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RESUMO

Em pacientes com traumatismo cranioencefalico fechado, com hemorragia
intracerebral, € comum observar evolugdes clinicas distintas, em decorréncia
da progresséo da lesdo. Em alguns, a lesao inicial focal tende a desaparecer
em poucos dias, entretanto, em outros, ocorre uma extensao da area inicial e
consequentemente o agravamento clinico destes pacientes. Os processos de
injuria secundaria parecem ser 0s responsaveis pela determinacéo da evolucéo
da leséo inicial, sendo os principais contribuintes a injaria hipoxico/isquémica e
0 mecanismo de neuroinflamacdo. Embora a resposta inflamatdria tenha como
funcdo a recuperagcdo tecidual, no sistema nervoso central (SNC) os
mecanismos inflamatdrios acabam por contribuir para o dano cerebral. Ainda
nao é conhecido claramente de que maneira os mediadores celulares e as
células imunoldgicas participam do estabelecimento deste dano. Entre os
mediadores celulares sintetizados mediante insulto inflamatorio, a IL-6 tem sido
relacionada com a resposta imunolégica no SNC, sendo observado que sua
concentracdo pode aumentar no plasma e no fluido cerebro espinhal de
pacientes com injurias cerebrais. O presente estudo quantificou os niveis
plasmaticos de IL-6 em 30 pacientes com trauma cranioencefalico fechado e
hemorragia intracerebral, e acompanhou suas evolug¢des clinicas nas primeiras
72 horas poés-trauma. A média dos niveis de IL-6 foi de 18,556 (+ 4,887) e
15,976 (x 5,692) pg/ml, para as quantificacOes realizadas 6 e 12 horas depois
do trauma. Foi encontrada associacao entre o prognaostico clinico do paciente e
o nivel plasmatico de IL-6 quantificado 6 (p = 0,0001) e 12 horas apés o trauma
(p = 0,0001) e correlagcéao entre os niveis de IL-6 ap6s 6 horas do trauma e os
volumes das lesdes intracerebrais analisados na TAC de admisséo (r = 0,370;
p = 0,0466) e de controle (r = 0,403; p = 0,0328). Pacientes com progndstico
ruim apresentam maiores niveis de producdo plasmatica desta interleucina (p <
0,0001). Estes resultados mostram que os niveis plasmaticos de IL-6 estdo
associados com o prognostico clinico dos pacientes, e correlacionados com a

evolugéo da leséo inicial.



INTRODUCAO

Os traumatismos cranioencefalicos (TCE) representam um grave
problema social devido ao elevado nimero de casos deste tipo de lesdo na
populacdo mundial e as suas consequUéncias ou sequelas, entre as quais
alteracdes fisicas, cognitivas e de comportamento (Junqué et al. 2001; Kruijk et
al. 2002), causando uma tensao financeira e psicolégica nos familiares e
amigos da vitima (Becker et al. 1988). Segundo o National Head Injury
Foundation, o trauma cranioenceféalico é definido como o “comprometimento do
cérebro causado por uma forga externa que pode produzir uma diminuicdo ou
alteracdo do estado de consciéncia, acarretando uma alteracdo das habilidades
cognitivas ou de funcionamento fisico” (Junqué et al. 2001).

Vérias sao as causas do dano cerebral traumatico — quedas, acidentes
de trabalho, praticas desportivas, agressfes, maus tratos na infancia, entre
outros. Porém, os decorrentes de acidentes de transitos sdo o0s mais
frequentes (Junqué et al. 2001; Annegers et al. 1980).

As consequéncias do dano cerebral, produzido a partir de um trauma
cranioencefalico, sdo dependentes tanto do tipo de lesdo quanto da intensidade
do traumatismo, sendo estes os determinantes do grau das alteracdes
neuroldgicas e psicoldgicas sofridas pelo paciente, variando desde pequenos
comprometimentos até um estado vegetativo persistente ou morte (Junqué et
al. 2001; Kruijk et al. 2002).

Ainda é incognito o mecanismo responsavel pela determinacdo da
evolucdo da lesdo inicial em cura ou agravamento/morte do paciente. Porém
estudos corroboram com a importancia do processo inflamatério e a expresséo
das proteinas nele envolvidas, inclusive de IL-6 (Beamer et al. 1995; Kaplin et
al. 2005; Smith et al. 2004; Osuka et al. 1996; Woiciechowsky et al. 1997;
Woiciechowsky et al. 2002). Portanto, este € um tema de estudo relevante para
o desenvolvimento de testes diagnoOsticos capazes de prever a evolucdo do
trauma e permitir uma atividade profilatica a fim de evitar o agravamento e/ou

posterior morte do paciente.



1. ESCALA DE COMA DE GLASGOW

Como medida de prognéstico inicial € utilizada a escala de coma de
Glasgow (GCS) que determina o nivel de consciéncia do paciente no momento
da admissao hospitalar e em momentos subsequentes (Annegers et al. 1980;
Kruijk et al. 2002; van der Naalt et al. 1999; Narayan et al. 2003; Teasdale and
Jannett 1974; Thornhill et al. 2000; Wiese 2003). A pontuagao varia entre 3 e
15 e permite subdividir o TCE de acordo com a gravidade: grau leve (entre 13 e
15 pontos), moderado (entre 9 e 12 pontos) e grave (entre 3 e 8 pontos) (Kruijk
et al. 2002; van der Naalt et al. 1999, Thornhill et al. 2000). Os traumas de grau
moderado representam 10% do total de injUrias traumaticas, sendo o mesmo
valor observado nos traumas de grau grave, enquanto que os de grau leve
representam 80% dos traumas (Narayan et al. 2002; Teasdale and Jennett
1974).

A GCS original foi proposta em 1974 por Teasdale e colaboradores para
determinar o prognodstico de pacientes com TCE. A escala é composta de 3
etapas: 1°) andlise da resposta motora, 2°) analise da resposta verbal e 3°)
andlise da abertura dos olhos.

A andlise da resposta motora avalia a maneira como 0 paciente
responde a um comando motor ou a maneira como responde a um estimulo
local doloroso (avaliando a presenca de uma resposta motora de retirada,
flexora ou extensora). A analise da resposta verbal baseia-se na determinacéo
da orientacdo do paciente, enquadrando-o como orientado, resposta confusa,
uso de palavras inapropriadas, incompreensao total da fala ou auséncia de
resposta. A analise da abertura dos olhos determina se a acdo ocorre
espontaneamente, ou em resposta a um comando verbal, estimulo doloroso ou
se ndo ha abertura dos olhos (Teasdale and Jannett 1974) (Quadro - 1).

Somente a GCS ndo é suficiente para a obtencdo de dados precisos
sobre a real situacdo do paciente, devendo ser realizado um exame
neurolégico completo e, algumas vezes, este deve ser complementado por
estudo radiolégico, RX e/ou tomografia axial computadorizada (TAC) de créanio.
Esta ultima prové dados adicionais que podem informar sobre a severidade da
injuria traumatica (deslocamento da linha média, obliteracdo ou apagamento de

cisternas basais, efeito massa, edema hemisférico) e sobre o risco de



complicacles e infec¢des, e permitem um controle clinico melhor do paciente
(Woiciechowsky et al. 2002).

Quadro — 1. Elementos e suas pontua¢cdes na Escala de Coma de Glasgow
RESPOSTA MOTORA

Pontuacéo Caracteristica

6 Obedece a ordens verbais

5 Localiza estimulos dolorosos

4 Retirada inespecifica a dor

3 Resposta flexora

2 Resposta extensora

1 Sem resposta motora

RESPOSTA VERBAL

Pontuacéo Caracteristica

5 Sentido orientado

4 Resposta confusa

3 Uso de palavras inapropriadas

2 Incompreenséao total da fala

1 Auséncia de resposta

ABERTURA DOS OLHOS

Pontuacéo Caracteristica

4 Olhos se abrem espontaneamente

3 Olhos se abrem a um comando verbal

2 Olhos se abrem a um estimulo doloroso

1 N&o ha abertura dos olhos

Fonte: Teasdale and Jannett (1974).

2. FISIOPATOLOGIA DO TRAUMA CEREBRAL

O trauma cranioencefalico € um processo complexo que inclui a injaria
primaria, o desenvolvimento e estabelecimento da injuria secundaria e o

processo de regeneracéo tecidual (Reilly 2001).

2.1. INJURIA PRIMARIA

A caracterizacdo da injaria primaria € feita pela avaliacdo da leséo
sofrida pelo tecido cerebral em conseqiéncia da transmissdo de energia
cinética ao cranio e/ou de mecanismos de deslocamento excessivo da massa
cerebral, onde as lesGes formadas podem ser decorrentes do mecanismo de
golpe, produzidas na area do impacto, ou de contra-golpe, lesdes produzidas
do lado oposto ao golpe, consequéncia do processo de
aceleracdo/desaceleracao (Junqué et al. 2001; Kruijk et al. 2002; Becker et al
1988).



