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RESUMO




Zorzanelli L. Relacdo entre padrbes hemodinamicos e mediadores de
inflamacdo em cardiopatias congénitas com comunicacfes sistémico-
pulmonares [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2019.

INTRODUGCAO: Pacientes pediatricos portadores de defeitos septais cardiacos
nao restritivos podem apresentar, em cerca de 5% a 10% dos casos,
remodelamento vascular pulmonar progressivo, com evolucdo para hipertenséo
arterial pulmonar (HAP) de grau moderado ou acentuado. A inflamacao e a
imunidade exercem papel central na patogénese da HAP, porém sao ainda
pouco exploradas neste grupo especifico de pacientes. O presente estudo,
prospectivo, longitudinal e de coorte, teve como objetivo avaliar niveis
circulantes de mediadores inflamatérios segundo grupos de pacientes
hemodinamicamente distintos. Concomitantemente foram analisadas possiveis
correlagbes com dados histopatologicos e com resposta a intervencéo
medicamentosa. METODOS: Estabelecida a forte suspeita de hipertensio
pulmonar por exame a beira leito, foram incluidos no estudo 47 pacientes, com
idade de dois a 37 meses (mediana 10 meses), sendo 32 portadores de
sindrome de Down. Pacientes classificados como Grupo 1 (n=16)
apresentavam sinais clinicos de hiper-resisténcia pulmonar e foram aqueles
submetidos ao cateterismo cardiaco, com niveis comprovadamente elevados
de resisténcia vascular pulmonar (5,2 (4,2-8,9) U x m? mediana e intervalo
interquartilico). Pacientes classificados como Grupo 2 (n=31) apresentavam
sinais clinicos de hiperfluxo com congestdo pulmonar, ndo necessitando de
cateterismo pré-operatorio. A relacédo entre fluxo pulmonar e sistémico (Qp/Qs),
estimada por ecocardiografia, foi de 1,9 (1,3-2,6) no Grupo 1 e 2,8 (2,3-3,3) no
Grupo 2 (p=0,008). Foram analisadas 36 citocinas séricas através de
guimioluminescéncia. RESULTADOS: Observando-se 0s pacientes como um
todo (n=47), os niveis séricos da quimiocina MIF (macrophage migration
inhibitory factor) estavam aumentados (7510+2755 pixels x 5697+2051 pixels
em controles pediatricos, médiatdesvio padrédo). Entretanto, os niveis de MIF
estiveram especificamente aumentados no Grupo 1 quando comparados ao
Grupo 2 e controles (respectivamente, 8494+619 pixels, 6618+477 pixels e

6548+726 pixels, média ajustada para idadexerro padréo, p=0,037). Por outro



lado, niveis da quimiocina RANTES (regulated on activation, normal T cell
expressed and secreted) estavam aumentados especificamente no Grupo 2
gquando comparados ao Grupo 1 e controles (respectivamente, 74183+3865
pixels, 60130+6455 pixels e 59332+3970 pixels, médiaterro padrao, p=0,039).
Este comportamento foi semelhante quando analisados apenas os pacientes
com sindrome de Down. Em todos os pacientes, a quimiocina GROa (growth-
regulated oncogene alpha) esteve aumentada nos primeiros meses de vida,
com subsequente declinio exponencial (R°= -0,47, p<0,001), enquanto a
interleucina 17E (também conhecida como IL-25) apresentou relacdo direta
com a idade (R?=0,44, p=0,002). A interleucina 16 apresentou relacéo inversa
com o fluxo sanguineo pulmonar (rs= -0,34, p=0,018) e niveis mais elevados
em pacientes com evidéncia de doenca vascular avancada em bidpsia
realizada no intra-operatério (p=0,021). Pacientes do Grupo 1 receberam
sildenafila no pré-operatério, 0 que resultou em aumento do fluxo sanguineo
pulmonar (p=0,012) e da saturacao periférica de oxigénio (p=0,010), além de
reducdo dos niveis de interleucina 6 (p=0,027) e ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule 1) (p=0,011). N&o foi observado comportamento particular em
pacientes com sindrome de Down. CONCLUSOES: Os dados apresentados
indicam uma relacdo entre niveis séricos de algumas citocinas e gravidade da
doenca vascular pulmonar, com potenciais implicacdes fisiopatolégicas e
clinicas. Além disso, o envolvimento da interleucina 17E e do MIF enfatizam o
papel da resposta imune Th2, ja descritas na HAP. Os resultados também
permitem um questionamento a respeito das generalizacbes correntes
relacionadas a vasculopatia pulmonar na sindrome de Down, anteriormente

considerada como fator de risco em todos 0s casos.

Descritores: cardiopatias congénitas; circulagdo pulmonar; hipertensdo
pulmonar; sindrome de Down; mediadores da inflamagdo; citocinas;
guimiocinas; ecocardiografia; citrato de sildenafila.



ABSTRACT




Zorzanelli L. Relation between hemodynamic patterns and mediators of
inflammation in congenital heart disease with systemic to pulmonary shunts
[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
20109.

INTRODUCTION: Pediatric patients with nonrestrictive cardiac septal defects
may present progressive pulmonary vascular remodeling with progression to
pulmonary arterial hypertension (PAH), which might range from moderate to
severe in about 5% to 10% of the patients. Inflammation and immunity play a
central role in the pathogenesis of PAH, but are still poorly explored in this
specific group of patients. This current study - prospective, longitudinal and
cohort — was aimed at evaluating circulating levels of inflammatory mediators
according to hemodynamically distinct groups of patients. At the same time,
possible correlations with histopathological data and response to vasodilator
intervention were analyzed. METHODS: After the establishment of a strong
suspicion of pulmonary hypertension at bedside, 47 patients aged 2 to 37
months (median 10 months) were included in the study, of which 32 had Down
syndrome. Patients classified as Group 1 (n = 16) had clinical signs of elevated
pulmonary vascular resistance and were subjected to cardiac catheterization,
with proven levels of increased pulmonary vascular resistance (5.2 (4.2-8.9) U x
m?, median and interquartile range). Patients classified as Group 2 (n = 31)
presented clinical signs of increased blood flow with pulmonary congestion,
requiring no preoperative catheterization. The pulmonary to systemic blood flow
ratio (Qp/Qs), estimated by echocardiography, was 1.9 (1.3-2.6) in Group 1 and
2.8 (2.3-3.3) in Group 2 (p = 0.008). Thirty-six cytokines and related proteins
were analyzed in serum by chemiluminescence. RESULTS: Observing patients
as a whole (n = 47), serum levels of the chemokine MIF (macrophage migration
inhibitory factor) were increased (7510 = 2755 pixels x 5697 = 2051 pixels in
pediatric controls, mean * standard deviation). However, MIF levels were
specifically increased in Group 1 when compared to Group 2 and controls
(respectively, 8494 + 619 pixels, 6618 = 477 pixels and 6548 + 726 pixels,
mean age adjusted + standard error, p = 0.037). On the other hand, RANTES
(regulated on activation, normal T cell expressed and secreted) levels were

specifically increased in Group 2 when compared to Group 1 and controls



(respectively 74183 + 3865 pixels, 60130 + 6455 pixels and 59332 + 3970
pixels, mean * standard error, p = 0.039). This behavior was similar when only
patients with Down syndrome were analyzed. In all patients, GROa (growth-
regulated oncogene alpha) was increased in the first months of life, with
subsequent exponential decline (R? = -0.47, p <0.001), while interleukin 17E
(also known as IL-25) presented a direct relationship with age (R? = 0.44,
p=0.002). Interleukin 16 was negatively related to pulmonary blood flow (rs = -
0.34, p = 0.018) and was higher in patients with evidence of advanced vascular
disease by intraoperative lung biopsy (p = 0.021). Patients in Group 1 received
sildenafil in the preoperative period, which resulted in increased pulmonary
blood flow (p = 0.012) and peripheral oxygen saturation (p = 0.010), as well as
decreased levels of interleukin 6 (p = 0.027) and ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule 1) (p = 0.011). There was no particular behavior of subjects with Down
syndrome at all. CONCLUSION: The presented data indicate a relationship
between serum levels of some cytokines and the severity of pulmonary vascular
disease, with potential pathophysiological and clinical implications. In addition,
the involvement of interleukin 17E and MIF emphasizes the role of Th2 immune
response, already described in PAH. The results also raise doubts if Down

syndrome should be considered as a risk factor in a generalized way.

Descriptors: heart defects, congenital; pulmonary circulation; pulmonary
hypertension; Down syndrome; inflammation mediators; cytokines; chemokines;
echocardiography; sildenafil citrate.



1. INTRODUCAO




As cardiopatias com comunicacdes entre as camaras cardiacas ou
grandes artérias constituem o grupo mais frequente de anomalias congénitas
do coracéo, além de serem os defeitos cardiacos mais comumente associados
com o desenvolvimento de hipertensdo arterial pulmonar!. Quando essas
comunicacdes sao amplas, nao restritivas, cursam com aumento da presséo e
fluxo sanguineo na circulacdo pulmonar?. Os principais determinantes para a
progressao da doenca vascular pulmonar sdo o tipo e o tamanho dos defeitos
cardiacos congénitos®. Atualmente, esses pacientes sdo submetidos
precocemente a correcdo do defeito cardiaco (através da cirurgia cardiaca ou
intervencao percutanea), a qual é realizada, na maioria dos casos, com base
em procedimentos diagnoésticos simples e ndo invasivos?. Para a maioria
destes pacientes, o tratamento é seguido por normalizacdo das alteracfes
clinicas e hemodinamicas presentes no periodo pré-operatério*. Entretanto, a
despeito do tratamento precoce, alguns pacientes ainda apresentam
complicacBes no curso pos-operatério imediato ou na evolugdo em médio e
longo prazo (acima de seis meses). Esse pequeno grupo corresponde a menos
de 10% dos pacientes pediatricos com defeitos septais congénitos®. Até
recentemente, admitia-se que a correcdo precoce (antes dos dois anos de
idade) da anomalia cardiaca resultaria, obrigatoriamente, em involucdo das
alteracGes vasculares pulmonares®. Hoje se sabe que tal resultado ndo pode
ser esperado para todos 0s casos, visto que nem todos os defeitos cardiacos
apresentam a mesma propensédo para o desenvolvimento de doenca vascular
pulmonar’. Além disso, a resposta da vasculatura pulmonar ao aumento de
fluxo sanguineo e pressao, ndo é uniforme entre os pacientes e nem sempre

ocorre da forma prevista®. Entre as sindromes extracardiacas com potencial de



agravo da condicdo hemodinamica, destaca-se a sindrome de Down,
conhecida por apresentar elevada prevaléncia de defeitos cardiacos
congénitos e, principalmente, por estar associada com a instalacdo mais
precoce de alteracdes vasculares pulmonares®.

