cidade de residéncia do paciente

12. Capacidade de compreensao
segundo o prontuario

( )Ltcido (a)/orientado (a)

( )Desorientado (a)

( )Confuso (a)

( )Oscilante

( )Outro:

13. Comprometimento neuroldgico
prévio

()Sim

()Nao

()Outro:

14. AVC Prévio com ou sem
sequelas?

()Sim (AVCh)

()Sim (AVCi)

()Nao

( )Outro:

15.  Se a resposta anterior foi “sim”,
héa quanto tempo e quais sequelas?

16. Comprometimento motor
prévio?

()Sim

( )Nao

17.  Se a resposta anterior foi “sim”,
qual?

18. Raga
( )Amarelo(a)
( )Branco(a)
()Indigena
()Negro(a)
()Pardo(a)
( )Outro:

19.  Estado Civil
()Casado(a)
( )Solteiro(a)
()Viavo(a)
( )Divorciado(a)
( )Separado(a)
( )Unido estavel(a)

20. Renda (em valor aproximado)
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21. Ha comorbidades associadas?

[]

[]

[ ]DM2

[ ] Cardiopatia

[ ]Nefropatla

[]

22. Tabagismo
( )Nao tabagista

( )Tabagista
( )Ex tabagista

23. Se a resposta anterior foi
“tabagista”, qual a dose?

24. Se a resposta anterior foi “ex
tabagista”, ha quanto tempo parou?

25.  Alcoolismo
( )Faz uso de bebidas alcodlicas

61

( )Nao faz uso de bebidas alcoodlicas

26. Sec a resposta anterior foi “faz
uso de bebidas alcoolicas”, qual a dose?

27.  Proveniente de:
( )Internacdo por outro motivo
()PSP
(HUTI

28.  Fez fisioterapia na internagao

29. Foi possivel coletar amostra
sanguinea?

30. Demais observagdes que se
facam necessarias sobre o caso:

31.  Paciente encaixa-se nos critérios
de inclusdo e exclusdo e assinou o
TCLE?
()Sim
( )Nao



ANEXO 4- CLASSIFICACAO SOCIOECONOMICA | ASSOCIACAO
BRASILEIRA DAS EMPRESAS DE PESQUISA

SISTEMA DE PONTOS

Variavei

Quantidade

Empregados domésticos

Microcomputador

Geladeira 0 2 3 5 5

Lava roupa

Micro-ondas 0 2 4 4 4

Secadora roupa 0 2 2 2 2

in f mili rvi li

Grau de instrugdo do chefe da familia

Fundamental | completo / Fundamental Il incompleto 1

Médio completo / Superior incompleto 4

Servicos publicos

Nao

Rua pavimentada 0 2

Cortes do Critério Brasil
Classe Pontos

1-A 45-100

3-B2 29-37

5-C2 17-22
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PROCEDIMENTO NA COLETA DOS ITENS
Modelo de Questionario sugerido para aplicacao

INSTRUCAO: Todos os itens devem ser perguntados pelo entrevistador e respondidos pelo
entrevistado.

Vamos comegar? No domicilio tem (LEIA CADA ITEM)

QUANTIDADE QUE
POSSUI

NAO
ITENS DE
CONFORTO POSSUI

Quantidade de automoveis de passeio exclusivamente para
uso particular

Quantidade de empregados mensalistas, considerando
apenas os que trabalham pelo menos cinco dias por semana

Quantidade de maquinas de lavar roupa, excluindo tanquinho

Quantidade de banheiros

DVD, incluindo qualquer dispositivo que leia DVD e
desconsiderando
DVD de automovel

Quantidade de geladeiras

Quantidade de freezers independentes ou parte da geladeira duplex

Quantidade de microcomputadores, considerando computadores
de mesa, laptops, notebooks e netbooks e desconsiderando
tablets,

palms ou smartphones

Quantidade de lavadora de lougas

Quantidade de fornos de micro-ondas

Quantidade de motocicletas, desconsiderando
as usadas exclusivamente para uso profissional

Quantidade de maquinas secadoras de roupas, considerando
lava e seca

A agua utilizada neste domicilio é proveniente de?