A injaria primaria refere-se as modificacdes estruturais e funcionais
apresentadas pelo cérebro apds o insulto traumatico. O tecido lesado forma
uma regido de necrose, onde existe tecido perdido ou que vai se perder, ou
seja, ndo ha como recuperar funcionalmente esta area (lbarra 2005; Kipnis et
al. 2001; Teasdale and Graham 1998). Entretanto, a quantidade de tecido
pertencente a regido de necrose, de forma geral, ndo é o suficiente para gerar
um prognostico desfavoravel do paciente, a piora clinica do individuo esta
relacionada a extensdo da leséo inicial (Ibarra 2005; Teasdale and Graham
1998).

Ao redor da area de necrose esta a area de penumbra, onde existe
tecido parcialmente lesado e comprometido e capaz de recuperacdo. Este
tecido € vulneravel a processos hipéxicos/isquémicos (lbarra 2005; Menon et
al. 2003). Qualquer mecanismo que resulte em um processo isquémico
prolongado inviabiliza a recuperacdo na area de penumbra, resultando em
extensdo da area de necrose. Estes eventos resultam na progressao da injuria

primaria (Ibarra 2005).

2.2. DESENVOLVIMENTO E ESTABELECIMENTO DA INJURIA
SECUNDARIA

A injuria secundaria caracteriza-se pelas alteracdes bioquimicas e
fisiologicas que sdo iniciadas pelo insulto primario e estabelecem uma
deficiéncia neuroldgica pés-traumatica (DeKosky et al. 1998; Ibarra 2005). Os
mecanismos responsaveis por esta evolucdo iniciam um processo destrutivo
que resulta no dano de neurbnios ilesos na injaria primaria, mediado
principalmente por agentes toxicos (Hall and Springer. 2004; Hauben et al.
2001; Kipnis et al. 2001; Kwon et al. 2002; Yoles et al. 2001).

A injuria secundaria pode ser conseqiiéncia de edema, processos
iIsquémicos, citotdxicos, apoptoticos e inflamatérios (Ibarra 2005).

Em consequéncia a lesdo primaria ocorrem mudancas na
permeabilidade vascular do tecido cerebral. Os principais eventos associados
sdo: a isquemia/hipéxia no momento da injdria, ocorrida nas regiées de maior

concentracdo arterial no cérebro (os espasmos arteriais séo frequentes apos a



injuria) e o edema, sendo este o maior fator contribuinte para o aumento da
pressao intracraniana. O inchaco do hemisfério cerebral resulta do aumento da
permeabilidade capilar cerebral, resultante da perda de regulacédo fisiolégica
(Becker et al. 1988).

Em resposta ao processo de injUria primaria uma série de eventos induz
a despolarizacéo e abertura de canais ibnicos voltagem-dependentes (Na*, K,
Ca’") nos neurbnios e a apoptose celular. Uma variedade de
neurotransmissores, como o glutamato, pode causar a abertura de canais
ibnicos glutamato-dependentes (NMDA, AMPA) ocasionando um importante
distlrbio i6nico que resulta no acimulo de Ca®" intracelular, iniciando efeitos
danosos que incluem: (1) disfuncdo mitocondrial — déficit do metabolismo
aerobico e acumulo de lactato, (2) sintese de oxido nitrico (NO) por ativacéo
mitocondrial e citoplasmatica, (3) ativacdo de fosfolipase A, — ocasionando
liberacdo de &cido araquiddnico (AA) que € convertido em ciclooxigenases
(COX) COX1 e COX2, liberando prostaglandina F,y vasoconstritora (PGFy,),
tromboxanos A, (TXA,) e lipoxigenases (LO). Como resultado tem-se a sintese
de leucotrienos (LT), quimioatraentes de leucdcitos e macrofagos e a ativagédo
por calcio de cisteina-proteases e a (4) degradacéo do citoesqueleto (Hall and
Springer 2004) (Figura - 1).

A disfuncdo mitocondrial produz NO e ativa o complexo COX e LO
resultando na formacdo de espécies reativas de oxigénio (radicais livres)
(Becker et al. 1988; Hall and Springer 2004), incluindo anion peroxinitrito
(ONOOQO) (Hall and Springer 2004). Alguns peroxinitritos podem danificar a
célula através da peroxidacéo lipidica (PL) da membrana plasmatica. A PL
ocorre tanto nos vasos sanglineos quanto em neurdnios, prejudicando os
neurbnios através da perda funcional e da integridade axonal.
Consequentemente, € causado um dano microvascular e uma isquemia
secundaria contribuindo, indiretamente, com a injuria neuronal secundaria,
responsavel por uma série de eventos que resultam em apoptose pos-
trauméatica (Hall and Springer 2004 ) (Figura - 1).

O aumento da sintese e o acumulo de substéncias acidas no cérebro
podem ser observados subseqiientemente a um trauma mecéanico ou mediante

um processo de isquemia (Becker et al. 1988). O acumulo de lactato no tecido
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cerebral, mediante uma injdria, esta associado ao progndstico do paciente, um

aumento progressivo desta substancia, atingindo altos niveis, relacionam-se a

um pior resultado. O acumulo de lactato limita-se a regido do cérebro afetada,




resultando em um significativo aumento da sintese de acido lactico e da
acidose local, gerando posterior alteracdo no pH cerebral e no fluido cerebro
espinhal (CSF). A constancia do pH € um fator fundamental para determinar se
a injuria celular seréa reversivel ou ndo, uma vez que alteracdes desta constante
ndo sao toleraveis pelas células, que iniciam o processo de apoptose (Becker
et al. 1988).

A resposta celular mediante o processo de acidose lactica varia em
relacdo as condicdes celulares. Células nédo danificadas apresentam um
mecanismo de controle que limita a producdo de &cido lactico, evitando a
mudanca de pH, enquanto que as células danificadas ndo limitam esta
producdo, resultando em um acumulo que pode ser letal a estas células
(Becker et al. 1988).

A sintese de AA apds injaria cerebral faz com que sejam produzidas as
enzimas LO e COX, resultando em uma série de reacdes que geram radicais
livres de oxigénio. A producao destes radicais livres pode resultar em um dano
anatbmico do endotélio cerebrovascular, desestabilizando a barreira
hematoencefélica (BBB) (Becker et al. 1988; Hall and Springer 2004).

Algumas condi¢Bes clinicas contribuem para a propagacdo da injuria
secundaria: hipotensédo, hipoxia; bradicardia, taquicardia e hiperglicemia.
Condicdes comuns em pacientes com TCE, o que dificulta a contencdo da
injuria secundaria (lbarra 2005).

A lesdo secundéaria apresenta mecanismos de evolugdo (como a
hipotensdo e a hipoxia) que sao responsaveis pela determinacdo progndstica
do paciente, embora ndo se saiba ainda em que momento e quais fatores
direcionardo o quadro clinico a cura ou a complicagdes e/ou morte do paciente
(Ibarra 2005).

2.3. PROCESSO DE REGENERA(;AO TECIDUAL

Em lesdo SNC varios eventos celulares e moleculares passam a atuar
como fatores reparadores ou inibidores do processo de recuperacdo axonal
(Becker et al. 1988; Ramer et al. 2005). Transtornos sofridos pelo SNC
resultam em um déficit funcional devido a uma série de eventos responsaveis
por impedir a neurogénese e/ou a reabilitacdo dos neurdnios parcialmente

lesados, favorecendo o aumento em extensdo da &rea afetada (Hauben et al.



2000; Hauben et al. 2001; Kipnis et al. 2001; Yoles et al. 2001). O processo de
reorganizacdo pelo qual o cérebro passa, ap0s o insulto neurolégico € um
mecanismo complexo que envolve a recuperacdo progressiva da parte nao
destruida do cérebro (Becker et al. 1988; Ibarra 2005), o processo regenerativo
do cérebro mediante crescimento axonl e o reestabelecimento da comunicagao
sinaptica (Becker et al. 1988; Kwon et al. 2002; Zhou et al. 2003).

Neurdnios jovens do SNC apresentam, mediante injuria, plasticidade
anatbmica e funcional permitindo uma regeneracdo e/ou compensacao
neuronal apds o insulto (Zhou et al. 2003). Em neurénios residentes do SNC de
adultos esta plasticidade é limitada (Ramer et al. 2005; Zhou et al. 2003)

embora sejam mais tolerantes a mudancas no ambiente (Condic 2001).