A prevaléncia estimada de cardiopatia congénita € de
aproximadamente 6 a 10 para cada 1.000 nascidos vivos, sendo a incidéncia
similar em todos os paises e entre as racas>'°. A comunicacdo interventricular
€ o defeito cardiaco congénito mais comum, seguido pela comunicacao
interatrial e pela persisténcia do canal arterial'l. Sabe-se que todas as criancas
portadoras de comunicacdes nédo restritivas estdo sob risco de desenvolver
hipertensdo arterial pulmonar enquanto doenca®. A prevaléncia desta em
pacientes adultos com cardiopatias congénitas varia aproximadamente entre 4
e 28%, a depender do tamanho e localizacdo do defeito cardiaco'®13. Porém,
vale ressaltar que, atualmente, cerca de 80% da populacdo mundial vive fora
dos paises considerados desenvolvidos. Assim sendo, estima-se que apenas 2
a 15% dos pacientes portadores de cardiopatias com grandes comunicacfes
intra ou extra cardiacas receberdo o tratamento curativo nestes locais. Este
dado contrapde-se a rara incidéncia de hipertensdo arterial pulmonar
associada as cardiopatias congénitas na minoria dos paises privilegiados com
a possibilidade do diagnéstico e tratamento precoces?!4.

A assim chamada hipertensdo arterial pulmonar é definida pela
presenca de pressao arterial pulmonar média igual ou superior a 25 mmHg em
repouso, com pressdo de encunhamento igual ou inferior a 15 mmHg e
resisténcia vascular pulmonar (RVP) acima de 3 unidades Wood!*. Essa

definicdo foi bem estabelecida para pacientes adultos, entretanto existem



restricbes para a populacdo pediatrica, em especial no contexto das
cardiopatias congénitas, onde estes dados ndo estdo ainda padronizados. Na
maioria das situacOes de cardiopatias congénitas com hipertensdo arterial
pulmonar, esse conceito pode ser utilizado. Em paciente pediatricos, devidos
as condicdes de fluxo em defeitos néo restritivos, aliadas ao estado de
hidratacdo e, a capacidade do coracdo esquerdo em acomodar o retorno
venoso pulmonar, em algumas situacdes pode haver pressdo de
encunhamento ligeiramente superior a 15 mmHg, sem que isso descaracterize
a condicdo de hipertensdo arterial pulmonar®®. Assim sendo, a hipertenséo
pulmonar associada as cardiopatias congénitas figura no presente momento no
primeiro grupo da classificacdo diagndstica geral (hipertensédo arterial
pulmonar), juntamente com outras etiologias como as doencas do tecido
conectivo, a infeccdo pelo virus HIV, a esquistossomose e 0 uso de
anorexigenos?®.

A maioria dos pacientes pediatricos com defeitos septais cardiacos,
nao restritivos, apresenta-se com evidéncias clinicas que sugerem aumento
expressivo do fluxo sanguineo pulmonar (por exemplo, com fluxo pulmonar
pelo menos duas a trés vezes maior que o0 sistémico), com RVP normal ou
pouco aumentada (por exemplo, 4 a 5 unidades Wood). Estes pacientes, em
geral, apresentam sinais clinicos de insuficiéncia cardiaca, com congestao
pulmonar, dificuldade para ganho ponderal e predisposicdo a infecgbes
respiratérias de repeticdo. Em contrapartida, um pequeno nimero de pacientes
(5 a 10% dos casos), apresenta-se com sinais sugestivos de aumento mais
expressivo da RVP (por exemplo, acima de 5 a 6 unidades Wood), isto €, com

fenbmenos congestivos menos evidentes. Nesses individuos, o fluxo pulmonar



pode estar apenas discretamente aumentado ou, até mesmo, proximo da
normalidade. Esses pacientes apresentam-se sem evidéncias clinicas de
insuficiéncia cardiaca e congestdo pulmonar, com quedas transitorias na
saturacao periférica de oxigénio e fluxo bidirecional através das comunica¢cdes

cardiacas?’.

1.1 Alteracdes vasculares pulmonares e estruturais

Quando nao tratadas em momento oportuno (primeiros dias,
semanas ou meses de vida), as anomalias cardiacas com defeitos septais
evoluem com aparecimento de alteracdes vasculares pulmonares progressivas.
A velocidade de instalacdo e a gravidade destas lesdes vasculares diferem
entre as diversas anomalias. Assim sendo, portadores de defeitos nao
restritivos e complexos estdo sob maior risco (Tabela 1). Pacientes com
comunicacdes  poés-tricuspideas (como por exemplo comunicacao
interventricular, janela aortopulmonar, transposicdo das grandes artérias com
comunicacao interventricular, defeito do septo atrioventricular forma total e
truncus arteriosus) costumam apresentar inicio mais precoce dos sinais e
sintomas da sindrome de Eisenmenger, geralmente ainda na infancia, quando
comparados com individuos portadores de comunicacdes pré-tricuspideas'®. O
risco de desenvolvimento de doencga vascular pulmonar costuma variar entre
10 e 17% em pacientes com grandes comunicagcbes interatriais,
aproximadamente 50% em pacientes com comunicag¢des interventriculares nao
restritivas, chegando a até 100% nos pacientes com truncus arteriosus nao

operados®121°,



Tabela 1. Risco estimado de evolucdo para doenca vascular pulmonar
segundo as diferentes cardiopatias congénitas, quando n&o

corrigidas
Defeito cardiaco congénito Risco de evolucdo para doenca vascular pulmonar™

Truncus arteriosus ~ 100%

TGA com CIV ~ 100%

Janela aortopulmonar ~100%

DSAV (sindrome de Down) ~90%

CIV néo restritiva > 50%

CIV restritiva ~ 3%

CIA ~10-17%

TGA: transposicdo de grandes artérias; CIV: comunicacdo interventricular; DSAV: defeito do septo
atrioventricular; CIA: comunicacao interatrial
** risco estimado a partir das fontes bibliograficas segundo as referéncias!?1°

As alteracbes vasculares que ocorrem na hipertensdo arterial
pulmonar sdo bem conhecidas e foram particularmente caracterizadas gracas a
estudos em pacientes portadores de cardiopatias congénitas, por ocasido de
autépsias ou bidpsias realizadas durante operacdes cardiacas?®. Em estagios
avancados da doenca, todas as formas de hipertensdo arterial pulmonar
compartilham aspectos histopatolégicos caracterizados pela presenca de
lesBes proliferativas intimais, além de alteracdes mais avancadas como as
lesdes plexiformes e dilatadas?!. Em fases mais precoces, habitualmente em
pacientes com idade inferior a dois anos de idade, o remodelamento vascular
pulmonar pode ser caracterizado, por exemplo, pelo predominio da hipertrofia
de camada média de pequenas artérias, sem lesdes intimais significantes*
(Figura 1A). Postula-se que este padrdo de remodelamento pode ser
reversivel, se o defeito cardiaco for corrigido??. Esta regra geral apresenta
excecOes. Um exemplo é o caso de neonatos com transposicdo de grandes

artérias que, sobretudo na presenca de comunicacdo interventricular,



costumam ter alteracdes vasculares pulmonares mais avancadas ja a partir do
nascimento, persistindo durante a corre¢do cirdrgica. Ressalta-se ainda a
importancia de outros fatores pré-natais envolvidos, como a constricdo ductal,
causada por exemplo, pelo uso de antiinflamatérios ndo hormonais?324,
Exemplo de alteracbes vasculares pulmonares graves de apresentacéo
precoce, sugerindo mecanismos distintos daqueles habitualmente propostos
(aumento de fluxo pulmonar) pode ser apreciado na Figura 1B. Em
contrapartida, em um numero ndo conhecido de individuos, as lesbGes
pulmonares ndo evoluem ou o fazem de forma lenta. Dai a necessidade de se
conhecer melhor o tipo de remodelamento, seu potencial de evolucdo ou
regressao e 0s mecanismos envolvidos. O remodelamento vascular pulmonar
bem conhecido sob o ponto de vista estrutural®, entretanto estudos sobre os

mecanismos biologicos envolvidos ainda séo incipientes.
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Figura 1. Alteracdes vasculares pulmonares observadas em cardiopatias congénitas
segundo a classificacdo de Heath-Edwards®: A) Fotomicrografia de
artérias acompanhando bronquiolos terminais mostrando severa hipertrofia
da camada média e auséncia de lesdes intimais. Coloragéo pela elastina
de Miller, aumento da objetiva = 20x. B) Fotomicrografia de artéria pré-
acinar com lesédo proliferativa oclusiva da intima, com fibrose. Colora¢des
Hematoxilina-eosina e elastina de Miller, aumento da objetiva = 20x.



1.2 Formas de apresentacdo clinica e caracterizacdo de padroes

hemodinamicos

Em um dos extremos da condi¢do clinica e hemodinamica, temos
um padrdo no qual dados da histéria e exame fisico sugerem aumento de
pressdo pulmonar, com predominio de fluxo em relacdo a resisténcia vascular.
Neste grupo encontramos criangcas com quadro clinico de dispneia, dificuldade
de ganho ponderal, histérico de infeccBes respiratorias de repeticdo e que,
habitualmente necessitam de medicacdes anticongestivas. Esses pacientes
sdo encaminhados com relativa facilidade para o tratamento cirdrgico da
cardiopatia. Em contrapartida, existe um outro grupo de pacientes, no qual
dados de histéria e exame fisico sdo sugestivos de aumento de pressao
pulmonar com elevacdo mais significante da resisténcia vascular e fluxo néo
tdo aumentado. Esses individuos se caracterizam por ndo apresentarem
quadro clinico exuberante de insuficiéncia cardiaca, cursando com auséncia de
congestdo pulmonar e quedas na saturacdo periférica de oxigénio, muitos
deles nado fazendo uso de medicacéo anticongestiva alguma, suscitando maior
discussdo quanto ao encaminhamento para cirurgia. Em nossa instituicao, a
avaliacdo da gravidade da doenca vascular pulmonar e a caracterizagao dos
pacientes nestes dois grupos distintos, tem sido baseada nos seguintes
critérios, ja descritos na literatural’: 1) idade acima de 18 meses; 2) presenca
de sindrome de Down; 3) auséncia de congestdo pulmonar clinica e
radiologica, sugerindo RVP aumentada; 4) “shunt” bidirecional através dos
defeitos septais cardiacos; 5) periodos em que a saturacdo periférica de

oxigénio se reduz a niveis abaixo de 90%, na auséncia de transtornos



respiratorios, indicando elevacao transitoria e preocupante da RVP. Em geral,
individuos com mais de trés destas caracteristicas costumam ser aqueles onde
a resisténcia pulmonar tende a ser mais elevada e o fluxo ndo tdo aumentado.
Os pacientes com duas caracteristicas ou menos costumam se apresentar com
aspecto clinico mais sugestivo de predominio de fluxo em relacao a resisténcia
vascular pulmonar.