1 Rede geral de distribui¢do
2 Pogo ou nascente
3 Outro meio

1 Asfaltada/Pavimentada

2 Terra/Cascalho

Qual é o grau de instrugao do chefe da familia? Considere como chefe da familia a pessoa que
contribui com a maior parte da renda do domicilio.



Nomenclatura atual Nomenclatura anterior

Analfabeto / Fundamental | incompleto

Analfabeto/Primario Incompleto

Fundamental | completo / Fundamental Il

Incompleto

Primario Completo/Ginasio Incompleto

Fundamental completo/Médio

Incompleto

Ginasio Completo/Colegial

Incompleto

Médio completo/Superior incompleto

Colegial Completo/Superior

Incompleto

Superior completo

Superior Completo
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ANEXO 5 - CLASSIFICACAO DE DEPENDENCIA EM DROGAS (ASSIST)

Nome: Registro
Entrevistador: DATA: ! ! .
ASSIST - OMS QUESTIONARIO PARA TRIAGEM DO USO
DE ALCOOL, TABACO E OUTRAS
1. Na sua vida qual(is) SUBSTANCIAS.
ezzzai;sbsongStanc'as NAO SIM 2. Durante os trés ultimos
. meses, com que
(somer_;a‘e U?O na%_ freqiiéncia vocé utilizou - B
prgscn o pelo médico) essa(s) substincia(s) "‘m‘ i
a. derivados do tabaco 0 3 que mencionou? - = §
b. bebidas alcodlicas 0 3 (primeira droga, depois a g€ 32 2
’ = =] w
c. maconha 0 3 segunda droga, efc) =z - =l
d. cocaina, crack 0 3 a. derivados do tabaco o 2 3
f-igg;‘:ﬁg“s'”as ou éxtase g g b. bebidas alcodlicas 0 2 3
g.hipnoéticos/sedativos 0 3 c macc:nha C “ &
h. alucinogenos 0] 3 d. cocaina, crack 0 2 3
i. opidides 0 3 e. anfetaminas ou éxtase 0 2 3
j. outras, especificar 0 3 f. inalantes 0 2 3
. g-hipnéticos/sedativos 0 2 3
. SE "NAO" em todos os itens investigue: h. alucinégenos 0 2 3
Nem mesmo quando estava na escola? i opidides 0 5 3
. Se "NAO" em todos os itens, pare a - op! ;
entrevista |- outras, especificar 0 2 =

- Se "SIM" para alguma droga, centinue com
as demais questbes

3. Durante os trés dltimos

meses, com

freqiiéncia vocé teve um

forte desejo
em consumi
(primeira droga, st
droga, efc))
a. derivados do ta

b. bebidas alcodlicas

c. maconha
d. cocaina, crack
e anfetaminas ou
f inalantes

g.hipnoticos/sedativos

h. alucinégenos
i. opioides
|. outras, especific

NOMES POPULARES OU COMERCIAIS DAS DROGAS

que

ou urgéncia
r?

10U 2 VEZES

egunda

baco

éxtase

0D O o O o O o NUNCA

[ S R L N S S N S S L L P I

al

e e e e e e e e e e MENSALMENTE

whnoenen onoon oonoonoonoon on SEMNALMENTE

DIARIAMENTE OU

hh Oh O D D Oy O v v GQUASETODOSOS

DIAS

« Se"NUNCA" em todos os itens da
questio 2 pule para a questdo 6, com
outras respostas continue com as
demais questbes

4. Durante os trés dltimos meses,
com que fregiéncia o seu
consumo de (primeira droga,
depois a segunda droga, efc)
resultou em problema de saide,
social, legal ou financeiro?