A falta da recuperacéo anatdomica e funcional que se observa no SNC do
adulto é devida a inabilidade regenerativa neuronal intrinseca e as
caracteristicas indspitas locais. Baixos niveis de moléculas da matriz
extracelular, essenciais para a promoc¢do do crescimento neuronal, e altos
niveis de fatores inibitérios sdo observados nesta situacdo (Condic 2001).

Tanto a perda das caracteristicas naturais no ambiente lesado, quanto a
presenca de moléculas inibitérias sdo determinantes para dificultar o processo
regenerativo axonal e o0 crescimento compensatorio de axonios intactos
(Hauben et al. 2000; Hauben et al. 2001; Kipnis et al. 2001; Ramer et al. 2005;
Yoles et al. 2001; Zhou et al. 2003). Estes processos sdo esperados apds o
insulto traumatico (Becker et al. 1988; Kwon et al. 2002).

Os mecanismos responsaveis pela determinacdo do processo
inflamatorio durante lesées no SNC nédo sédo totalmente conhecidos (Berti et al.
2002; Buckwalter and Wyss-Coray 2004; Chavarria and Alcocer-Varela 2004;
Dietrich et al. 2004; Emsley and Tyrrell 2002; Herx et al. 2000; Holmin et al.
1998; Jean et al. 1998; Jerin et al. 2003; Kinoshita et al. 2002; Lichtor and
Libermann 1994; Penkowa et al. 2003; Prins and Liau 2003; Qureshi et al.
2001; Sandhir et al. 2004; Wang and Feuertein 2000).

A bainha de mielina e a cicatriz glidtica foram caracterizadas ha mais de
duas décadas como os principais elementos inibidores do crescimento axonal
no ambiente lesado. Atualmente estes dois elementos continuam sendo

considerados 0s principais, porém 0s avancos cientificos e novos estudos



permitiram delimitar elementos especificos, na bainha de mielina responséaveis
pelo processo inibitério (Buss et al. 2004; Caroni et al. 1988a; Caroni and
Schwab 1988b; Kwon et al. 2002; Ramer et al. 2005), sendo eles o condroetin
sulfato proteoglicano (CSPG) (Buss et al. 2004), a glicoproteina associada a
mielina (MAG), a proteina Nogo e a glicoproteina de oligodendrdcitos da
mielina (OMgp) (Kwon et al. 2002; Ramer et al. 2005).

Embora varios fatores possam estar vinculados ao processo de
regeneracado alguns sdo mais competentes na promocdo de crescimento
neuronal. Entre eles sdo conhecidos: a adenosina monofosfato ciclica (AMPc)
(Kwon et al. 2002; Ramer et al. 2005), o fator neurotrofico (Condic 2001; Kwon
et al. 2002; Ramer et al. 2005; Zhou et al. 2003), as proteinas integrinas
(Condic 2001), a proteina associada ao crescimento (GAP-43) (Kwon et al.
2002; Ramer et al. 2005) e mais recentemente os linfocitos T (Hammarberg et
al. 2000; Hauben et al. 2000; Hauben et al. 2001; Kerschensteiner et al. 1999;
Kipnis et al. 2001; Yoles et al. 2001).

As tentativas em promover a reestruturacdo do SNC visam diretamente
deter a propagacdo da lesdo secundaria, através da formulacdo de métodos
terapéuticos que estimulam os processos de regeneragcédo e 0s mecanismos de
neuroprotecdo, permitindo desta forma a recuperacdo funcional em lesdes
associadas ao SNC (Hauben et al. 2000; Hauben et al. 2001; Yoles et al.
2001).

3. RESPOSTA INFLAMATORIA NO SNC

A resposta inflamatoria € um processo complexo que envolve células e
seus produtos, estando presente em todos 0os compartimentos vascularizados
do corpo, incluindo o SNC (Chavarria and Alcocer-Varela 2004).

O processo inflamatério, fora do SNC, se manifesta de uma forma
classica que inclui localmente edema, rubor, calor e dor, resultante da resposta
vascular e do aumento do fluxo sanguineo no sitio inflamatério. Seguido por um
aumento da permeabilidade capilar por retracdo endotelial e saida de
moléculas, mediadores solUveis e migracdo leucocitaria (Lucas et al. 2006;
Chavarria and Alcocer-Varela 2004).

A resposta inflamatdria inclui a participacdo de uma variedade celular,

entre elas os neutréfilos, macréfagos, mastécitos, eosinéfilos, linfécitos, células

10



dendriticas, plaquetas, células endoteliais, e particularmente no SNC, as
micréglias, astrocitos e neurdnios (Chavarria and Alcocer-Varela 2004). Foi
demonstrado que neurdnios, astrécitos e micréglias produziam um repertorio
de moléculas inflamatorias e imunoldgicas, incluindo citocinas, quimiocinas e
seus respectivos receptores, moléculas do sistema complemento, fatores de

coagulacéo, proteases entre outras. (McGeer and McGeer 2001).

3.1. NEUROINFLAMACAO

Durante o processo inflamatorio ocorre a quimiotaxia, evento necessario
para que haja o recrutamento e migracdo das células dos capilares sanguineos
ao sitio inflamatorio (Chavarria and Alcocer-Varela. 2004; Shen et al. 2006;
Karpus and Ransohoff 1998; Kawakami et al. 2005; Wu et al. 2001). O
recrutamento de leucdcitos implica: (1) na liberacdo de fatores quimioatraentes
(quimiocinas) pelas células contidas no sitio de inflamacgéo, (2) na expressao
de receptores especificos para estas quimiocinas nos leucécitos, (3) na
expressao de moléculas de adesao nos leucocitos e no endotélio capilar, (4) na
interacdo entre leucocitos e endotélio e (5), finalmente, na passagem das
células para o sitio inflamatério (diapedese) (Chavarria and Alcocer-Varela
2004; Karpus and Ransohoff 1998).

A inflamacéo é parte de um processo fisioldgico que visa a reparacao de
um dano, porém, quando este processo ndo é controlado e se estende, a
inflamacé&o perde a funcéo de reparagédo e pode vir a causar o dano tecidual
(Chavarria and Alcocer-Varela 2004; Nathan 2002). Freqientemente, no SNC a
inflamacéo causa dano e ndo desempenha funcdo de reparacdo como ocorre
em outras partes do corpo (Chavarria and Alcocer-Varela 2004).

O estudo de doengcas neuroimunes (encefalomielite alérgica
experimental e esclerose multipla) trouxe informacfes importantes sobre o
desenvolvimento do processo inflamatério em SNC (Krakowski and Owens
1997; McGeer and McGeer 2001; Paterson 1960;).

O processo de migracdo leucocitaria ocorre em duas etapas: na primeira
etapa, ha a participacdo exclusiva de linfécitos que, quando ativados,
conseguem transpor a BBB integra. Na segunda etapa, ha a ativacado do
endotélio capilar, permitindo a diapedese. Esta ativacao € resultado da entrada

dos primeiros linfocitos no sitio inflamatério, que passam a sintetizar citocinas e
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quimiocinas, favorecendo a expressdo de moléculas de adesdo no endotélio
capilar e da quimiotaxia leucocitaria (Hickey 1999; Krakowski and Owens
1997).

A resposta imunolégica observada no SNC é dita privilegiada devido as
particularidades do préprio SNC que garantem uma mortalidade menor das
células envolvidas no trauma. Essa € determinada pela presenca da BBB
(Barker and Widner 2004, Sedgwick et al. 1991), pela auséncia de APC e pela
auséncia de circulacdo linfatica (Barker and Widner 2004, Sedgwick et al.
1991).

Embora ndo existam células apresentadoras de antigeno (APC)
residentes no SNC, duas populacdes de ceélulas microgliais passam a ser
responsaveis pela apresentacao antigénica (Baker et al. 2004; Santambrogio et
al. 2001). Uma variedade é encontrada permanentemente dispersa no
parénquima, a qual entra no cérebro durante a fase embrionaria sendo
considerada residente (Baker et al. 2004; Santambrogio et al. 2001) e outra
variedade é encontrada na regiao perivascular, elas residem entre a membrana
basal e o endotélio e podem retornar aos 6rgaos linféides secundarios (Baker
et al. 2004; Polfliet et al. 2002; Santambrogio et al. 2001). Estas células fazem
apresentacao antigénica a linfocitos T, produzem quimiocinas (MPC-1/CCL2,
MIP-1a/CCL3) e expressam moléculas ICAM-1 e VCAM-1 (Polfliet et al. 2002).
Ambas as populagbes microgliais sdo semelhantes, porém em diferentes
estagios de maturagéo (Santambrogio L 2001).