Os recursos diagnésticos nao invasivos e invasivos atualmente
disponiveis  (histéria  clinica, exame fisico, radiografia toracica,
eletrocardiograma, ecocardiografia com Doppler colorido e cateterismo
cardiaco) auxiliam na caracterizacdo dos subgrupos hemodinamicos e
situacdes de risco, com possiveis implicacdes terapéuticas?>2%, Embora os
padrées acima mencionados sejam definidos classicamente através do
cateterismo cardiaco, cresce a evidéncia de que possam ser estabelecidos de
maneira ndo invasiva®’. A ecocardiografia representa um método de imagem
essencial na avaliacdo destes pacientes, pois além de auxiliar a determinacdo
dos detalhes anatdbmicos, pode fornecer dados de avaliacdo quantitativa ou
semiquantitativa que ajudam na caracterizacdo dos grupos de acordo com 0s
diferentes padrbes hemodinamicos. Enfoque foi dado a parametros de
avaliacado do fluxo pulmonar, como por exemplo, a medida da relagdo entre
fluxo pulmonar e sistémico (Qp/Qs), estimada através de curvas de fluxo
obtidas pelo Doppler pulsado e didmetros medidos nas vias de saida dos
ventriculos direito e esquerdo?®. Pacientes portadores de defeitos septais
intracardiacos nao restritivos com Qp/Qs igual ou inferior a 2,0 habitualmente
requerem uma avaliacdo mais pormenorizada®®. Um outro parametro de fluxo

utilizado é a medida da integral velocidade-tempo (VTI) estimada pelo Doppler
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pulsado com a amostra posicionada proxima a desembocadura da veia
pulmonar no atrio esquerdo®3%, A ecocardiografia também permite, em grande
parte dos casos, a medida indireta de pressdo pulmonar sistolica e média,
estimada pelo Doppler através das curvas de regurgitacdo tricispide e
pulmonar, respectivamente3?33, A possibilidade de caracterizacdo de padroes
hemodinamicos, através de um procedimento ndo invasivo como a
ecocardiografia, permitiia o aprofundamento no estudo de mecanismos
fisiopatoldégicos em grande numero de pacientes, ultrapassando aqueles, em
menor namero, hoje estudados estritamente de forma invasiva.

O cateterismo cardiaco é uma importante ferramenta utilizada para
diagnéstico e estratificacdo de risco em criancas com cardiopatia congénita e
hipertensdo arterial pulmonar. Os dados obtidos através do cateterismo
determinam, ainda hoje, um papel de destaque auxiliando na escolha da
melhor opcéo de tratamento, seja ele cirlrgico ou ndo, para essas criancas3*.
Entretanto, consiste em um exame invasivo, realizado na maioria das vezes
com a crianca em ventilacdo mecanica e sob anestesia geral, podendo resultar
em limitacbes na obtencdo dos dados. A crianca, durante o exame, precisa
estar em condi¢cBes absolutamente ideais sob o ponto de vista hemodinamico,
respiratério e metabdlico, sendo recomendado sua conducdo por uma equipe
experiente. A anestesia geral pode interferir na performance miocardica,
levando a hipotensdo sistémica e reducdo também da resisténcia vascular
periférica. Por esse motivo, em pacientes com aumento da resisténcia vascular
pulmonar dindmico (ndo fixa), a resisténcia medida costuma ser
caracteristicamente subestimada. Outros exemplos de complicagBes possiveis

estao relacionados a hipoxemia, hipercapnia, acidose, hipotermia e taquicardia,



11

ocorrendo em 2 a 6% dos individuos®3¢, sendo que, criancas com idade
abaixo de dois anos, apresentam maior risco de complicacdes®’. A obtencéo da
medida do fluxo sanguineo em pacientes com defeitos septais cardiacos nao
pode ser realizada idealmente pela termodiluicdo, sendo calculada na maior
parte dos servicos pelo método de Fick, podendo também ser fonte de erros no
calculo de fluxos e resisténcias®®. Na presenca de comunicacdes cardiacas, o
conceito de débito cardiaco nédo se aplica, sendo que os fluxos pulmonar (Qp)
e sistémico (Qs) sao determinados em separado. Os niveis fisiologicos de RVP
em pacientes pediatricos podem variar, sendo dificil estabelecer valores de
corte que possam distinguir entre normalidade e anormalidade. Em condi¢cBes
fisioloégicas, a RVP corresponde a menos de 10% da resisténcia sistémica.
Assim sendo, considerando valores de RVS entre 15 e 20 unidades Wood x m?
em idades até dois anos aproximadamente, a RVP deve situar-se ao redor de 2
unidades Wood x m? ou abaixo. Durante o cateterismo, em pacientes ndo
portadores de alteracdes vasculares pulmonares significantes e sob acédo de
anestésicos, niveis inferiores a 2 unidades Wood x m? sdo observados com
certa frequéncia. Existe consenso sobre o fato de que valores de RVP acima
de 3 unidades Wood x m?, em lactentes, sdo oficialmente anormais. Entretanto,
niveis entre 3,0 e 5,0 unidades Wood x m? sdo encontrados em pacientes com
aumento expressivo de fluxo sanguineo pulmonar (por exemplo, relacdo entre
fluxos pulmonar e sistémico, Qp/Qs, acima de 2,5). Sao interpretados como
evento reativo a esta situacdo hemodinamica, e considerados como passiveis
de normalizag&o, na maioria dos casos, mediante o reparo da lesdo cardiaca.
Niveis de RVP acima de 6 unidades Wood x m? sdo vistos como preocupantes

em relacdo a conducdo poés-operatodria dos pacientes. Niveis acima de 8,0-9,0
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unidades Wood x m? caracterizam, em primeiro momento, uma situacdo de
impossibilidade de realizacdo do tratamento cirirgico com seguranca. Estes
pacientes necessitam abordagem diagnostica individualizada, eventualmente
acOes terapéuticas (medicamentosa) pré-operatorias, e rediscussdo quanto a

melhor estratégia de tratamento.

1.3 Biopatologia das alteracdes vasculares pulmonares e participacao

de mecanismos relacionados a inflamacéao

Frente a injarias de diferentes naturezas (ndo estritamente forcas
fisicas relacionadas a distensdo e atrito), os vasos pulmonares sofrem
alteracdes, conhecidas como remodelamento. Ao que se sabe, durante esse
processo ocorre a participacdo de elementos inflamatérios, tanto a partir do
lado luminal como abluminal (camada adventicia), onde células inflamatérias
de natureza diversa tem sido identificadas. Dentre o0s eventos, merece
destaque a liberacdo local de diversos mediadores como citocinas,
guimiocinas, fatores de crescimento e proteases, que concorrem para as
alteracdes estruturais na parede vascular. Inicia-se um processo de aumento
de espessura na camada média, com hipertrofia e hiperplasia de suas células,
além da deposicdo de componentes da matriz extracelular. O vaso torna-se
entdo remodelado e reativo. Sao bem conhecidas as profundas modificacbes
que ocorrem nos mecanismos moleculares de interacdo entre a matriz
extracelular e as células envolvendo receptores de membrana, além de
organizacdo de citoesqueleto. Isto leva a exposicdo de sitios de ligacdo para

fatores de crescimento, culminando com replicacdo (proliferacéo) celular®®. As
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alteracdes vasculares pulmonares envolvem diversos elementos celulares e
moleculares, incluindo modificagcbes no fenotipo de células endoteliais, que
podem se tornar resistentes a apoptose e seguir formas ndo habituais de
replicacdo (por exemplo, crescimento monoclonal)*®4!, Também sdo bem
conhecidos os processos de modulacdo fenotipica, através dos quais células
musculares lisas perdem caracteristicas contrateis e se transformam em
células com aspecto mais secretor, com capacidade de replicagéo®%42,

E importante lembrar que a arvore vascular pulmonar periférica
apresenta proximidade com as vias aéreas, que sdo frequentemente
colonizadas por agentes infecciosos, notadamente de natureza viral, em
criancas com cardiopatia congénita e hiperfluxo pulmonar*®. Processos
inflamatorios envolvendo elementos celulares e mediadores moleculares
podem, portanto, ser compartilhados entre vias aéreas e terminacfes
vasculares. Sabe-se que células epiteliais infectadas por agentes virais
diversos sdo capazes de expressar e induzir, em células préximas, a producéo
e liberacdo de citocinas e fatores de crescimento, com potencial efeito tanto na
via aérea como em vasos adjacentes**. Estes aspectos reforcam a importancia
da participacdo dos mecanismos inflamatorios e imunes na biopatologia da
doenca vascular pulmonar pediatrica, sobretudo a que cursa em associagado a
cardiopatias congénitas com alteracdes hemodinamicas pulmonares?.

Em pacientes pediatricos, correlacdes tém sido investigadas entre a
extensdo das alteragBes vasculares e bioquimicas, e padrées de apresentacao
clinica e evolutiva. Porém, os estudos geralmente incluem pacientes em ampla
faixa etaria e com hipertensdo arterial pulmonar decorrente de multiplas

etiologias?®®. A literatura é escassa no que diz respeito ao papel dos mediadores
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inflamatorios na populacdo de pacientes pediatricos jovens com hipertensao
pulmonar, que estdo sendo avaliados para o reparo cirdrgico de defeitos
cardiacos. Nao existem estudos prospectivos envolvendo grande numero de
mediadores inflamatorios e moléculas relacionadas, investigados de maneira
sistematica, em subgrupos segundo a condicdo clinica e hemodinamica.
Tampouco existem estudos sobre como esses biomarcadores se comportariam
frente as intervencdes terapéuticas que tém sido empregadas para o controle
da hipertensdo arterial pulmonar, sobretudo na situacdo que antecede a
cirurgia cardiaca pediatrica. Ha razGes para se estudar o papel da inflamacéo e
da resposta imune neste grupo especifico de pacientes. Evidéncias mostram
gue citocinas e mediadores inflamatorios tem sido associados aos fenbmenos
gue ocorrem precocemente na microvasculatura pulmonar, determinando seu
remodelamento*’4°. O que se pretendeu no presente estudo, foi ampliar o
“retrato fenotipico”, em pacientes pediatricos de baixa idade, candidatos ao
tratamento cirargico dos defeitos septais cardiacos, acrescentando a fatores ja
conhecidos, como a apresentacdo clinica, hemodinamica e histopatoldgica,
elementos de resposta inflamatéria presentes em circulacdo. Em outras
palavras, pretendeu-se demonstrar associacbes entre padrdes de
apresentacao clinica e hemodinamica, e marcadores bioquimicos presentes no
soro. Além de ampliar tal caracterizacdo fenotipica, a descricdo desses
mediadores de inflamacéo, presentes em circulacdo, poderia trazer elementos
adicionais para a compreensdo dos mecanismos fisiopatoldégicos que operam

nesta faixa etéria especifica.