a. derivados do tabaco
b. bebidas alcodlicas

c. maconha

d. cocaina, crack

e. anfetaminas ou éxtase
f. inalantes
g.hipnéticos/sedativos

h. alucinogenos

I opibides

]. outras, especificar

oo o o o e & o &2 o NUNCA
e e P B e e e e e e 10U 2VEZES

a. produtos do tabaco (cigarro, charuto, cachimbo, fumo de corda)
b. bebidas alcéolicas (cerveja, vinho, champagne, licor, pinga uisque, vodca, vermutes, caninha, rum tequila, gin)
c. maconha (baseado, erva, liamba, diamba, birra, fuminho, fumo, mato, bagulho, pango, manga-rosa, massa,

haxixe, skank

, efc)

d. cocaina, crack (coca, pd, branquinha, nuvem, farinha, neve, pedra, caximbo, brilho)
e. estimulantes como anfetaminas (bolinhas, rebites, bifetamina, moderine, MDMA)

f. inalantes (solventes, cola de sapateiro, tinta, esmalte, corretivo, verniz, tinner, cloroférmio, tolueno, gasolina, éter,

lanca perfume, cheinnho da lolo)
g.hipnoticos, sedativos (ansioliticos, tranquilizantes, barbittricos, fenobarbital, pentobarbital, benzodiazepinicos,

diazepam)

h. alucinégenos (LSD, cha-de-lino, acido, passaporte, mescalina, peiote, cacto)
i. opiaceos (morfina, codeina, opio, heroina elixir, metadona)
j- outras — especificar:

£ ks B R B s s SEMNALMENTE

nownoenoanoen oen en onoen on MENSALMENTE

QUASETODOS 08

D M o o o o o DIARIAMENTE oU

oy G Oy O O & O o O SEMNALMENTE

QUASETODOS

DIARIAMENTE OU
OSDIAS

B s I [ [ ([
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5. Durante os trés

dltimos

meses, com gue freqiéncia,
por causa do seu uso de
(primeira droga, depois a
segunda droga, etc) vocé

deixou de fazer coisas que

eram normalmente esperadas

de vocé?
a. derivados do tabaco
b. bebidas alcodlicas
c. maconha
d. cocaina, crack
e. anfetaminas ou éxtase
f. inalantes
g.hipnéticos/sedativos
h. alucinégenos
i. opidides
}. outras, especificar

7. Alguma vez vocé ja
tentou controlar, diminuir
ou parar o uso de
((primeira droga, depois
a segunda droga, etc..)
e ndo conseguiu?

a. derivados do tabaco

b. bebidas alcodlicas

c. maconha

d. cocaina, crack

e. anfetaminas ou éxtase
f. inalantes
g.hipnéticos/sedativos

h. alucinégenos

i. opidides

}. outras, especificar

o o o o o o oo oo

MNAO, Nunca

o oo oo oo oo O NINCA

PONTUAGAO PARA CADA DROGA

Anote a pontuagao para cada droga. SOME
SOMENTE das Questoes 2, 3,4, 5,6e 7

Tabaco

Alcool

Maconha

Cocaina
Anfetaminas
Inalantes
Hipndticos/sedativos
Alucinégenos
Opidides

SIM, nos Gltimos 3
meses

nownoDnonoDnonoWno NN WN 40U 2VEZES

g OOy OO OO N

D ) ) ) ) ) O MENSALMENTE

SIM, mas ndo nos
Ultimos 3 meses

o= = = = = =] =4 =| SEMNALMENTE

W W W W W W W W W W

DIARIAMENTE OU QUASE
TODOS OS5 DIAS

CO CO CO CoO COCoCoCo o Co

+ FACA as questbes 6 e 7 para todas as
substancias mencionadas na

questido 1

6. Ha amigos,

demonstrado

droga, etc...) 7
. derivados do tabaco
. bebidas alcodlicas
. maconha
. cocaina, crack
e. anfetaminas ou éxtase
f. inalantes
g.hipnéticos/sedativos
h. alucinégenos
i. opidides
. outras, especificar

o0 oM

parentes ou
outra pessoa que tenha
preocupacao
com seu uso de (primeira
droga, depois a segunda

g 2 28
g I- Ef
B 23
0 6 3
0 6 3
0 6 3
0 6 3
0 6 3
0 6 3
0 6 3
0 ] 3
0 6 3
0 ] 3

Nota Importante: Pacientes que tenham usado drogas injetaveis
nos ultimos 3 meses devem ser perguntados sobre seu padrio de
uso injetavel durante este periodo, para determinar seus niveis de
risco e a melhor forma de intervencéo.