O papel da micréglia como mediadora da resposta inflamatéria no SNC
€ determinado pela apresentacdo antigénica de classe Il para as células T
CD4+. As ceélulas microgliais sdo derivadas de uma linhagem de células
mieldides que expressam CD45+ (assim como macroéfagos, células dendriticas,
granulécitos e linfécitos). A diferenca entre as duas variedades de células
microgliais é a expressao do CD45+, que é alta na populacéo perivascular e
baixa na populacdo parenquimal. A maior expressdo de CD45+ esta
relacionada com uma maior expressdo de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade classe 1 (MHC 1) e moléculas co-estimulatérias
(Santambrogio L 2001).

A BBB é uma barreira natural que impede a entrada de uma série de
moléculas no cérebro (Fillebeen et al. 1999; Grab et al. 2005; Shusta 2005;
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Terasaki and Ohtsuki 2005, Wu 2005), sendo determinada por uma agao
funcional entre a interface do sistema circulatério e do parénquima cerebral
(Shusta 2005). Os estudos iniciais sobre a presenca da BBB datam de
experimentos de 1885 realizados por Paul Ehrlich, porém somente 80 anos
depois foram obtidas as primeiras evidéncias de que esta barreira seria
formada por células endoteliais dos capilares do cérebro (Fillebeen et al. 1999;
Grab et al. 2005, Shusta 2005; Terasaki and Ohtsuki 2005). Estas células se
apresentam unidas e continuas sob forma de tight junctions, e demonstram
uma alta resisténcia elétrica (Barker et al. 2004; Grab et al. 2005) e poucas
vesiculas endociticas (Grab et al. 2005).

O endotélio € uma estrutura essencial da BBB e tem um papel
importante no processo inflamatério do SNC (Chavarria and Alcocer-Varela
2004). Em condicdes fisiologicas as tigth junctions endoteliais controlam o fluxo
de células do sangue para o SNC, entretanto, linfocitos ativados podem passar
a BBB intacta e contribuir com o mecanismo inflamatorio. Células endoteliais
cerebrais, em estado basal, expressam interferon gama (IFN-y), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina (IL) 1 que estimulam a expressao
das moléculas ICAM-1, VCAM-1, PCAM-1 e E-selectina (Wong et al. 1999). A
interacédo entre VLA-4/VCAM-1 e LFA/ICAM-1 é necessaria para a migracao de
células T CD4+ e para a producdo de citocinas pelas células endoteliais
(Hickey 1999).

Linfocitos T ativados por citocinas que estimulam a diferenciacdo em
células T auxiliares (Th) do tipo 1 sintetizam citocinas pro-inflamatérias como
TNF-a e IFN-y (Hickey 1999; Karpus and Ransohoff 1998). Esses linfécitos T
expressam, também, quimiocinas (MIP-1a/CCL3, MIP-13/CCL4) e aumentam a
expressdao de outras quimiocinas (RANTES/CCL5, IP-10/CXCL10, MIP-
1a/CCL3 e MCP-1/CCL2) em astrécitos e macréfagos perivasculares (Karpus
and Ransohoff 1998). As citocinas secretadas pelos linfécitos Thl podem ter
efeito sobre a BBB: o TNF-a induz um maior recrutamento de leucocitos do
espaco perivascular e do CSF (Seabrook and Hay 2001) e junto com o IFN-y
tem propriedade citotoxicas ao endotélio vascular, mediada pelo 6xido nitrico
(Yamaoka et al. 2002). O TNF-a estimula a sintese de MCP-1/CCL2, o qual
induz a expressdo de metaloprotease MMP-9. Tanto o TNF-a quanto o MCP-

1/CCL2 aumentam a expressdo de moléculas de adesdo no endotélio capilar,
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facilitando a adesdo e a passagem de linfécitos T ativados e mondcitos que
expressem receptor CCR2. A metaloprotease MMP-9 facilita a migracéo
através do endotélio (Cross and Woodroofe 1999; Orlikowski et al. 2003).
Provavelmente os efeitos do TNF-a, MCP-1/CCL2 e IFN-y contribuem para a
ruptura da BBB e da infiltragdo leucocitaria (Chavarria and Alcocer-Varela
2004).

Hickey (1999) demonstrou que outros leucécitos também tém a
habilidade de entrar no SNC, constatando a presenca de linfocitos B, células
dendriticas, células matadoras naturais (NK), mastocitos e membros da familia
macrofago/mondcito.

Os linfocitos B em estado ativado conseguem atravessar a BBB, atraves
da expressdo de CCR7, receptor de quimiocinas SLC/CCL21 e ECL/CCL19,
produzidas pelo endotélio da BBB e por migréglia/astrocito, respectivamente
(Columba-Cabezas et al. 2003).

A presenca de mastocitos € descrita em processos inflamatorios
neuroimunes, sendo uma importante fonte de histamina, leucotrienos,
prostaglandina, TNF-a e outras moléculas que podem apresentar efeito sobre a
BBB, contribuindo para a ruptura ou aumento da permeabilidade endotelial,
favorecendo uma massiva infiltracéo leucocitaria (Benoist and Mathis 2002).

A funcdo da célula NK em inflamacdo do SNC ainda n&o esta
claramente determinada. Estas células respondem a producéo de interleucina
IL-18 e IL-12, por ativacdo de macrofagos e células dendriticas, aumentando a
producao de IFN-y e favorecendo uma resposta Thl (Shi et al. 2000).

As células dendriticas sdo APC podendo ativar linfocitos T auto-reativos
em orgaos linféides e no SNC (Serafini et al. 2000). A sua localizacdo no SNC
é de forma estratégica em locais de entrada do antigeno, como no plexo
cordide e nas meninges, porém nao no parénquima (Matyszak and Perry 2000;
Serafini et al. 2000). A capacidade destas células em sair do SNC possibilita o
transporte de antigenos e ativacdo de linfécitos T auto-reativos periféricos
(Serafini et al. 2000). A interacdo das células dendriticas ndo é limitada aos
linfécitos T, ela também favorece a expansao clonal de linfécitos B, através da
secrecdo de citocinas, e uma subsequente producédo de anticorpos (Genain et
al. 1999). As ceélulas dendriticas podem chegar ao SNC por quimiotaxia,

quando expressam CCR6 e CCR7, ambos receptores de quimiocinas
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ECL/CCL19, MIP-3a/CCL20 e SLC/CCL21, produzidos por microglias e
astrocitos (Ambrosini et al. 2003; Serafini et al. 2000).

Outra importante interacdo para a adesdo e migracao celular ocorre
entre as moléculas CD40/CD40L, o endotélio capilar cerebral expressa
constantemente CD40, esta expressdo € aumentada apds a estimulacdo das
células por TNF-a, lipopolissacaridios (LSP) ou CD40L (Omari and Dorovini-Zis
2003). As microglias, astrocitos e neurénio também expressam CD40, linfocitos
B, macrofagos perivasculares, linfocitos T ativados expressam moléculas
ligantes para CD40 (Gerritse et al. 1996; Omari and Dorovini-Zis 2003). A
interacdo CD40/CD40L € importante para a passagem celular através da BBB
e para a ativacdo de microglias e astrocitos (Chavarria and Alcocer-Varela
2004).

Os neurbnios sdo menos importante no processo inflamatério,
expressam molécula MHC |, produzem varios tipos de citocinas e podem
induzir a apoptose de linfécitos T através da interacdo CD95-CD95L (Flugel
2000; Olsson 1994)

A producéo de IFN-y e TNF-a, no SNC, danificam a estrutura da BBB,
devido aos seus efeitos citotdéxicos ao endotélio celular e pelo favorecimento de
um importante infiltrado leucocitario (Seabrook and Hay 2001; Yamaoka et al.
2002). A presenca de IL-18 esta associada ao perfil Thl pela capacidade de
induzir a producdo de IFN-y pelas células NK e linfocitos T (Chavarria and
Alcocer-Varela 2004).

O IFN-y promove a ativacdo de macrofagos e subsequente producao de
oxido nitrico sintetase por essas células, o NO tem efeito neurotoxico e
favorece o aumento da permeabilidade da BBB (Misko et al. 1995). Outro
importante produtor de NO € a micrdglia (Benveniste 1997).

A micréglia contribui para o dano inflamatorio através da producédo de
glutamato, o qual é toxico para neurdnios e oligodendrdcitos (Pitt et al. 2000).
Também tem um importante papel regulatorio através da inducao apoptética de
linfécitos T auto-reativos (Sharief et al. 2003).

Muitas quimiocinas sdo detectadas em altos niveis no soro e no CSF
mediante inflamacé&o, porém as MIP-1a/CCL3 e MCP-1/CCL2 parecem ser as

mais importantes. A MIP-1a/CCL3 esta presente na fase aguda das doencas
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inflamatdrias onde se tem predominantemente resposta Thl, entretanto o
MCP-1/CCL2 esta associado a resposta Th2 (Karpus and Ransohoff 1998).