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo primario

Avaliar os niveis circulantes de mediadores inflamatorios em
pacientes pediatricos candidatos a correcdo cirargica de defeitos septais
cardiacos, segundo grupos com padrées hemodinamicos distintos, definidos a
partir de situacdes de risco para hipertensdo pulmonar, a saber: 1) pacientes
com dados diagnésticos sugerindo elevacao de resisténcia vascular pulmonar
como alteracdo predominante; 2) pacientes com dados diagndsticos sugerindo

predominio de fluxo sanguineo pulmonar como alteracdo predominante.

2.2 Objetivo secundario

Em pacientes caracterizados por aumento de resisténcia vascular
pulmonar como distarbio predominante, verificar o possivel impacto da
administracdo pré-operatoria de vasodilatador pulmonar sobre varidveis

ecocardiograficas, oximetria e mediadores de inflamacéo.



3. METODOS
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3.1 Desenho do estudo

O estudo foi do tipo prospectivo, de coorte, com componente
longitudinal de curto prazo, envolvendo comparagdes entre grupos. Satisfeitos
os critérios de inclusdo, os pacientes foram incorporados ao estudo de modo
consecutivo. O presente estudo foi desenvolvido de acordo com o principio

‘intencao de tratar”.

3.2 Pacientes

Os pacientes do presente estudo tiveram orientagado diagndstica e
terapéutica na Unidade de Cardiologia e Cirurgia Cardiaca Pediatrica, do
Instituto do Corag¢do, Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, entre os anos de 2008 e 2016. O protocolo do
estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa — CAPPesq (0502/11) e teve o suporte da FAPESP (Fundacédo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo) — grant n°® 2011/09341-0. Este

estudo encontra-se registrado no Clinical Trials (NCT01548950).

a) Critérios de inclusao
o Faixa etaria pediatrica, com idade até 36 meses;
o Cardiopatias congénitas simples, com comunicagdes nao restritivas
entre camaras cardiacas e/ou grandes artérias, candidatos ao reparo

cirurgico dos defeitos;
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e Pacientes estaveis hemodinamicamente, com auséncia de
comorbidades relevantes ou condigbes com comprometimento de
multiplos 6rgéos e sistemas;

« Presenga de elementos clinicos e de exames subsidiarios indicando
hipertensdo pulmonar de grau pelo menos moderado (critérios
especificados adiante);

« Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, por parte dos

pais ou responsaveis.

b) Critérios de néo inclusao
e Faixa etaria neonatal;
e Cardiopatias com fisiologia univentricular;
e Pacientes com tratamento cirargico prévio;
e Presenca de sindromes, exceto a sindrome de Down;
e Uso prévio do inibidor de fosfodiesterase 5 (sildenafila) ou outros
farmacos usados no tratamento da hipertenséo arterial pulmonar;
e Pacientes em vigéncia de quadro inflamatério sistémico ou infeccioso,

de qualquer natureza.

c) Critérios de excluséo
e Complicacbes que impedissem o0 curso diagnostico e terapéutico em
relacdo a: realizacdo de cateterismo, administracdo de vasodilatador

pulmonar pré-operatério (quando indicado) e/ou realizacao da cirurgia;
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e Pacientes internados em unidade de terapia intensiva (UTI) ou unidades
de emergéncia;

e Qualquer alteragdo oftalmoldgica detectada em exame de fundoscopia
(obrigatdrio antes da administragao de inibidores da fosfodiesterase 5);

o Situagao de contra-indicagdo, a priori, para tratamento cirurgico: dados
clinicos e ecocardiograficos compativeis com doencga vascular pulmonar

avancgada (“shunt” dominante da direita para esquerda).

3.3 Elementos clinicos utilizados para a caracterizagao inicial dos

pacientes nos grupos do estudo

Preenchidos os critérios de inclusdo, pacientes com comunicacfes
cardiacas ndo restritivas e suspeita clinica de apresentarem aumento da
pressdo pulmonar, foram colocados no estudo de maneira consecutiva. Os
elementos citados abaixo foram utilizados para se obter uma impressao inicial
a respeito da gravidade da hipertensao pulmonar. Eles também foram
empregados para a caracterizagdo dos grupos de pacientes no estudo e
estabelecimento da necessidade de diagndstico invasivo. Foram ainda levados
em conta, juntamente com demais dados de avaliagdo nao invasiva e invasiva,
na tomada de decisdo quanto ao encaminhamento para o tratamento cirurgico.
A alocacado dos pacientes em um dos grupos do estudo foi baseada na
presenca ou auséncia dos elementos abaixo relacionados, utilizados em nosso
servigo para a caracterizagdo da gravidade da doenca vascular pulmonar em
criangas portadoras de cardiopatias congénitas, mencionados também em

diretrizes ja publicadas?’.
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1. Idade acima de 18 meses.

2. Presenca de sindrome de Down.

3. Auséncia de congestado pulmonar clinica e radioldgica.

4. Fluxo bidirecional através dos defeitos cardiacos, de acordo com analise
ecocardiografica com Doppler.

5. Periodos em que a saturacao periférica de oxigénio se reduz a niveis

abaixo de 90%.

Para inclusdo como Grupo 1, os individuos deveriam apresentar trés
ou mais dos elementos enumerados acima, sugerindo aumento da RVP.
Pacientes assim caracterizados, foram orientados para a complementagao
diagnodstica através do cateterismo cardiaco. Neste grupo, costumam estar
presentes fatores como apresentacdo clinica mais tardia, sem historia de
dispneia, auséncia de congestdo pulmonar e fluxo bidirecional através das
comunicacdes, caracterizando situacdo de maior risco. Estes pacientes
correspondem a menos de 10% das criancas com defeitos septais cardiacos
tratadas na Instituicdo. No Grupo 2, foram incluidos pacientes com até duas
das caracteristicas descritas. Em geral, sdo criancas dispneicas, com sinais
clinicos de congestdo pulmonar e déficit de ganho ponderal. Estes pacientes
foram considerados como portadores de hipertensdo pulmonar sem elevagao
relevante da RVP, sendo orientados para tratamento corretivo da anomalia

cardiaca sem avaliag&o invasiva.
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3.4 Tamanho amostral

O numero minimo de pacientes a serem incluidos foi baseado em
determinacdes prévias em nosso laboratorio, levando-se em conta
concentracfes séricas de citocinas a serem diferenciadas segundo 0s grupos
do estudo.

e Diferenga padronizada a ser demonstrada: ~ 1,0 desvio padréo

¢ Nivel de significancia: 0,05

e Poder: 0,80

e NUmero de pacientes: 32 (16 individuos por grupo, para esta
finalidade).

Entretanto, considerando-se a intencao de se avaliar também outras
variaveis e associacdes, houve flexibilizacdo no sentido de se permitir a
inclusdo de maior numero de individuos com caracteristicas de “Grupo 27, até

porque eles sdo mais prevalentes na rotina da Unidade.
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3.5 Fluxograma de avaliacdo dos pacientes no estudo

| TRIAGEM |

v
| CRITERIOS DE INCLUSAO |

v

- - Exame fisico/Sp0O, / ECG /
| AVALIACAO NAO INVASIVA |4- ----- Radiograma de torax /
Ecocardiograma

Elementos utilizados para
estimagéo de gravidade:

h.J 1 - Idade > 18 meses

| SELEGCAO DOS GRUPOS |4— ----- 2 - Sindrome de Down
3 -Auséncia de ICC
COLETA DE MEDIADORES N 4 -Fluxo bidiruecional
INFLAMATORIOS (12 COLETA) 5-5p0; <90%
A J
CATETE'RISMO - 3 ou > elementos de < 2 elementos de
CARDIACO gravidade (GRUPO 1) gravidade (GRUPO 2)

COLETA DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS (2* COLETA)

]
v I v

Administracéo ¥ | DISCUSSAO SOBRE _ ENCAMINHAMENTO
pré-operatoria de sildenafila OPERABILIDADE A CIRURGIA

A
b

SpO,: saturagdo periférica de oxigénio; ECG: eletrocardiograma; ICC: insuficiéncia cardiaca congestiva

3.6 Avaliacao clinica

Foram registradas as seguintes informagodes:

Idade, género, peso, altura, superficie corporea;

e Diagnostico principal (anomalia cardiaca, caracterizada
essencialmente mediante avaliagcao clinica e ecocardiografica);

e Presenca ou auséncia de sindromes associadas;

« Presenga de dados de histéria e exame fisico indicativos de estado

congestivo (ou a sua auséncia, sugerindo niveis mais elevados de
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RVP): déficit ponderal, infec¢des respiratérias de repeticao, dispneia,
presenga de sulcos de Harrison, precordio hiperdindmico e ritmo
cardiaco em trés tempos;

e Historia de processos congestivos, infecciosos e inflamatoérios de vias
aéreas, principalmente quadros virais, pelo menos um més antes da
avaliacdo clinica;

e Saturacao periférica de oxigénio, através de oximetria de pulso, em
afericBes repetidas em diferentes horarios e condi¢cdes (sono, vigilia,
decubito dorsal);

o Radiograma de torax foi analisado quanto ao tamanho da area
cardiaca e padrao de vascularidade pulmonar;

e Direcdo do fluxo sanguineo (esquerda para direita, bidirecional ou
predominantemente de direita para esquerda) através das

comunicacdes cardiacas ou interarteriais.

3.7 Estimacdao ecocardiografica de variaveis hemodinamicas

A avaliacdo ecocardiografica com vistas a elucidacdo de aspectos
anatdbmicos e funcionais foi realizada levando-se em conta observacdes
publicadas envolvendo pacientes em faixa etaria pediatrica, incluindo dados
desta Instituicdo?’ %%, O exame foi realizado usando equipamento
ecocardiografico modelo HDI 5000 (Phillips Medical System) e o modelo Vivid
E7 (GE Medical System), equipados com transdutores de 2,5 MHz e 5 MHz. O
exame foi realizado por um mesmo observador, no setor de ecocardiografia do

Instituto do Coracéo.
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Na maioria dos casos, foi possivel a realizacdo do exame sem

sedacédo; quando indispensavel, foi realizada com o uso de hidrato de cloral

administrado por via oral, na dose de 50 a 100 mg/kg, conforme rotina do

Servico de Ecocardiografia da Instituicdo. Esta constitui-se situacdo de

absoluta excecdo.