(Apenas uso ndo médico)

8- Alguma vez vocé ja usou drogas por injegio?

NAO, SIM, nos
nunca | dltimos 3 meses

5IM, mas ndo nos
dltimos 3 meses

Guia de Intervencgéo para Padréo de uso injetavel

Uma vez por semana ou Menos -
Ou menos de trés dias sequidos

Intervencéo Breve incluindo cartdo de
“riscos associados com o uso
injetavel”

Mais do que uma vez por semana
Oumais do que trés dias seguidos

Intervencéo mais aprofundada e

\A fratamento intensivo®

Nenhuma Receber Encaminhar para tratamento
intervengdo  Intervengao Breve mais intensivo
0-3 426 21 ou mais
010 11-26 21 ou mais
0-3 426 21 ou mais
0-3 426 21 ou mais
03 4.26 21 ou mais
03 426 27 ou mais
0-3 426 21 ou mais
0-3 4.26 21 ou mais
0-3 426 21 ou mais

Calculo do escore de envolvimento com uma substancia especifica.
Para cada substdncia (de 'a'a ') some os escores obtidos nas questdes 2 a 7 (inclusive).
N&o inclua os resultados das questdes 1 e § agui.
Por exemplo, um escore para maconha devera ser calculado do seguinte modo: Q2¢ + Q3¢ + Qdc + Q5¢ + Q6e + QTc.
Note que Q5 para tabaco ndo é codificada, sendo a pontuacdo para fabaco = 02a + Q3a + Qda + Q6a + Q7a




ANEXO 6 - NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH STROKE SCALE (NIHSS)
Identificacdo do Paciente

N | HNome:

STROKE Resistro:

Data ! !

m Exame inicial:

Instrucio

Definicdo da escala

Escore

1a. Mivel de Consciéncia

0 investigador deve escolher uma resposta mesmo se
uma avaliagdo completa € prejudicada por obstaculos
como wm tubo orotragueal, barreiras de linguagem,
trauma ou curativo orotragueal. Um 3 & dado apenas se
o paciente nao faz nenhum movimento (outro além de
postura reflexa) em resposta a estimulacdo dolorosa.

0 = Alerta; responde com entusiasmao.

1 = Nao alerta, mas ao ser acordado por minima
estimulagdo cbedece, responde ou reage.

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

3 = Responde somente com reflexo motor ou
reacdes autondmicas, ou totalmente

irresponsivo, flacido e arreflexo.

1b. Perguntas de Nivel de Consciéncia

0 paciente & questionado sobre o més e sua idade. A
resposta deve ser correta - ndo ha nota parcial por
chegar perto. Pacientes com afasia ou esturpor que ndo
compreendem as perguntas irdo receber 2. Pacientes
incapacitados de falar devido a intubacado orotragueal,
trauma orotragueal, disartria grave de gualquer causa,
barreiras de linguagem ou gualguer outro problema niao
secundario a afasia receberao um

1. E importante que somente a resposta inicial seja
considerada e que o examinador nao “ajude” o paciente
com dicas verbais ou nao verbais.

0 = Responde ambas as questdes corretamente.
1 = Responde uma questdo corretamente.

2 = Mao responde nenhuma guestao
corretamente.