3.2. CITOCINAS

As citocinas sédo importantes fatores de conec¢do e modulagédo do
sistema imunolégico e neuroenddcrino. Receptores para citocinas estao
presentes no sistema neuroendocrino tendo efeitos tanto no SNC quanto no
sistema nervoso periférico (Woiciechowski et al. 1997).

As citocinas séo produzidas no cérebro por células gliais residentes ou
por células imunoldgicas nao residentes do SNC, porém, que ultrapassam a
BBB (Hammarberg et al. 2000; Hauben et al. 2000; Hauben et al. 2001,
Kerschensteiner et al. 1999; Kipnis et al. 2001; Woiciechowisky et al. 1997;
Yoles et al. 2001).

Apesar da existéncia de uma grande variedade de citocinas, algumas
tém sido mais fortemente relacionadas aos processos inflamatorios ocorridos
no sistema nervoso central, tendo destaque as pro-inflamatorias: IL-1, TNF e
IL-6 (de Bandt et al. 1994; Herx et al. 2000; Holmin et al. 1998; Jean et al.
1998; Kinoshita et al. 2002; Lichtor and Libermman 1994; Pasquale et al. 1996;
Qureshi et al. 2001; Woiciechowsky et al. 1999a; Woiciechowsky et al. 1999b).

Os mondcitos (Abbas and Lichtman 2003; Forte 2004; Oppenheim and
Ruscetti 2000), as células endoteliais, os fibroblastos, os linfocitos T (Abbas
and Lichtman 2003; Oppenheim and Ruscetti 2000) e os linfocitos B ativados
(Forte 2004; Oppenheim and Ruscetti 2000) sdo os principais produtores de IL-
6 no organismo, que aparecem em resposta as atividades antigénicas ou em
resposta a presenca de outras citocinas, principalmente as IL-1, TNF, (Abbas
and Lichtman 2003; Forte 2004) e LPS (Forte 2004).

A atividade biologica da IL-6 consiste em estimular os efeitos
mitogénicos das IL-1 e dos TNF sobre os linfécitos T CD4 (Oppenheim and
Ruscetti 2000), participando conjuntamente com estas duas citocinas das
reagOes inflamatorias e mediacdo da fase aguda da inflamacgédo (Forte 2004;
Oppenheim and Ruscetti 2000). A IL-6 estimula a producdo de proteinas da
fase aguda da inflamac&o nos hepatocitos (Abbas and Lichtman 2003; Forte
2004, Oppenheim and Ruscetti 2000), além de ter papel fundamental para a
migracdo de eosindfilos para o sitio de inflamagdo (Forte 2004), e
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desempenhar um potencial de pirégeno enddgeno (Forte 2004; Oppenheim
and Ruscetti 2000).

A IL-6 ndo atua na sintese de qualquer outra citocina ja conhecida,
entdo acredita-se que a sua funcdo imunologica seja a potencializacdo dos
efeitos de outras citocinas, podendo também exercer um efeito topico sobre as
células neurais (Oppenheim and Ruscetti 2000).

A perda da homeostasia local leva a ativacdo de células imunologicas
como os linfécitos T, os fibroblastos, as células endoteliais e os mondcitos,
todos passando a secretar IL-6. Por sua vez, a IL-6 passa a induzir a
maturacdo de linfocitos B, a ativacdo de linfécitos T e a diferenciacédo
hematopoiética (Heesen et al. 1996, Pasquale et al. 1996). A IL-6 € a citocina
encontrada em maior quantidade na circulacdo em resposta a um insulto
inflamatorio ou traumatico, atuando nas respostas local e sistémica (Hulkkonen
et al. 2001; Smith et al. 2004; Waage et al. 1989; Waring et al. 1992; Xing et al.
1998).

A IL-6 é pleiotropica produzida e liberada na circulacdo em situacdes de
perturbacdo da homeostase mediante endotoxemia, trauma e infecgéo.
Durante uma resposta inflamatéria local ou sistémica, estd envolvida com a
inducdo da fase aguda da inflamacéo e também com o seu posterior controle.
Este ultimo ocorre através de um processo de auto-regulacdo que resulta em
uma diminuicdo da expressdo de citocinas proé-inflamatérias e em uma alta
expressdo de moléculas anti-inflamatérias (Hulkkonen et al. 2001;
Woiciechowisky et al. 1999a; Woiciechowisky et al. 1999b) através da sindrome
compensatoria da resposta anti-inflamatoria (SCRA) (Woiciechowisky et al.
1999a; Woiciechowisky et al. 1999b). O mecanismo que permite a auto-
regulacdo de proteinas pré e anti-inflamatérias consiste em uma comunicagao
entre o sistema imunoldgico e o SNC, onde a IL-6, assim como o TNF-a e IL-
1B, ativam o axis hipotalamico-pituitario-adrenal, responsavel pela secrecéao de
corticoides (de Bandt et al. 1994; Woiciechowisky et al. 1999a).

Em condi¢bes de homeostase do organismo, a IL-6 ndo é encontrada
em niveis detectaveis (Abbas and Lichtman 2003). Porém, ha uma grande
variedade dos niveis de IL-6 detectados no organismo mediante um insulto
traumatico e/ou infeccioso (Burzotta et al. 2001; Heesen et al. 1996; Hulkkonen
et al. 2001; Muylle et al. 1993; Smith et al. 2004; Waage et al. 1989).
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

A particularidade do comportamento imunolégico no SNC é
determinante para permitir a recuperacdo deste tecido em caso de injuria. O
complexo processo neuroinflamatério depende tanto do sistema imunolégico
quanto de particularidades do proprio SNC. Esta complexidade inclui um
importante processo fisiopatoldégico responsavel pela ativacdo de células
inflamatorias (neutrdéfilos, macrofagos e mondcitos) e de mediadores celulares
(citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo) os quais iniciam uma série de
eventos em cascata, que resultam no surgimento do dano inflamatorio.

Os traumas cranioencefélicos fechados, com hemorragia intracerebral,
sdo comumente observados em hospitais, assim como as suas complicagdes
clinicas, que p6em em risco a vida dos pacientes traumatizados. O curso
clinico destas contusbes é bastante variavel, sendo comum o agravamento
neuroldgico apds o trauma em decorréncia de progressao da lesdo, formacéo
de edema e hipertensao intracraniana. Alguns pacientes desenvolvem uma
contusdo inicial isolada que evolui em conjunto com uma extensa &rea de
injaria neural.

Os mecanismos responsaveis| pelo agravamento/morte ou recuperacao
do paciente ainda ndo foram satisfatoriamente elucidados. E conhecida a
importancia da lesdo hipéxico/isquémica, ocorrida em consequéncia a lesédo
primaria, assim como do processo inflamatério, desenvolvido
subsequentemente. A inflamacdo tende a transformar a regido afetada,
inicialmente imunologicamente inativa, em um sitio ativador de células
imunoldgicas locais, onde os produtos secretados por elas podem destruir
neurdnios parcialmente lesados e outros componentes celulares.

Durante o trauma no SNC, ocorre uma producdo natural de IL-6 que
parece influenciar a evolucdo clinica do paciente e constitui-se em um dos
responsaveis pelo surgimento do dano cerebral secundario resultante do
processo inflamatério. O controle dos niveis de IL-6 é recomendado para
pacientes que apresentam riscos de complicacdo apds o trauma. A isquemia
cerebral também desencadeia um processo inflamatério pela indugdo da

producdo de diversas citocinas, o que ocorre em decorréncia da injdria sofrida
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pelo tecido, sendo os niveis da IL-6 encontrados em concentragdes superiores
as normais no sitio inflamatério.

Embora os niveis de IL-6 estejam associados a injurias do SNC pouco
se sabe sobre o comportamento desta citocina em pacientes com traumatismo
cranioencefalico fechado e hemorragia intracerebral. Devido as complicacfes
clinicas observadas, que acabam determinando a recuperacdo clinica dos
pacientes, o presente estudo propds estudar os niveis plasmaticos de IL-6 nas
primeiras 72 horas pos-trauma e buscar associacdes e correlacdes desta com
a evolucdao clinica do paciente.