Foram os seguintes os procedimentos na analise ecocardiografica:

Descricdo completa das anormalidades anatomicas cardiovasculares de
acordo com andlise sequencial segmentar;

Verificacdo da dimensdo das comunicacdes intercavitarias e direcdo do
fluxo sanguineo (de esquerda para direita, bidirecional ou
predominantemente de direita para esquerda);

Estimacdo de pressfes em territorio pulmonar: pressdo sistolica de
artéria pulmonar (PSAP), estimada através da regurgitacdo tricuspide
e/lou a pressdao meédia de artéria pulmonar (PMAP), através da
regurgitacdo pulmonars233.57,

Gradiente pressorico entre cavidades cardiacas ou grandes artérias®g;
Parametros de fluxo (ecocardiografia com Doppler) em via de saida do
ventriculo direito, esquerdo e em veias pulmonares — determinagédo da
“integral velocidade-tempo” — VTI27:31;

Estimacéo da razéo entre a magnitude do fluxo sanguineo pulmonar e

do sistémico — Qp/Qs?8;
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A primeira avaliacdo ecocardiografica foi realizada em duas
condicbes, sendo os dados obtidos sempre pelo mesmo examinador. ApGs o
registro de dados na “condicdo basal”’, oxigénio foi administrado através de
cateter nasal, assegurando-se concentracdo no ar inspirado ao redor de 40%.
Transcorridos dez minutos sob uso de oxigénio, os dados quantitativos

mencionados acima foram novamente registrados com a “segunda condigao”.

3.8 Cateterismo cardiaco

O cateterismo pré-operatorio, em nossa Instituicdo, e de acordo com
consensos  internacionais®*38%° ¢ indicado como complementagdo
indispensavel da avaliacdo diagnostica para pacientes caracterizados como
Grupo 1. O cateterismo é realizado sob anestesia geral e intubacéo orotraqueal
com suporte ventilatério, mantendo-se as condi¢cdes metabdlicas respiratérias e
hemodindmicas o mais proximo possivel das fisiolégicas. O exame é realizado
em duas condi¢cles, a saber, primeira sob uso de oxigénio em concentracao
correspondente ao ar ambiente (21%) e a segunda com teste de
vasorreatividade pulmonar (6xido nitrico inalado, na concentracdo de 40 ppm
por dez minutos). Em cada uma das condi¢cdes, foram computados o0s
seguintes dados:

e Pressbes em camaras cardiacas direitas e esquerdas, circulacéo
pulmonar e sistémica,;
e Fluxo sanguineo pulmonar e sistémico determinados pelo método de

Fick indireto e indexados para a superficie corpérea (Qpi e Qsi);
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e Resisténcia vascular pulmonar e sistémica indexadas para a superficie
corpérea (RVPi e RVSI);
e Razao entre os fluxos pulmonar e sistémico (Qp/Qs);

e Razdao entre resisténcias vasculares pulmonar e sistémica (RVP/RVS).

3.9 Tratamento medicamentoso pré-operatdrio e medidas de seguranca

Conforme intencdo prévia registrada em Clinical Trials
(NCT01548950), todos os pacientes do Grupo 1, apds o cateterismo cardiaco,
e anteriormente a decisdo final quanto ao encaminhamento a cirurgia,
passaram a fazer uso de inibidores de fosfodiesterase 5 (sildenafila) por via
oral. A administracdo foi iniciada apds avaliacdo oftalmologica (fundoscopia)
recomendada a pacientes candidatos a este tipo de tratamento. A sildenafila foi
administrada na dose inicial de 1 mg/kg/dia, quatro tomadas diarias, em
intervalos de seis horas, até uma dose maxima de 5 mg/kg/dia. Foram
realizados aumentos na dose diaria, a partir da dose inicial, até a verificacdo de
uma das seguintes situacdes:

1. Obtencdo de efeito (vasodilatacdo pulmonar), sendo desnecessarios
aumentos posteriores;

2. Reducdo da presséo sistémica de 10% em relacdo ao nivel inicial,
indicando necessidade de diminuicao da dose;

3. Aparecimento de outros efeitos sistémicos adversos ou indesejaveis,

requerendo suspensao da medicacao.
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O aumento das doses diarias foi realizado como segue. Até a dose
de 3 mg/kg/dia, aproximadamente a cada 72 horas. A partir desta dose, com
intervalos de pelo menos uma semana para a verificacdo de possivel resposta.
Atingida a dose maxima possivel para um determinado caso sem efeito
aparente, foi observado periodo de aproximadamente oito semanas para a
caracterizacdo de auséncia de resposta. A caracterizacdo de resposta ao
tratamento medicamentoso foi verificada por observacdo clinica, medidas
oximétricas e ecocardiograficas:

1. Aumento do grau de congestdo pulmonar (dispneia e sinais
radiogréaficos), corroborado pela necessidade de medicacédo diurética ou
seu incremento;

2. Elevacao da saturacao periférica de oxigénio;

3. Aumento em variaveis ecocardiograficas relacionadas com o fluxo

pulmonar: VTI aferido em veias pulmonares e razdo Qp/Qs.

3.10 Determinac@es laboratoriais

Coletas visando a determinacdo de mediadores de inflamacéo foram
realizadas em todos o0s pacientes na situacdo basal, previamente ao
tratamento operatério. Em pacientes caracterizados como “Grupo 17, uma
segunda amostra foi obtida ao ser atingida estabilidade com a dose maxima de
sildenafila. A obtencdo desta amostra foi, portanto, também prévia ao
tratamento cirargico.

Sangue venoso periférico (5 mL) foi coletado, sendo obtidas

aliguotas de soro, que foram estocadas a -80°C até utilizacdo. As
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determinacdes foram feitas com uso de “kit” comercial (Proteome Profiler —
Human Cytokine Array Panel A) de procedéncia R&D Systems, Minneapolis,
MN, EUA. Todas as amostras foram processadas em duplicatas. Para cada
citocina (representadas no Quadro 1), a média das intensidades dos sinais de
qguimioluminescéncia (duplicata) foi normalizada levando-se em conta padrdes
internos do ensaio, sendo entdo expressa como resultado final (densidade de
“pixels”). A Figura 2 mostra uma analise representativa de algumas citocinas e
moléculas relacionadas, identificadas por quimioluminescéncia. Mediante
consentimento, amostras de sangue venoso periférico foram também obtidas
de individuos sadios na faixa etaria pediatrica, em idade tdo proxima quanto
possivel a dos pacientes, tendo sido submetidas aos mesmos procedimentos
laboratoriais, os resultados (mediadores inflamatoérios) sdo apresentados como

grupo controle.
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Quadro 1. Quadro indicativo das proteinas incluidas no presente estudo

C5/Cba IL-1B IL-13 MCP-1
sCD40 Ligand IL-1ra IL-16 MIF
G-CSF IL-2 IL-17 MIP-1a
GM-CSF IL-4 IL-17E MIP-1p3
GROa IL-5 IL-23 Serpin E1
[-309 IL-6 IL-27 RANTES
sICAM-1 IL-8 IL-32a SDF-1
IFN-y IL-10 IP-10 TNF-a
IL-1a IL-12p70 I-TAC STREM-1

Abreviaturas: com excegao das “IL” (interleucinas), as citocinas envolvidas no estudo
sdo apresentadas conforme a denominacao em lingua inglesa.

C5/C5a: Complement component 5/5a; sCD40L: Soluble CD40 ligand; G-CSF:
Granulocyte-colony stimulating factor; GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor; GROa: Growth-related oncogene alpha; 1-309: Human CC
chemokine 1-309; sICAM-1: Soluble intercellular adhesion molecule 1; IFN-y: Interferon
gamma; IP-10: Interferon gamma-induced protein 10; I-TAC: Interferon-inducible T-cell
alpha chemoattractant; MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1; MIF: Macrophage
migration inhibitory fator; MIP-1a: Macrophage inflammatory protein 1 alpha; MIP-1:
Macrophage inflammatory protein 1 beta; Serpin E1l: Serine protease inhibitor E1;
RANTES: Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted; SDF-1:
Stromal cell-derived factor 1; TNF- a: Tumor necrosis factor alpha; STREM-1: Soluble
triggering receptor expressed on myeloid cells 1.
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C5/C5a sCD40L GROa sICAM-1

RANTES | IL-1ra IL-16 MIF IL-17E SerpinEl

Controles positivos

Figura 2.

‘Dot blot” representando a analise de citocinas séricas e moléculas
relacionadas com uso de anticorpos especificos e identificacdo por
guimioluminescéncia. Estdo representadas, em duplicada, 11 das
proteinas analisadas no estudo. Nas extremidades direita e esquerda,
controles (padrbes) positivos do ensaio. O nivel de saturagdo observado
na figura é diferente daquele empregado para andlise das proteinas.
Abreviaturas: C5/C5a: Complement component 5/5a; sCD40L: Soluble
CD40 ligand; GROa: Growth-related oncogene alpha; sICAM-1: Soluble
intercellular adhesion molecule 1; RANTES: Regulated on activation,
normal T cell expressed and secreted; IP-10: Interferon gamma-induced
protein 10; IL-1ra: interleukin-1 receptor antagonist; IL-16: interleucina 16;
MIF: Macrophage migration inhibitory fator; IL-17E: interleucina 17E;
SerpinEl: Serine protease inhibitor E1.
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3.11 Procedimentos intra-operatorios

Avaliacdo da dificuldade na saida de circulacdo extracorporea
(CEC):
e Administracdo de Oxido nitrico inalado na saida de CEC, sempre que

necessario.

Biopsia pulmonar intra-operatéria:
e Coleta com pulméao insulflado;
e Fixacao por 24 horas em formalina;
e Processamento histologico de rotina;
e Coloracdo com Hematoxilina-eosina e método de Miller para fibras
elasticas;
e Gradacdo das alteragbes vasculares segundo a classificacdo proposta

por Heath e Edwards para cardiopatias congénitas?°.

3.12 Evolucédo pés-operatéria imediata

Dados deste periodo foram coletados e analisados para ambos 0s
grupos 1 e 2, incluindo eventos relacionados aos transtornos da circulacao
pulmonar. Registros foram feitos das seguintes variaveis obtidas no periodo de
pés-operatorio: a) instabilidade vascular pulmonar (queda na saturacao
periférica de oxigénio e eventual instabilidade hemodinamica); b) uso de 6xido
nitrico; c) uso de sildenafila; d) ébito.