1c. Comandos de Nivel de Consciéncia

0 paciente € solicitado a abrir e fechar os olhoz € entéo
abrir e fechar a mido ndo parética. Substitua por outro
comande de um unico passo se as maes nac podem ser
utilizadas. E dado credito se uma tentativa inequivoca €
feita, mas ndac completada devido a fragueza. 52 o
paciente nao responde ao comando, a tarefa deve ser
demonstrada a ele (pantomima) e o resultado registrado
(i.e., segue um, nenhum ou ambos os comandos). Aos
pacientes com trauma, amputacdo ou outro impedimento
fisico devem ser dados comandos Unicos compativeis.
Somente a primeira tentativa € registrada.

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

2. Melhor olhar conjugado

Somente o©s movimentos oculares horizontais  sdo
testados. Movimentos oculares voluntarios ou reflexos
(oculo-cefalico) recebem nota, mas a prova caldrica nao
& usada.

Se o paciente tem um desvio conjugado do olhar, que
pode ser sobreposto por atividade voluntaria ou reflexa,
o escore sera 1. 5e o paciente tem uma paresia de nervo
periférica isolada (MC I, IV ou Y1), margue 1. O olhar &
testado em todos os pacientes afdsicos. Os pacientes
com trauma ocular, curativos, cegueira preexistente ou
outro distdrbio de acuidade ou campo visual devem ser
testados com movimentos reflexos e a escolha feita pelo
investigador. Estabelecer contato wvisual e, entdo,
mover-se perto do paciente de um lado para outro, pode
esclarecer a

presenca de paralisia do olhar.

0 = Hormal.

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

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

Definicdo da escala

Escore

3. Visual

05 campos visuais (quadrantes superiores e inferiores)
sao testados por confrontacdo, utilizando contagem de
dedos ou ameaga visual, conforme apropriade. O
paciente deve ser encorajado, mas se olha para o lado
do movimento dos dedos, deve ser considerado como
normal. 5e houver cegueira unilateral ou enucleacio, os
campos visuais no olho restante sao avaliados. Margue 1
somente s wma clara assimetria, incluindo
quadrantanopsia, for encontrada. 5e o paciente € cego
por qualquer causa, marque 3. Estimulacdc dupla
simultdnea € realizada neste momento. S houver uma
extingao, o paciente recebe 1 e os resultados sfo
usados para responder a questdo 11.

0 = Sem perda visual.

1 = Hemianopsia parcial.

2 = Hemianopsia completa.

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

4. Paralisia Facial
Pergunte ou use pantomima para encorajar o paciente a
mostrar os dentes ou sorrir e fechar os olhos. Considere
a simetria de contracdo facial em resposta a estimulo
doloroso em paciente pouco responsivo ou incapaz de
compreender. Ma presenca de trauma
/curativa facial, tubo orotragueal, esparadrapo ou
outra barreira fisica que obscurega a face, estes devem
ser removidos, tanto quanto possivel.

0 = Movimentos normais simétricos.

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

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

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

5. Motor para bracos

O brago € colocado na posicido apropriada: extensdo dos
bragos (palmas para baixo) a 90" (se sentado) ou a 45°
(se deitado). E valorizada queda do bragoe se esta ocorre
antes de 10 segundos. O paciente afasico € encorajado

através de firmeza na voz e de pantomima, mas nao
com estimulacdo dolorosa. Cada membro € testado
isoladamente, iniciando pelo brage nao-parético.
Somente em caso de amputacdo ou de fusiao de

articulacdo no ombro, o item deve ser considerado

nac-testavel (NT), e uma explicacdo deve ser escrita
para esta escolha.

0 = Sem gueda; mantém o brago 90° (ou 45%) por
10
segundos completos.

1 = Queda; mantém o braco a 90° (ou 457), porém
este apresenta queda antes dos 10 segundos
completos; ndo toca a cama ou outro suporte.

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

3 = Menhum esforgo contra a gravidade; braco
despenca.

4 = Menhum movimento.