Apesar do mecanismo inflamatério ser um processo multigénico o
estudo do comportamento da IL-6 nos momentos iniciais do trauma pode trazer
um direcionamento sobre o papel desta citocina pro-inflamatoria, em lesdes

traumaticas do SNC.
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ABSTRACT

The exact role of inflammatory response in hemorrhagic contusions is not fully
characterized. The present study quantified IL-6 plasmatic levels in patients with
closed head trauma and hemorrhagic contusions during the first 6 to 12 hours
postrauma. A follow-up clinical outcome evaluation was carried out and the
association between the plasmatic IL-6 levels with severity of trauma according
to the Glasgow Coma Scale, volume of intracerebral hemorrhage and patient’s
outcome was investigated. Although inflammation is a multifactorial process, a
strong correlation between IL-6 levels, volume of traumatic hemorrhage and
prognosis could be observed. A correlation between the IL-6 levels quantified 6
hours postrauma and progression of lesion volume between admission and 12
hours postrauma is suggested. The present study reinforces the importance of

IL-6 in influencing the clinical conditions of a patient with cerebral injury.

KEYWORDS: head injury, cerebral contusion, trauma, IL-6, clinical prognosis.

INTRODUCTION

In almost any trauma, the most important factor related to the outcome is
the kind of damage sustained by the brain'’. In an attempt to provide
clinicopathological correlations in closed head injury, two categories of
contusions have been emphasized: those that occur at the local of the impact,
called direct or coup-contusions, and those that occur in the brain diametrically

opposite to the point of injury, called countercoup contusions®. They occur
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characteristically in the frontal and temporal lobes, more commonly on the
inferior surfaces, where brain tissue comes in contact with bony protuberances
and are related to the amount of energy transmitted by the impact in the skull to
the underlying brain, worsened by the acceleration/deceleration processes
and/or brain rotation™*,

The clinical course of these contusions is quite variable. Neurological
worsening after trauma is common, as a consequence of the lesion
progression, edema formation and intracranial hypertension. In some patients,
the initial isolated contusion, as seen in brain CT, tends to disappear in a few
days, in others, however, this contusion evolves together with an extensive area
of neural injury .

The structural modifications presented by the encephalon immediately
after traumatic insult characterize the primary injury?. Lacerations of the scalp,
fractures of the skull, contusions on the surface of the brain and lacerations, as
well as diffuse axonal injury are all included as the main primary damage in
nonmissile head injuries™?. The tissue injured at the primary lesion forms a
necrotic region that does not functionally recover?>#. Around the necrotic area
there is a tissue area partially injured and eventually capable of recovery®. The
cells present in this region can still be injured by the physiological and
biochemical alterations occurred subsequently, characterizing the secondary
injury 2,22,26,49
Patients with “*closed head TBI (Traumatic Brain Injury) usually develop
conditions that encourage secondary injury propagation, such as hypotension,
hypoxemia, hyperglycemia, tachycardia and bradycardia®®?"*. However, the

mechanism responsible for the worsening, death or recovery is not fully
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understood. The importance of the hypoxic/ischemic lesion is recognized® as
well as of the inflammatory process developed after the primary lesion3* .

In inflammatory processes, the increase of pro-inflammatory cytokines
synthesis is observed, among them, interleukin-6 (IL-6)'%171921404347 Tha |gsg
of local homeostasis leads to the activation of immunological cells - T
lymphocytes and monocytes - and tissue cells - fibroblasts and endothelial cells,
all of them capable of starting to secrete IL-6, which, in turn, starts to induce
maturation of B lymphocytes, activation of T lymphocytes and hematopoietic
differentiation *°.

IL-6 is the cytokine found in the largest quantity in the circulation in
response to an inflammatory or traumatic insult, acting in both systemic and

local responses'®#14348

. IL-6 acts as a cellular mediator for immunological
responses and can be produced through an inflammatory event in the central
nervous system (CNS)%1017:1921.24313547 15 3 few cases of secondary cerebral
damage, IL-6 plasmatic levels were increased*®3*°,

This study analyzes IL-6 plasmatic levels in patients with closed head

trauma and cerebral hemorrhage, correlating them to clinical evolution.

MATERIAL AND METHODS

The Ethical Committee on Research of the Center of Health and
Biological Sciences of the Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR)
approved this study, according to the resolution 426/05/CEP-PUCPR, register

number 790.
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INCLUSION CRITERIA

All patients included in the research were admitted after TBI at Hospital
Universitario Cajuru, from December 2005 to November 2006, and met the
following criteria: a) Pre-hospital care given by Pre-Hospital Trauma Rescue
System (SIATE); b) Initial tomographic diagnosis of intracerebral hemorrhage
resulting from closed head trauma (hemorrhagic contusion); c) Diagnosis made
up to 5 hours of the trauma; d) Absence of severe politrauma, severe superficial
wounds, coagulation disturbances, infections or need for any other emergency
surgery upon admission to the hospital,

To put into effect their participation in this research it was necessary for
the patients or next of kin to fully understand and sign the Informed Consent.

30 patients were included, with median age of 40 (x 18) years old, 25
men and 5 women. The patients were evaluated at the moment of hospital
admission using Glasgow Coma Scale (GCS). Four patients presented GCS 3-
8, four patients, 9 — 12 and all other 22 patients had GCS between 13 and 15.
Alternative criteria were established from follow-up data during the first 72 hours
postrauma, for classification of patients according to prognosis. Patients
considered of good prognosis did not present the following conditions: a) GCS
scores equal or below 7; b) Need for mechanical ventilation; c) Need for a
neurosurgical procedure. Similarly, patients who died during this period were
not allocated to this group. According to these criteria, 21 patients presented

good prognosis and 9 had poor prognosis.
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CALCULATION OF INTRACEREBRAL LESION VOLUME

A CT scan was performed at admission for confirmation of closed head
trauma and resulting hemorrhagic lesion. Follow-up scans for assessment of
lesion evolution were performed 12 hours post-trauma. The volume (in cm?) of
lesions was calculated using the software eFilm Workstation 2.1® - Merge
Healthcare Software).

For determination of lesion volume, both, the hemorrhagic area and
perihemorrhagic edema were included. If the patient presented multiple lesions,
the volume of each lesion was calculated and added to obtain the total amount
considered in the analysis.

To determine the lesion volume, identification of the CT slice with the
largest area of hemorrhage was done. The largest diameter was considered
“A”, the largest diameter perpendicular to “A” on the same slice was “B” and for
determination of C, the number of 10mm slices was counted: if the hemorrhage
area was greater than 75% compared with the initial slice, it was considered as
1; if the hemorrhage was 25% to 75%, 0.5 was counted; if the hemorrhage was
less than 25%, the slice was not counted. The ellipsoid method, in which the
volume is the product of the diameters divided by two, as proposed by Bullock

et al (2006)° was used.

IL-6 QUANTIFICATION

For IL-6 quantification, five blood samples from each patient were collected.
The blood samples were rigorously collected at 6, 12, 24, 48 and 72 hours
postrauma. Those who needed surgical interventions or died had the blood

samples collected up to that occurrence.
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For IL-6 quantitative analysis, the plasma was isolated immediately after the

collection?®?°

. The material was centrifuged at 3000xg for 10 minutes and the
supernatant stored at -70°C.

The quantification of the stored material was carried out using the “human
IL-6 quantikine ELISA kit, 2" generation® HS600B” (R&D Systems) commercial

kit. The results in absorbance (690 nm) of the ELISA test were analyzed using

GraphPad Prism 5° (GraphPad Software).

STATISTICAL ANALYSIS

For analysis of correlation between the variables, IL-6 levels and the volume
of lesions, Spearman’s non-parametric test was used. The significance analysis
between defined groups (good and poor prognosis) in dichotomic variables, in
relation to the quantitative variables employed the Mann-Whitney U Test. The
logistic regression test for the variables: prognosis, lesion volume and IL-6
levels were used. MedCalc® 9.2.0.0 — Windows Vista™ software was used for

statistical analyses.

RESULTS

INTRACEREBRAL LESIONS VOLUME CALCULATIONS

Upon admission to the hospital, two patients in the poor prognosis group
and three in the good prognosis group presented multiple hemorrhagic lesions.
A patient with good prognosis presented a single lesion and perihemorrhagic
edema. The same situation was also observed in two patients with poor

prognosis. In the other cases, one single lesion without edema was observed.
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The mean volume of lesions obtained from admission CT was 6.4 cm® and
36.1 cm?*for patients in the good and poor prognosis groups, respectively.

The analysis of the images obtained 12 hours postrauma showed that
patients in the good prognosis group maintained the profile of presence or
absence of multiple hemorrhagic lesions and/or perihemorrhagic edema
observed upon hospital admission. However, one of these patients with the
presence of multiple lesions and two who presented a single lesion in the
admission CT scan developed increasing perihnemorrhagic edema.

Among the patients in the poor prognosis group, two who initially presented
multiple lesions and two others presenting a single lesion developed
perihemorrhagic edema. In all cases of poor prognosis it was possible to
observe alterations in lesion’s volume. Due to clinical instability of one of these
patients it was not possible to perform and analyze the 12-hour CT.