A sildenafila foi readministrada, por via enteral, a partir da quarta

hora apés o término da circulacdo extracorporea. A dose utilizada no pos-
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operatorio, na maioria dos casos, foi de 1 a 2 mg/kg/dia, ajustada para as
condi¢ces de cada paciente e em associacdo com a medicacao anticongestiva,
quando necessaria. Esta rotina foi padronizada para todos os pacientes do
Grupo 1. Os pacientes do Grupo 2 utilizaram a sildenafila somente quando
considerado necessario diante de sua evolucéo clinica. O uso do 6xido nitrico
nao foi estabelecido como rotina. O uso tanto no centro cirdrgico, quanto na
unidade de terapia intensiva, ficou a critério da equipe responsavel ou foi

relacionado a ocorréncia de periodos de instabilidade circulatoria e oximétrica.

3.13 Procedimentos estatisticos

Os resultados referentes a variaveis categoricas sdo apresentados
como numero absoluto, porcentagem e proporcdo. As variaveis numeéricas
foram testadas em relagédo a aderéncia a distribuicdo normal. A maior parte dos
resultados é apresentada como mediana e percentis 25 e 75. Em algumas
situacdes, variaveis com distribuicdo aceita como normal sdo apresentadas
como média e erro padrao. Comparacdes envolvendo diferentes grupos foram
feitas com uso do teste de Mann-Whitney, teste Qui-Quadrado ou razdo de
verossimilhanga. Diferencas envolvendo mais de dois grupos foram testadas
mediante andlise de variancia, ou na eventualidade de existéncia de
covariaveis relevantes, analise de covariancia. Em ambas as situacdes, os
resultados apresentados correspondem a testes post hoc para comparacdes
multiplas. Correlagdes, no estudo, foram testadas mediante obtencdo do

coeficiente de correlagdo de Pearson ou coeficiente de correlacdo de

Spearman. As andlises de regressao foram efetuadas mediante obtengédo do
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coeficiente de determinacdo (R?). As diferencas entre situaces distintas
envolvendo o mesmo individuo foram testadas com uso do teste “t” de Student
(para observacdes emparelhadas) ou do teste de Wilcoxon. Em todos os

procedimentos, adotou-se 0,05 como nivel de significancia.



4. RESULTADOS
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4.1 Dados descritivos dos pacientes e grupos do estudo

4.1.1 Andlise geral dos pacientes

Foram incluidos no estudo 47 pacientes com idade de dois a 37
meses (mediana, 10 meses). A proporcdo entre géneros foi 18:29
(masculino:feminino), e entre portadores e ndo portadores da sindrome de
Down, 32:15, respectivamente. A saturacao periférica de oxigénio foi de 86% a
99% (mediana, 96%). Todos eram portadores de comunicacfes intra ou extra
cardiacas consideradas néo restritivas, com razao entre os fluxos pulmonar e
sistémico (Qp/Qs, obtido pela ecocardiografia) de 0,7 a 5,9 (mediana, 2,5). A
pressdo meédia em artéria pulmonar também estimada por ecocardiografia
transtoracica (realizada afericdo com curvas de amplitude adequadas em 22
pacientes) foi de 26 a 70 mmHg (mediana, 43 mmHg).

Controles pediatricos sadios (n=13) foram incluidos no estudo
visando exclusivamente a analise dos mediadores de inflamacdo. Estes
individuos tiveram idade de 10,3 a 38,4 meses (mediana e percentis 25-75,
23,4 (14,6-28,3) meses). A proporcado entre géneros masculino e feminino foi
de 2:11. Cinco deles eram portadores de sindrome de Down, sem qualquer

cardiopatia.

4.1.2 Andlise dos pacientes de acordo com 0s grupos no estudo

Em conformidade com os critérios previamente estabelecidos, 16 e
31 pacientes foram classificados como Grupo 1 e Grupo 2, respectivamente.

Os dados demograficos, diagnosticos e funcionais correspondentes a ambos
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0S grupos encontram-se dispostos na Tabela 2. Os grupos nao diferiram em
relacdo aos géneros, aos tipos de anomalias cardiacas (defeitos pré e poés-
tricuspideos, defeito septal atrioventricular e anomalias conotruncais), nem em
termos de proporcao de individuos com sindrome de Down.

Pacientes do Grupo 1 apresentaram idade superior em relacdo ao
Grupo 2 (p=0,009) e menor nivel de saturacao periférica de oxigénio (p=0,011).
Observou-se também, neste grupo, fluxo pulmonar reduzido em relacdo ao
Grupo 2 (32% abaixo pela razdo Qp/Qs, p=0,008). Ainda em relacdo a analise
ecocardiografica, a avaliacdo do fluxo venoso pulmonar através da integral da
velocidade-tempo (VTI) mostrou valores mais baixos no Grupo 1, no limite de
significancia estatistica (p=0,059) e pressdao arterial pulmonar média
ligeiramente superior, sendo a diferenca nao significante (p=0,338). Individuos
portadores da sindrome de Down (ambos 0s grupos) apresentaram valores
para a variavel Qp/Qs ligeiramente inferiores comparativamente aos nhao
sindrdmicos (respectivamente, 2,40 (1,70-2,88) e 2,60 (2,13-4,23), sendo a
diferenca nao significante (p=0,115). Em relacédo a variavel VTlvp, os valores,
respectivamente, foram 22,1 cm (19,1-25,0) e 22,5 cm (19,0-25,3) (p=0,632).
Como ja explicitado anteriormente, apenas o0s pacientes do Grupo 1 foram
submetidos ao cateterismo cardiaco. A pressao arterial pulmonar média obtida
por esse método também se mostrou elevada, com mediana de 52 mmHg (43-
66 mmHg), e a razdo Qp/Qs semelhante ao encontrado pela ecocardiografia,
com mediana de 1,7 (1,2-2,6). Corroborando os dados anteriores que
permitiram a caracterizagdo como Grupo 1, a RVP apresentou niveis elevados,

com mediana de 5,2 unidades Wood x m? (4,2-8,9 U x m?2).
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Tabela 2. Apresentacdo de dados demograficos, diagndésticos e funcionais de
acordo com o0s grupos do estudo: Grupo 1, hiper-resisténcia, e

Grupo 2, hiperfluxo pulmonar com congestao.

Variaveis

Grupo 1 (n=16) Grupo 2 (n=31) Valor p
Idade (meses) 13,5 (9,1 — 29,7) 8,5 (5,1 —12,2) 0,009(%)
Género (masculino:feminino) 5:11 13:18 0,691(1)
Sindrome de Down, n (%) 11 (69) 21 (68) 0,999(1)
Peso (Kg) 6,45 (5,40 — 10,40) 6,10 (4,70 — 7,10) 0,141(%)
Saturacdao periférica de oxigénio (%) 93 (89 — 96) 96 (95 —-98) 0,011(*)
Diagnostico
A - defeitos pré-tricuspideos 1 (6%) 1 (3%)
B - defeitos pds-tricuspideos 7 (44%) 17 (55%)
0,451(F)
C - defeito septal AV 7 (44%) 13 (42%)
D - anomalias conotruncais 1 (6%) 0 (0%)
Ecocardiografia
Pressao arterial pulmonar média 43 (40 — 54) 41 (31 -52) 0,338(*)
(mmHg) (8)
Razao fluxo sanguineo pulmonar / 1,9(1,3-2,6) 2,8(2,3-3,3) 0,008(*)
fluxo sistémico
Integral velocidade-tempo do fluxo 21,4 (15,9 - 23,3) 22,6 (20,2 — 26,0) 0,059(*)

em veias pulmonares (cm)
Cateterismo cardiaco

Pressao arterial pulmonar média
(mmHg)

Pressao arterial sistémica média
(mmHg)

indice de fluxo sanguineo
pulmonar (L/min/m?2)

Razao fluxo sanguineo pulmonar /
fluxo sistémico

indice de resisténcia vascular
pulmonar (U x m?)

Razao resisténcia vascular
pulmonar / resisténcia sistémica

52 (43 — 66)

63 (56 — 73)

6,6 (4,8-17,7)

1,7 (1,2 - 2,6)

5,2 (4,2 — 8,9)

0,42 (0,28 — 0,65)

Resultados das variaveis numéricas expressos em mediana e percentis 25 e 75.

(*) Teste de Mann-Whitney
(1) Teste Qui-Quadrado
(¥) Razao de verossimilhanca

(8) Obtida em 10 pacientes do Grupo 1 e 12 individuos do Grupo 2.

Categorias diagnosticas: A, comunicagdes pré-tricuspideas;

B,

comunicagdes poés-tricuspideas

eventualmente associadas a pré-tricuspideas, exceto defeito septal atrioventricular; C, defeito septal

atrioventricular; D, anomalias conotruncais.
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4.2 Andlise inferencial

4.2.1 Mediadores de inflamacédo em todos os pacientes, sem distin¢céo de

grupos, em relacéo a fatores de gravidade da hipertensédo pulmonar

Trinta e seis proteinas foram analisadas por teste imunoenzimatico,
com coeficientes de variacdo intra e inter-ensaios de 3,7% e 2,0%
respectivamente. Resultados relevantes, com implicacbes em relacdo a
variaveis clinicas, hemodinamicas e histolégicas foram obtidos para 15
proteinas. Resultados relativos a 19 substancias ndo mostraram associacfes
com tais variaveis. Sinais foram considerados inferiores ao nivel minimo de
deteccao para as interleucinas 27 e 32a.

Quando os pacientes foram analisados como um todo (n=47), houve
associacdes significantes entre mediadores inflamatérios e a idade, assim
como variaveis ecocardiogréficas relacionadas a magnitude do fluxo sanguineo
pulmonar. Estas associagcdes encontram-se demonstradas na Tabela 3.
Através da analise da tabela, constata-se que a excecdo de IL-10, todas as
correlagdes envolvendo fluxo pulmonar foram negativas. Em outras palavras,
nas associacdes significantes, o nivel sérico das proteinas foi inversamente
relacionado ao fluxo pulmonar. Nao foram feitas tentativas de se examinar
correlagbes entre todas estas proteinas e variaveis do cateterismo cardiaco,
em vista do numero relativamente pequeno de pacientes cateterizados frente a
dispersdo dos valores para alguns marcadores. Preferiu-se, neste caso,
investigar possiveis associagbes com o uso de medidas ecocardiograficas,
disponiveis em todos os casos. Algumas correlacbes mostraram-se relevantes

sob o ponto de vista fisiopatolégico, como a relacdo negativa da quimiocina
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SDF-1 com a variavel VTI (fluxo) aferida em veias pulmonares (rs= -0,41,
p=0,004). O papel de SDF-1 no remodelamento vascular ja € bem
estabelecido®.