NT = Amputacdo cu fusdo articular,
explique:

5a. Braco esquerdo 5b. Braco direito

6. Motor para pernas

A perna € colocada na posicado apropriada: extensdo a

30° (sempre na posicdo supina). E valorizada queda do
braco se esta ocorre antes de 5 segundos. O paciente
afasico & encorajado através de firmeza na voz e de
pantomima, mas ndo com estimulacido dolorosa. Cada
membro & testado isoladamente, iniciando pela perna

naoc-parética. Somente em caso de amputagic ou de
fusdo de articulacde no guadril, o item deve ser

considerade nac-testavel (NT), & uma explicacac deve
ser escrita para esta escolha.

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

1 = Queda; mantém a perna a 307, porém esta
apresenta queda antes dos 5 segundos
completos; nao toca a cama ou outro suporte.

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

3 = Menhum esforgo contra a gravidade; perna
despenca.

4 = Menhum movimento.

NT = Amputacdo cu fusdo articular,
explique:

ta. Perna esquerda 6b. Perna direita
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Instrucdo

Definigao da escala

Escore

7. Ataxia de membros

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

uma posicao com os bragos estendidos.

0 = Ausente.

1 = Presente em 1 membro.

2 = Presente em dois membros.

NT = Amputacdo ou fusdo articular,
explique:

8. Sensibilidade

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

0 = Mormal; nenhuma perda.

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

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

9. Melhor linguagem

Uma grande quantidade de informagdes acerca da
compreensdo pode obtida durante a aplicacdo dos itens
precedentes do exame. O paciente € solicitado a
descrever o0 que esta acontecendo no quadro em anexo, a
nomear os itens na lista de identificacdo anexa e a ler da
lista de sentenca anexa. A compreensao € julgada a partir
destas respostas assim como das de todos os comandos no
exame neurologico geral precedente. Se a perda visual
interfere com os testes, peca ao paciente gue identifique
objetos colocados em sua mdo, repita e produza falas. O
paciente intubado deve ser incentivado a escrever. O
paciente em coma (Item 1A=13) recebera
automaticamente 3 neste item. 0 examinador deve
escolher um escore para pacientes em estupor ou pouco
cooperativos, mas a pontuacdo 3 deve ser reservada ao
paciente que esta mudo e que naoc segue nenhum
comando simples.

0 = Sem afasia; normal.

1 = Afasia leve a moderada; alguma perda dbvia
da fluéncia ou dificuldade de compreensao,
sem limitagdo significativa das idéias
expressao ou forma de expressao. A reducao
do discurso e/ou compreensao, entretanto,
dificultam ou impossibilitam a conversacio
zobre o material fornecido.

Por exemplo, na conversa sobre o material
fornecido, o examinador pode identificar
figuras ou item da lista de nomeacdo a
partir da resposta do paciente.

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

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

Definigdo da escala

Escore

10. Disartria

Se acredita que o paciente € normal, uma avaliacio mais
adequada € obtida, pedindo-se ao paciente que leia ou
repita palavras da lista anexa. 5¢ o paciente tem afasia
grave, a clareza da articulacac da fala espontdnea pode
ser graduada. Somente se o paciente estiver intubado ou
tiver outras barreiras fisicas a producac da fala, este item
devera ser considerado nao testavel (NT). Mao diga ao
paciente por que ele esta sendo testado.

0 = Mormal.

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

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

NT = Intubado ou outra barreira fisica; explique

11. Extingde ou Desatengdeo (antiga negligéncia)
Informacdo suficiente para a identificacdo de negligéncia
pode ter sido obtida durante os testes anteriores. Se o
paciente tem perda visual grave, que impede o teste da
estimulagdo visual dupla simultinea, e os estimulos
cutdneos sdo normais, o escore € normal. 5e o paciente
tem afasia, mas parece atentar para ambos os lados, o
escore € normal. A presenca de negligéncia espacial
visual ou anosagnosia pode também ser considerada como
evidéncia de

negligéncia. Como a anormalidade =0 € pontuada se
presente, o item nunca € considerado nao testavel.

0 = Nenhuma anormalidade.

1 = Desatencdo visual, tatil, auditiva, espacial ou
pessoal, ou extingae a estimulacdo
simultdnea em uma das modalidades
sEnsoriais.

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

Vocé sabe como fazer.