The mean intracerebral lesion volume was of 10.35 cm® and 69.05 cm?®
respectively, for patients in good and poor prognosis groups, 12 hours
postrauma. The relationship of average intracerebral lesion volume and
patients’ prognosis is presented in Graphic 1.

Comparing the CT scans performed at admission and at 12 hours the
variation of lesion volume showed a non-homogeneous distribution. When
analyzing all patients together a mean value of 15.32 cm?® (initial CT) and 26.54
cm? (control CT) was observed, with a standard deviation of + 27.77 cm® and +
42.53 cm?®, respectively for the admission CT scan and 12 hours postrauma
control. The heterogeneity was also observed when mean volumes found in the
different groups were analyzed: in the good prognosis group, the standard

deviation found was of + 11.48 cm® and + 12.92 cm?® and for those that
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composed the poor prognosis group it was of + 42.13 cm?® and + 62.50 cm?, in
the first and second CT analyses, respectively.

The values of intracerebral lesion volume are presented in Table 1.

IL-6 QUANTIFICATION

Only samples collected 6 and 12 hours postrauma were analyzed,
because of variability in the number of samples collected at other proposed
times. The IL-6 mean levels being respectively 18.57 (x 4.89) and 15.98 (+
5.69) pg/ml.

For the good prognosis group (21 patients), the mean values were: 17.11
(= 4.82) and 15.08 (+ 5.16) pg/ml in both periods (6 and 12 hours postrauma).
The poor prognosis group (9 patients) presented a mean value of 21.93 (+ 3.18)

and 18.97 (+ 6.85) pg/ml, for the same intervals (Table 2 and Graphic 2).

STATISTICAL ANALYSIS

There was a correlation between the IL-6 levels 6 hours postrauma and
the volumes of intracerebral lesions analyzed at the admission CT scan (r=
0.370; p= 0.047) and the control CT, taken 12 hours post-trauma (r= 0.403; p=
0.033).

An association with patients’ prognosis and IL-6 levels quantified 6 hours
(p= 0.0001) and 12 hours (p= 0.0001) postrauma was observed. It was also
possible to observe an association between intracerebral lesions volumes
calculated from both, admission (p= 0.0001) and control (p= 0.0001) CT scans,
and patients’ prognosis. Similarly, there was an association between prognosis

and volumetric variation observed between the CT scans (p= 0.0013).
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Considering the severity of trauma as classified by GCS — mild trauma as
scores 3 — 15, moderate, 9 — 12 and severe TBl as GCS 3 — 8, there was an
association between these groups and the quantified 6-hour postrauma IL-6. In
a first analysis the IL-6 levels were associated with two variables: the group with
mild GCS score versus moderate and severe scores levels group (p< 0.0001).
In a subsequent analysis, the association between the quantified IL-6 levels and
the moderate GCS score group versus the severe group (p< 0.0001) was also
noted.

Using logistic regression analysis, an association was found between
prognosis, quantified IL-6 levels 6 hours postrauma (p= 0.046) and lesion
volume calculated from admission CT scans (p= 0.037). Likewise, an
association was found between prognosis, the IL-6 levels 12 hours after trauma
(p= 0.040) and lesion volume on admission CT (p= 0.021).

These results are presented in Table 3.

DISCUSSION

The inflammatory process which develops in CNS is complex and
involves cells from the immunological system and those residing in the brain’.
However, different from what occurs in other tissues, the immunological
response, which develops in the CNS usually, favors more damage than tissue
repair’*’. Several cerebral insults - like trauma, ischemia, infection and others -
result in production of cell mediators such as cytokines "+>3943%0 |n general,
these inflammatory mediators are less expressed in the healthy CNS.
Nevertheless, through injury or tissue infection, these mediators promote an

immunological response and have their levels increased***". Pro-inflammatory
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cytokines have an essential role in inflammation occurring in the CNS, through
the induction of adhesion molecules expression, chemokines, recruitment of
immunological cells into the parenchyma and cellular activation®’.

The stimuli that contributes to an increase in the synthesis of these
cytokines are several, but in the scenario of trauma, hypoxia and the
axoplasmatic exudation - resulting from cellular necrosis - are the main stimuli
for the production of these mediators*®*’,

Several injuries to the CNS result in an increase in IL-6 levels. The
values of IL-6 levels found in this study, were quantitatively inferior to those of
other studies associated with cerebral injuries*2°3%41454¢ "however there is no
reference value for IL-6 levels in cerebral injuries.

In this study, the IL-6 average level found was of 18.56 (+ 4.89) and
15.98 (+ 5.69) pg/ml, quantified 6 and 12 hours postrauma, respectively. The
values for patients in the good prognosis group were 17.11 (£ 4.82) and 15.08
(= 5.16) pg/ml, and for the ones in the poor prognosis group, 21.93 (+ 3.18) and
18.97 (x 6.85) pg/ml, for the same intervals.

As yet, IL-6 plasmatic levels inferior to those found in our study were
described in ischemic stroke (4.6 + 4.2 pg/ml)*. Higher values were found in
studies considering IL-6 plasmatic levels in different surgical procedures, with

an average of 30.83 pg/ml*

. Values closer to the ones found in this study - and
a mean value of 13.9 pg/ml - were observed after a surgical procedure
(craniotomy) *°.

The inclusion criterion applied in our study prevented inclusion of patients

with infectious processes. Absence of infectious processes was carefully

observed in our patients from the beginning until the end of the study and this
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may help explain IL-6 lower values, once the presence of infection increases
significantly the levels of this cytokine®.

Control of 1I-6 levels seem advisable in patients prone to complications
after trauma’®, as higher plasmatic levels of IL6 were associated with smaller

survival rates of patients with septic meningococcal shock*®

and in patients that
suffered ischemic stroke *'.

Quantified IL-6 level in the cerebrospinal fluid (CSF) probably reflects its
production in the CNS?. Qureshi et al (2001)*® in animal experimentation with
spontaneous cerebral hemorrhage found similar values of IL-6 concentration in
plasma and in regional CSF (< 5 pg/ml). Still, Kaplin et al (2005)%° found IL-6
plasmatic levels (3.79 + 2.03 pg/ml) inferior to those quantified in the CSF
(654.3 + 1239.6), in patients with neuroinflammatory disorders (transverse
myelitis). In our study, IL-6 level quantification was carried out from plasma
samples. The fact that cranioencephalic trauma is an acute process, as
spontaneous hemorrhage, and not a chronic inflammatory process like myelitis,
suggests that plasmatic levels might mirror satisfactorily the IL-6 production in
the CNS in this scenario.

The present study found an association between quantified IL-6
plasmatic levels 6 (p= 0.0001) and 12 hours (p= 0.0001) postrauma; the
intracerebral lesion volumes calculated from admission (p= 0.0001) and control
(p= 0.0001) CT scans and patients’ clinical prognosis. Furthermore, the
variation in lesion volumes seen on CT scans corresponded to prognosis (p=
0.0013).

When analyzing the average level of IL-6, 6 and 12 hours postrauma in

patients in the poor and good prognosis groups, a significant difference was
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observed (p< 0.0001), suggesting that the highest IL-6 levels are produced by
patients with worse clinical prognosis (Graphic 2). The same was observed for
lesion mean volume (p< 0.0001) (Graphic 1), where patients showing a poor
prognosis presented larger intracerebral lesions.

Although the CT findings could inform about the severity of traumatic
injury and the risk of complications*®, the association between lesion volume in
CT and the patient classification according to the GCS was not found. An
association was found between IL-6 levels 6 hours postrauma and intracerebral
lesion volume calculated from the admission (r= 0.370; p= 0.0466) and control
(r=0.403; p= 0.0328) CT scans.

The average life span of the IL-6 in vivo is approximately one hour®. IL-6
production detected 6 and 12 hours, postrauma, as observed in this study,
suggests a continual inflammatory stimulus. Ayala et al (1991)* and Roumen et
al (1993)* showed that an hemorrhagic process is stimuli enough to maintain
systemic IL-6 levels increased - a reasonable explanation for our findings.

The adjustment of the logistic regression model has shown a correlation
between prognosis, IL-6 levels at 6 hours (p= 0.046) and lesion volume on
admission CT (p=0,037), as well as the IL-6 levels quantified 12 hours
postrauma (p= 0.040) and the volumes found on admission CT (p= 0.021) and
prognosis. Emsley et al (2003)*° and Smith et al (2004)**, in prospective studies
of patients with ischemic stroke, found a strong association between
inflammatory markers, including IL-6, with the severity of stroke and patient
prognosis.

The observations suggest that IL-6 levels as well as the initial

hemorrhagic volumes are important for the patient’'s prognosis. Nonetheless,
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this first one would be associated to the trauma severity according to the GCS
classification.