A relacdo inversa entre o nivel sérico de IL-16 e a magnitude do
fluxo em veias pulmonares (variavel VTI), demonstrada na Tabela 3, encontra-
se pormenorizada na Figura 3. Em ambos os graficos da figura, os 13
pacientes submetidos a bidpsia pulmonar durante a operacdo cardiaca, estao
identificados segundo o grau das alteracfes vasculares observadas. Na Figura
3-A, observa-se que praticamente ndo houve dados de biopsia disponiveis
para analise em pacientes com fluxo pulmonar aumentado (por exemplo, VTlvp
acima de 25 cm), o que de certa forma, limita a visibilizacdo das relacdes entre
IL-16, VTIve e grau de alteracdes histologicas. Isto se deve ao fato de que a
maioria dos pacientes submetidos a biopsia pulmonar pertencia ao Grupo 1,
com fluxo pulmonar restrito. Por outro lado, a Figura 3-B mostra, para o
reduzido numero de 13 pacientes biopsiados, resultados quanto a
determinacdo da interleucina-16, um fator de quimiotaxia para linfécitos®?,
apresentando niveis superiores nos pacientes com lesbes vasculares

pulmonares consideradas mais avancadas.
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Tabela 3. Niveis séricos de mediadores de inflamac&o em relacéo a idade e a

variaveis ecocardiogréficas que refletem a magnitude do fluxo
sanguineo pulmonar

Idade Qp/Qs VTlvp
rs =-0,47 rs = 0,26 rs = 0,04
GROa«
=<0,001 p =0,081 p=0,772
1-309 rs =0,17 rs =-0,12 rs =-0,29
p=0,245 p=0,432 p = 0,048
EN rs =0,16 rs =-0,33 rs =-0,24
! 0= 0,270 p = 0,027 0 = 0,008
IL-16 rs=0,11 rs =-0,14 rs=-0,34
p=0,464 p = 0,350 p=0,018
IL-13 r=0,33 r=0,17 r=0,19
p =0,022 p=0,261 p=0,210
IL23 rs=0,11 rs =-0,37 rs =-0,23
p=0,476 p=0,011 p=0,111
rs =044 rs =-0,10 rs =-0,11
IL-17E
p = 0,002 p=0,518 p=0,474
IL-10 rs =-0,12 rs=0,35 rs =-0,18
p=0,413 = 0,018 p = 0,234
rs = -0,09 rs =-0,18 rs =-0,29
MIP-14 =
p=0,538 p=0,224 = 0,049
rs =0,16 rs = 0,04 rs=-0,41
SDF-1
p =0,270 p=0,783 p = 0,004
rs =0,22 rs =-0,17 rs =-0,35
SsTREM-1
p=0,137 p=0,262 p = 0,015

Correlag¢des analisadas em 47 pacientes com uso do coeficiente de Pearson (r) ou coeficiente de
Spearman (rs). Destacadas estdo as correlagdes significantes.

Qp/Qs: razéo fluxo sanguineo pulmonar / fluxo sistémico.

VTlve: integral velocidade-tempo relacionada ao fluxo sanguineo em veias pulmonares.
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Relacdo da interleucina 16 (IL-16) sérica com dados ecocardiogréaficos e
de bidpsia pulmonar. A: No grupo de pacientes como um todo (n=47),
observa-se relacdo inversa entre a concentracdo de IL-16 e a variavel
VTlve, representando a magnitude do fluxo em veias pulmonares (integral
velocidade-tempo). B: Niveis de IL-16 segundo a gravidade das lesfes
vasculares pulmonares (classificacdo proposta por Heath-Edwards, 1958),
em 13 pacientes nos quais foi possivel a realizacao da bidpsia pulmonar.
Em A e B, a identificacdo dos 13 pacientes, por cores, segue 0 mesmo
padrdo. Em B, os resultados sdo expressos como média geométrica e
intervalo de confianca (I.C. 95%) da mesma, sendo a diferenca avaliada
pelo teste de Mann-Whitney.
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Pormenores em relacdo a associacdo entre idade e niveis
circulantes de IL-17E e das quimiocinas GROa e MIF sdo apresentados na
Figura 4. No estudo, a idade foi considerada como um indice de potencial
gravidade em termos de vasculopatia pulmonar, conforme demonstrado e
reconhecido em publicagGes anteriores?>?6. Niveis elevados de GROa foram
observados em pacientes de ambos 0s grupos nos primeiros meses de vida,
com subsequente declinio exponencial (Figura 4-A). Ressalva feita ao fato de
nao haver controles com idade inferior a 10 meses, tal relacdo nao foi
observada, neste grupo, com significancia estatistica (Figura 4-B). A
guimiocina GROa tem envolvimento central na angiogénese induzida por
trombina em tumores, sendo inicialmente relacionada a crescimento tumoral
em melanoma3?®, Os graficos correspondentes a Figura 4-C e 4-D mostram a
relacdo inversa entre a idade e os niveis da quimiocina MIF. Observou-se que
tal relacéo foi significante apenas em pacientes do Grupo 1, ndo tendo sido
verificada no Grupo 2 nem nos controles. A quimiocina MIF tem sido
relacionada ao crescimento de células musculares lisas vasculares no
pulmédo*®®, um fendtipo frequentemente observado em lactentes com
hipertensdo pulmonar nos primeiros meses de vida. A Figura 4-E mostra a
relacéo direta entre idade e niveis séricos de IL-17E, significante para o Grupo
1 e limitrofe para o Grupo 2. Semelhantemente ao que foi dito para GROa e
MIF, tal relagdo com a idade néo foi observada no grupo controle (Figura 4-F).

As relacdes diretas entre idade, resisténcia vascular pulmonar e
niveis circulantes de IL-17E também podem ser observadas através dos

graficos expostos na Figura 5, onde encontram-se representados apenas 0S
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pacientes do Grupo 1, para os quais dados de cateterismo cardiaco estavam
disponiveis. A IL-17E, também designada por IL-25, € uma citocina relacionada
a resposta imune do tipo Th2, e ndo Th1l7 como se poderia imaginar®. Seu
possivel envolvimento na hipertensdo pulmonar pode entdo ser cogitado, de
maneira especulativa, a partir da participacdo de mecanismos de resposta Th2
claramente demonstrados em remodelamento vascular induzido em modelos

animais®’.
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Figura 4. Niveis séricos das quimiocina GROa e MIF, e da interleucina 17E (IL-17E)
em funcéo da idade. Em A, C e E estédo representados pacientes segundo
0s grupos considerados no estudo. Em B, D e F estdo os controles
pediatricos. A idade influenciou de maneira direta o nivel de IL-17E em
ambos os grupos e de maneira inversa a concentracdo de GROa. Houve
ainda relagdo inversa significante entre a idade e o nivel sérico da
qguimiocina MIF, mas apenas nos individuos do Grupo 1. A concentragdo de
IL-17E foi analisada apos transformacéao logaritmica (Ln).
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Figura 5. Interleucina 17E (IL-17E) sérica em funcdo de variaveis relacionadas a

gravidade das alteracBes vasculares pulmonares. A analise foi feita em 16
pacientes do Grupo 1, que foram submetidas a cateterismo cardiaco. Em
A, influéncia da idade sobre a resisténcia vascular pulmonar, expressa
como razdo em relacdo a resisténcia sistémica (RVP/RVS). Em B e C,
influéncia direta da idade e da resisténcia vascular pulmonar sobre a
concentracdo de IL-17E. O nivel de IL-17E foi analisado apos
transformacéo logaritmica (Ln).
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4.2.2 Mediadores de inflamagcdo segundo o0s grupos clinicos

considerados no estudo

Com relacdo aos niveis séricos de mediadores inflamatorios
comparativamente nos grupos de risco considerados no estudo, duas
guimiocinas apareceram com destaque, a saber, MIF e RANTES. Enquanto os
niveis de MIF predominaram no Grupo 1, RANTES apresentou-se com maior
concentracdo no Grupo 2 (Figura 6, A e B, respectivamente). A diferenca entre
0S grupos com relacdo a concentracdo da proteina MIF esta também ilustrada
na Figura 7. Observacéo curiosa foi a relacdo inversa entre o nivel sérico da
quimiocina MIF e a idade dos pacientes, sobretudo no Grupo 1 (r= -0,72,
p=0,002). O fato tornou imperativo o emprego da analise de covariancia para o
estudo da diferenca entre grupos. Imaginando-se um papel fisiopatolégico
desta quimiocina no contexto estudado (por exemplo, induzindo a proliferacéao
de células musculares lisas vasculares), pode-se admitir que sua a¢ado seja
predominante nos primeiros meses de vida, em vista deste achado.

Outra preocupacdo, no estudo, foi a de verificar como estas
diferencas se apresentariam especificamente nos pacientes com sindrome de
Down. Esta preocupacao foi fundada no fato de que a maioria dos pacientes
incluidos apresentava-se com a sindrome e sabe-se que citocinas encontram-
se alteradas em portadores da sindrome de Down®64 A andlise das
concentracbes das quimiocinas MIF e RANTES, especificamente nos
portadores da sindrome de Down (controles e pacientes segundo 0s grupos do
estudo), esta ilustrada na Figura 6, C e D, respectivamente. O comportamento

foi semelhante, com predominio de MIF no Grupo 1 e de RANTES no Grupo 2.
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Assim sendo, foi importante observar pacientes portadores da sindrome de

Down, até entdo considerada como um fator de risco para o desenvolvimento

precoce de vasculopatia pulmonar, apresentando-se sem evidéncia clinica de

resisténcia vascular pulmonar criticamente alterada, e com niveis séricos mais

elevados da proteina RANTES. Estes achados permitem que se questione as

generaliza¢cBes correntes a respeito da vasculopatia pulmonar na sindrome.

A
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MIF
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Figura 6.
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Niveis séricos das quimiocinas MIF e RANTES segundo 0s grupos
considerados no estudo. Em A e B, estdo representados todos os
pacientes do estudo (n=47), assim distribuidos: Grupo 1, n=16; Grupo 2,
n=31; controles pediatricos, n=13. Em C e D, estdo apenas os portadores
da sindrome de Down (n=32), assim distribuidos: Grupol, n=11; Grupo 2,
n=21; controles com sindrome de Down, n=5. Os dados estdo expressos
como média e erro padrdo. A proteina MIF foi analisada tomando-se a
idade como covariavel, dada a influéncia da mesma. Os valores de “p”
correspondem a testes de comparacbes multiplas, apds aplicacdo de

andlise de variancia (RANTES) ou andlise de covariancia (MIF).
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Figura 7. “Dot blots” representativos da analise da quimiocina MIF nos grupos do
estudo. A e B, respectivamente, pacientes do Grupo 1 e Grupo 2. Em C,
controle pediatrico. Observa-se aumento importante na densidade da
quimiocina MIF no paciente do Grupo 1 em relacdo aos demais. Outras
proteinas estudadas estdo também identificadas.