De volta pra casa.

Eu cheguei em casa do trabalho.

Proximo da mesa, na sala de jantar.

Eles ouviram o Pelée falar no radio.

Sentencas para leitura no item 9. Melhor linguagem
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Mamae
Tic-Tac
Paralelo
Obrigado

Estrada de ferro

Jogador de futebol

Lista para item 10. Disatria
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ANEXO 7 - TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZACAO DE DADOS DE
PRONTUARIOS MEDICOS

ﬁ% UNIVERSIDADE CATOLICA DE PELOTAS PRO-REITORIA ACADEMICA
% COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP/UCPel

TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZAGAO DE DADOS DE
PRONTUARIOS MEDICOS

Os pesquisadores abaixo assinados, responsaveis e colaboradores do
Projeto de pesquisa intitulado:c comprometem-se a garantir e preservar as
informacdes dos prontuarios e base de dados do Hospital Universitario Sao
Francisco de Paula garantindo a plena confidencialidade dos mesmos e identidade

dos pacientes.
Concordam, igualmente, que as informagdes coletadas serao utilizadas unica
e exclusivamente para execugdo do projeto acima descrito. As informagdes

somente poderao ser divulgadas de forma anénima.

Pelotas, RS, 31 de agosto de 2023.

Nome do Pesquisador Assinatura

Adriano Martimbianco de Assis Ao T, e Ao

Isabela Thurow Lemes
T sabela. Thurow) Lemes

Aline Longoni dos Santos

Julia de Castro Menchaca

duﬂa C. ,/Jm

Fabiana da Silveira Santos Sinnott i T Mot St

Luana Born Pureza
bwama. Pt Futno,

Concordancia do Responsavel pelo Servigo de Arquivo
Médico
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ANEXO 8 - TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZACAO DE
BANCO DE DADOS

UNIVERSIDADE CATQLICA DE PELOTAS
PRO-REITORIA ACADEMICA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP/UCPel

TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZAGAO DE BANCO DE DADOS

Os pesquisadores abaixo assinados, responsaveis e colaboradores do Projeto de pesquisa

intitulado: __Associacdo de biomarcadores de lesdo neural com o comprometimento

neurol6gico de pacientes p6s Acidente Vascular Cerebral Isquémico (AVCi) agudo

comprometem-se a garantir e preservar as informagdes do banco de dados do Hospital

Universitario Sao Francisco de Paula

garantindo a plena confidencialidade dos mesmos e identidade dos pacientes.
Concordam, igualmente, que as informagdes coletadas serdo utilizadas unica e
exclusivamente para execugao do projeto acima descrito. As informagdes somente poderdo

ser divulgadas de forma anénima.

Pelotas, RS, 31 de agosto de 2023.

Nome do Pesquisador Assinatura

Adriano Martimbianco de Assis

Podcos—M: i olosin

Isabela Thurow Lemes
T oodela Thuvew) Lermes

Aline Longoni dos Santos

Julia de Castro Menchaca

()Ja 8. ol
Fabiana da Silveira Santos Sinnott //é;,m, P 7/N S S
Luana Born Pureza L waama, Potn, Rutang.

Concordancia do Responsavel pelo Banco de Dados
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ANEXO 9 - TERMO DE AUTORIZACAO PARA REALIZACAO DE
PESQUISA

5 r "‘n;. i
| ICATOLICA

Pt rrining
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ANEXO 10 - TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZACAO DE DADOS
COLETADOS

1MRTAIINR
|CATOLICA
BB _Jorretonas

CONFIDENCIALIDADE DE DADOS
0$
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ANEXO 11 - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

UNIVERSIDADE CATOLICA DE £~ Plataforma
PELOTAS - UCPEL asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Associagédo de biomarcadores de les8o neural com o comprometimento neurolégico
em pacientes pés Acidente Vascular Cerebral isquémico (AVCi) agudo

Pesquisador: ISABELA THUROW LEMES

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 72947823.2.0000.5339

Instituigcdo Proponente: Universidade Catdlica de Pelotas - UCPel

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.433.569

Apresentacédo do Projeto:

Trata-se de um adendo ao projeto de pesquisa referente a dissertagdo de mestrado, onde foi solicitado a
inclusao dos instrumentos ABEP, para avaliagéo socioeconomica, e ASSIST, para avaliagdo do consumo de
drogas.