Since patients treated with steroids had inferior IL-6 plasmatic level
values comparing to those without steroidal treatment®, therapeutic use of
steroids could be suggested as a measure to contain propagation cerebral
damage resulting from the inflammatory process. This is a highly controversial
matter, since there is Level | grade of evidence showing that the use of steroids
is not recommended for improving outcome or reducing intracranial pressure,
and even that high-dose methylprednisolone in patients with moderate or
severe traumatic brain injury is associated with increased mortality and is
contraindicated®. The question, which still remains, is if there is not a special
group that could have benefit from this therapy.

Monitoring and control of blood pressure, glycemia, heart frequency,
temperature and levels of oxygen saturation are recommended as measures for
containing leucocitary recruitment to the inflammatory site*’. The leucocitary
infiltration, one of the factors determining secondary lesion progression and
cerebral damage, in experimental studies with mice, can be reduced by mild
hypothermia (31C — 33%), locally applied **. The same author (2002)*, in
studies with rabbits, showed that the area of ischemic cerebral infarct can be

reduced when treated with mild hypothermia.

CONCLUSION

The results found in this study suggest an association between IL-6
plasmatic levels quantified during the first 6 to 12 hours postrauma with

prognosis of patients harboring closed head trauma and cerebral hemorrhagic
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contusions, as well as an association between IL-6 levels with the severity of
trauma, according to the GCS.

A correlation between IL-6 levels quantified 6 hours postrauma with the
lesion evolution - the difference found in intracerebral lesion volume in both the
admission and 12-hour postrauma CT scans - is suggested.

The present study strengthens the importance of IL-6 in influencing the

clinical condition of a patient with cerebral injury.
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TABLE 1. INTRACEREBRAL HEMORRHAGIC LESION: ANALYSIS OF THE IMAGE VOLUME

AND DISTRIBUTION ON CRANIAL CT

Number of patients with Total Mean Volume
hemorrhagic lesion 3
(cm”)
single lesion multiple lesion
Presence of Presence of
perilesional perilesional
. edema
Prognosis
Group* No Yes No Yes
First CT Poor 5 2 2 0 9 36,1
(Admission) Good 17 1 3 0 21 6,4
Total 22 3 5 0 30
Second CT Poor 3 4 0 2 9 69,0
(12h Control) 15 3 2 1 21 10,3
Total 18 7 2 3 30

* Patient prognosis according to the proposed classification (cited in the Material

and Methods session).
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TABLE 2. IL-6 QUANTIFICATION

Prognostic IL-6 Quantification (pg/ml)

6 hour 12 hour
good prognosis (n=9) 17.11 (+4.82) 15.08 (+ 5.16)
poor prognosis (n=21) 21.93 (£ 3.18) 20.29 (£ 5.81)

Legend: media (z standard deviation). n=total number of patients
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TABLE 3. STATISTICAL RESULTS: ANALYSIS OF VARIANTS

Variants 6 hours Post-Trauma 12 hours Post-trauma
Correlation between the IL-6 r=0.370 ;p=0,046 r=0.403; p=0.033
levels and the volumes of CT*
Association with the patient’s p=0.0001 p=0.0001
prognosis and IL-6 levels**
Association between volumes p=0.0001 p=0.0001
of CT and patients’ prognosis**
Association of the prognosis
and the volumetric variation p=0.0013
between the two CT scan**

m\'/'grguis p<0.0001
Association between the GCS moderate + severe GCS
and the IL-6 levels**

moderate GCS
versus p<0.0001
severe grup

Association among
prognosis and IL-6 levels p=0.046" p=0.040"
and CT scan volumes*** p=0.037° p=0.0217

Legend: *Spearman’s non-parametric test.

**Mann-Whitney U test.

***|_ogistic regression.

!Association value between prognosis and IL-6 level

®Association value between prognosis and CT volume
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GRAPHIC 1. DISTRIBUTION OF INTRACEREBRAL LESION VOLUME (CM®) (MEDIA
BETWEEN ADMISSION AND CONTROL CT SCANS) IN THE GOOD AND POOR

PROGNOSIS.

Media of Intracerebral Lesions Volumes
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Legend: Group of patients with a good (0) and poor (1) prognosis; (p< 0.0001)
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GRAPHIC 2. DISTRIBUTION OF MEAN PLASMATIC IL-6 LEVELS (PG/ML) (6 AND 12
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IL-6 Levels (pa/mL)
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Legend:

HOURS POST-TRAUMA) WITH GOOD AND POOR PROGNOSIS.
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Group of patients with a good (0) and poor (1) prognosis; p< 0.0001.
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CONSIDERACOES FINAIS

Inferir uma resposta sobre o papel da IL-6 no prognéstico de pacientes
com trauma cranioencefalico e hemorragia intracerebral, neste estudo, pode
apresentar alguns vieses. O primeiro estaria relacionado ao grupo amostral
participante da pesquisa, o qual ndo se encontra em um numero satisfatorio
para uma inferéncia mais sustentada, outro fato seria a ndo homogeneidade do
grupo quando observado o grau do traumatismo segundo a Escala de Coma de
Glasgow (GCS), onde 73,4% dos pacientes apresentaram-se como grau leve,
13,3% grau moderado e 13,3% como grau grave. De qualquer maneira o
presente estudo trouxe resultados interessantes sobre o observado e requer
uma continuidade para concretizacdo das inferéncias que serdo feitas nos
proximos paragrafos.

O grupo de bom progndstico foi formado por 21 pacientes, com variacao
na GCS entre 9 e 15 pontos. O grupo de progndstico ruim formou-se por 9
pacientes, destes 4 foram inicialmente diagnosticados com GCS entre 3 e 8
pontos e 5 pontuados entre 13 e 15.

Embora tenha havido o acompanhamento e a coleta dos pacientes
dentre as primeiras 72 horas pods-trauma, apenas as coletas quantificadas 6 e
12 horas puderam ser utilizadas nas andlises do nivel de IL-6. Isto ocorreu em
consequUéncia dos critérios de exclusao, que retirou da analise as amostras de
sangue coletadas apos a necessidade de algum procedimento cirdrgico.

Os resultados obtidos mostraram associagdo entre o prognadstico clinico
da paciente, ao final de 72 horas, e os niveis de IL-6 quantificados nas coletas
de 6 e 12 horas pos-trauma, sugerindo que 0s niveis iniciais desta interleucina
sdo importantes para a evolucao clinica do paciente. HipGtese corroborada ao
encontrar correlagdo entre o nivel de IL-6, 6 horas pos-trauma, e a diferenca
volumétrica encontrada nas andlises das lesbes hemorragicas, entre a TAC
admissional e de controle.

O mais interessante foi a observacdo de que o0s niveis de IL-6,
quantificados decorridas 6 horas do trauma, mostraram associacdo com a
classificacdo prognoéstica do paciente segundo a GCS (em leve, moderado e
grave), o que nao foi encontrado com as analises tomograficas. Sugerindo que

0s niveis plasmaticos de IL-6 sdo mais informativos para o enquadramento
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neurolégico do paciente, segundo a GCS, do que os volumes das lesdes
hemorragicas.

O fato € que pacientes com prognaostico clinico ruim apresentam maiores
meédias dos niveis de IL-6 plasmaticos, quando comparados aos de prognostico
bom. Sendo assim, esta diferenca ndo € mantida devido a uma sintese muito
maior de IL-6 pelo grupo de pacientes com progndstico ruim e sim devido ao
fato de que neste grupo os niveis de IL-6 sdo mantidos constantes, enquanto
que no grupo de pacientes com prognostico bom estes niveis tenderam a
diminuir.

Terapéuticas que visam a diminuicdo dos niveis de IL-6 como a
administracdo de drogas imunossupressoras (corticesteroides) (Narayan et al.
2002; Osuka et al. 1996; Woiciechowsky et al. 2001) poderiam ser sugeridas no
tratamento de pacientes com traumatismo cranioencefalico fechado e com
hemorragia intracerebral, que mantivessem constantes os niveis de IL-6
plasmaticos nas primeiras 12 horas pés-trauma.

Outra medida profilatica poderia ser a administracédo local de hipotermia
moderada, a fim de conter a resposta inflamatdria e o0 aumento da area da
injuria mediada por mecanismos hipoxia e isquemia secundéria (Prandini et al.
2005; Prandini et al 2002).

Como o mecanismo inflamatério se trata de um processo multifatorial,
nao ha como prever se o posterior controle dos niveis de IL-6 seria o suficiente
para garantir a sobrevida dos pacientes. Uma vez que o estimulo que mantém
constantes os niveis de IL-6, no grupo de pacientes com progndstico ruim,

também deve manter a sintese de outros mediadores.
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