Objetivo da Pesquisa:

Os pesquisadores ndo apresentaram novos objetivos para os instrumentos. No entanto, apresentaram como
justificativa: "Tal solicitagdo se faz necessaria pelo motivo: de melhor caracterizar a amostra de acordo com
as caracteristicas socioecondmicas e de salde através dos dois instrumentos. Salientando que a
informacéo se faz relevante uma vez que piores prognodsticos e o risco de desenvolver AVC estdo também
relacionados as condigdes socioeconémicas.”

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
N&o foram apresentados riscos e beneficios diferentes aos ja propostos anteriormente, sugerindo que nao
ha alteragao.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A inclusdo dos instrumentos € importante para a melhor caracterizagédo da pesquisa, como bem justificado
pelos pesquisadores.

Enderego: Rua Gongalves Chaves, 373
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Continuago do Parecer: 6.433.569
Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Todos foram apresentados.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Sugiro aprovacéo.
Consideragdes Finais a critério do CEP:
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_222698| 06/10/2023 Aceito
do Projeto 8 E1.pdf 13:42:17
Outros ABEP.pdf 0€/10/2023 |ISABELA THUROW | Aceito

13:38:13  |LEMES
Outros carta_emenda_adendo.pdf 06/10/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
13:34:19  |LEMES
Outros ASSIST pdf 06/10/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
13:32:25 |LEMES
Outros carta_resposta_pendencia.pdf 31/08/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
_ _ 20:01:32 |LEMES
TCLE / Termosde |Corrigido TERMO_DE_CONSENTIMEN| 31/08/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
Assentimento / TO LIVRE E ESCLARECIDO.pdf 19:52:40 |LEMES
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado/ |CORRIGIDO dissertacao_cep.pdf 31/08/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
Brochura 19:49:48 |LEMES
Investigador
Cronograma cronograma_cep.pdf 09/08/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
00:52:14 |LEMES
Outros Termo_de Compromisso_para_Utilizaca] 0%/08/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
o_de Prontuarios Medicos.pdf 00:50:22 |LEMES
Outros Termo_de_Compromisso_para_Utilizaca|] 09/08/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
o _de Dados.pdf 00:49:46 |LEMES
Outros Links_lattes_colaboradores.pdf 0¢/08/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
00:48:51 |LEMES
Orgamento Orcamento_cep.pdf 08/08/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
00:48:15 |LEMES
Solicitagdo Assinada|carta_de_apresentacao_cep.pdf 06/08/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
pelo Pesquisador 00:47:54 |LEMES
Responsavel
Outros carta_de_autorizacao  HUSFP .pdf 08/08/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
00:46:33 |LEMES
Endereco: Rua Gongalves Chaves, 373

Bairro: Centro CEP: 96.015-560
UF: RS Municipio: PELOTAS
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cepi@ucpel.edu.br
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Recurso Anexado  |nihss_traduzida_e_adaptada_brasil.pdf | 09/08/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
pelo Pesquisador 00:45:13 [LEMES

Outros questionario_de_filtragem_dos_controle | 09/08/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
s.pdf 00:44:57 ILEMES

Outros Questionario_de_caracterizacao_da_am| 09/08/2023 |ISABELATHUROW | Aceito
ostra.pdf 00:44:28 [LEMES

Folha de Rosto folha_de_rosto CONEP_assinada.pdf 09/08/2023 |ISABELA THUROW | Aceito
00:41:45 [LEMES

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
MNao

PELOTAS, 18 de QOutubro de 2023

Assinado por:

GABRIELE CORDENONZI GHISLENI
(Coordenador({a))
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