4.2.3 Administracdo pré-operatoria de sildenafila e seus efeitos sobre

variaveis clinicas e nivel de mediadores inflamatérios

Os pacientes do Grupo 1 receberam sildenafila por oito a 70 dias
(mediana, 25 dias). A dose maxima atingida por paciente variou de 1,5 a 5,0
mg/Kg/dia (mediana, 3,0 mg/Kg/dia), ndo havendo registros de efeitos
adversos. Treze dos 16 pacientes expostos ao farmaco apresentaram
alteracfes clinicas (acentuacdo da dispneia, necessidade de introdugdo ou
aumento na medicacao diurética, elevacdo da saturacdo periférica de oxigénio)
ou ecocardiogréficas (incremento nas variaveis Qp/Qs e/ou VTl em veias

pulmonares), consideradas compativeis com vasodilatagdo pulmonar efetiva.
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Todos os 13 pacientes foram imediatamente encaminhados para o tratamento
cirdrgico dos defeitos cardiacos. Em trés pacientes, tais alteracfes ndo foram
observadas. Eles foram considerados casos nao apropriados para o tratamento
cirdrgico seguro, uma vez que persistiram sinais sugestivos de resisténcia
vascular pulmonar elevada. Todos os 31 pacientes do Grupo 2 foram
encaminhados para a correcao cirargica da anomalia cardiaca.

Os efeitos do uso pré-operatorio da sildenafila em pacientes do
Grupo 1 encontram-se resumidos na Figura 8. Com relacdo a variaveis
ecocardiograficas relacionadas ao fluxo pulmonar, houve aumento na razao
Qp/Qs na maioria dos pacientes (Figura 8-A). Este evento ocorreu
paralelamente ao aumento da intensidade da dispneia em alguns casos, com
necessidade de introducdo ou incremento na dose de diuréticos. Apesar disto,
houve elevacdo significante no nivel de saturacdo periférica de oxigénio
(Figura 8-B). Tais alteracbes hemodinamicas e oximétricas foram
acompanhadas de reducdo no nivel sérico de IL-6 quando todos os 16
pacientes foram analisados em conjunto (Figura 8-C). Entre todas as demais
citocinas analisadas, alteracédo foi observada apenas com relacédo ao nivel de
ICAM-1 soltvel, mas dependente de modificacbes na magnitude de fluxo
pulmonar estimado pela ecocardiografia. Pacientes com incremento superior a
10% na razdo Qp/Qs (n=10) apresentaram decréscimo significante no nivel de
SICAM-1 (Figura 8-D). Esta observacao nao se reproduziu entre aqueles (n=6)
sem o correspondente incremento em Qp/Qs (Figura 8-E). Nenhuma outra
modificacdo significante foi observada com respeito aos niveis de mediadores

inflamatorios.
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Efeitos da administracdo pré-operatdéria de sildenafila sobre variaveis
clinicas e bioquimicas. Em A e B, incremento do fluxo pulmonar em
relagdo ao sistémico (razdo Qp/Qs) e da saturacdo periférica de oxigénio,
no conjunto dos 16 pacientes avaliados, embora com situa¢fes individuais
onde este aumento ndo se deu. Em C, reducdo do nivel sérico de
interleucina 6 (IL-6) na maioria dos individuos tratados. Em D e E,
modificacdo do nivel sérico da molécula de adeséo intercelular-1 (soluvel,
sICAM-1), respectivamente nos subgrupos de individuos com (n=10) e
sem (n=6) incremento do fluxo pulmonar (Qp/Qs), estimado através da
ecocardiografia. Os resultados para sICAM-1 s&do expressos em meédia e
erro padrdo, sendo as diferencas avaliadas pelo teste “t” (observagdes
emparelhadas). Para as demais variaveis, os resultados sdo expressos
como mediana e percentis 25 e 75, sendo as diferencas avaliadas pelo
teste de Wilcoxon.
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O presente estudo procurou demonstrar que em pacientes
pediatricos, notadamente aqueles com “shunts” cardiacos congénitos,
alteracbes em mediadores ditos de inflamacdo ocorrem ndo apenas por
doencas de carater infeccioso ou inflamatério sistémico, mas também em
decorréncia de alteragcdes hemodinamicas. Modificacdes em niveis circulantes
de certas citocinas ja sao conhecidas, por exemplo, como parte do quadro
fisiopatol6gico geral da insuficiéncia cardiaca® 0. Entretanto, dados sobre
essas alteracbes em cardiopatias congénitas ainda sao relativamente
escassos. Para o estudo desta relacdo, foi necesséario, em primeiro lugar,
caracterizar situacdes hemodinamicas distintas a partir de variaveis clinicas. O
método que mais auxiliou neste sentido foi a ecocardiografia, através da
estimacdo da relacdo entre os fluxos sanguineos (Qp/Qs) e da andlise do
retorno venoso pulmonar (VTIvp). Isto porque estas determinacdes foram feitas
em todos os pacientes. Seria dificil justificar a realizacdo do cateterismo
cardiaco em pacientes com caracteristicas clinicas de Grupo 2. Sob o ponto de
vista assistencial, estes pacientes sdo rotineiramente encaminhados ao
tratamento cirdrgico com base em avaliacdo ndo invasiva somente. Nenhum
dado ecocardiografico numérico foi utilizado na classificacdo dos pacientes
(composi¢gdo dos grupos). Desta forma, as variaveis que expressam fluxo
(Qp/Qs e VTIvp), obtidas posteriormente, foram importantes na constatacao de
gue os Grupos 1 e 2, clinicamente caracterizados, eram de fato,
hemodinamicamente distintos. A utilidade de parametros ecocardiograficos na
estimacéo de dados hemodinamicos tem sido demonstrada®®°1°¢, Ressalte-se,
entretanto, que as medidas néo invasiva e invasiva hdo sao necessariamente

comparaveis, uma vez que sao obtidas em condicbes absolutamente
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diferentes. Por esta razdo, no presente estudo, ndo se procedeu a andlise
comparativa entre dados ecocardiograficos e de cateterismo cardiaco.

Com relacdo aos mediadores de inflamacé&o investigados no estudo,
analisando inicialmente os pacientes como um todo, sem considerar 0S grupos,
observou-se que a maior parte das relacdes significantes com variaveis que
expressam a condicdo hemodinamica foram inversas (Tabela 3, excecéao feita
a interleucina 10). Isto significa que de modo geral, houve correspondéncia
entre concentracdes séricas das proteinas e niveis mais altos de resisténcia
vascular pulmonar presumidos a partir de menores valores para variaveis de
fluxo. Observa-se ainda, pela analise da Tabela 3, que ndo houve
correspondéncia, em termos de significAncia estatistica, entre os resultados
obtidos com uso das variaveis Qp/Qs e VTlvp. Em outras palavras, ndo houve
associacoes significantes com ambas as variaveis. Acreditamos que isto possa
ter ocorrido em funcdo do numero relativamente pequeno de pacientes, em
correlagbes onde ndo se espera encontrar coeficientes de magnitude
expressiva. Observa-se por outro lado, que em oito das 11 associacfes
significantes, o sinal do coeficiente foi 0 mesmo para ambos os parametros
(Qp/Qs e VTIvp). Alguns dos achados expostos na Tabela 3 tem potencial
implicagcdo fisiopatoldgica. Por exemplo, além de representar um fator de
guimiotaxia para linfécitos’>72, a IL-16 (assim como seu receptor CD4) é
expressa em células musculares lisas vasculares. A sinalizagdo a partir desta
citocina € capaz de induzir a expansao de células musculares lisas via
P38MAPK/Sp-1/MMP-9 de forma dependente de p21 WAF173. Por este motivo,
a via tem sido cogitada como alvo potencial para intervencdes terapéuticas. A

relacdo entre niveis de IL-16 e parametros de gravidade potencial da doenca
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no presente estudo, também pode ser apreciada pela analise da Figura 3. A
partir ainda da Tabela 3, observa-se a relacéo direta entre niveis de IL-10 e a
magnitude do fluxo pulmonar através da variavel Qp/Qs. Tal relacdo direta com
o fluxo e presumivelmente inversa com a resisténcia vascular ndo surpreende,
uma vez que em diversas condi¢cdes, a IL-10 cumpre papel desacelerador do
processo inflamatério, em certo sentido, protetor’47>,

Ha um conceito classico de que a idade representa um fator de
progressado das alteracdes vasculares pulmonares em pacientes pediatricos
portadores de comunicacfes entre camaras cardiacas. Com efeito, existe
consenso sobre a necessidade de correcdo precoce sobretudo dos defeitos
nao restritivos, como a melhor forma de se prevenir a evolugcdo das
vasculopatia pulmonar41”19, Estudo classico de Rabinovitch e colaboradores??
mostraram que, a despeito do grau das alteracfes vasculares observadas em
biépsias pulmonares intra-operatorias, pacientes submetidos a correcdo da
anomalia cardiaca antes dos nove meses de idade ficaram isentos de
anormalidades hemodinamicas residuais um ano apos a operacao. Por outro
lado, elevacao persistente da RVP foi observada em individuos tratados apos
os dois anos de idade. Embora haja excecdes a esta regra, como observacées
nao raras de lesGes vasculares pulmonares avancadas observadas
precocemente, o consenso atual continua apontando para a idade (tempo de
evolucdo) como fator de risco. A este respeito, entretanto, ha uma série de
guestdes que ainda necessitam esclarecimento. A idade seria um fator de risco
para 0 aparecimento e expansao de lesbes oclusivas? Seria um fator
determinante do potencial de regressao de lesbes de menor gravidade?

Existiriam fatores capazes de manter as alteragdes vasculares por longo tempo
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em estagios menos avancados caracterizando um fendtipo capaz de se
sustentar até certo ponto? (por exemplo, hipertrofia isolada da camada média
arteriolar).

A idade é um fator de carater bastante geral, que aparece de
imediato a observacédo clinica. Cumpre, entretanto, identificar determinantes
que possam estar “por tras”. O presente estudo fornece algumas relacdes que
podem ter importancia fisiopatologica: proteinas com potencial papel no
remodelamento vascular pulmonar que guardavam relacédo significante com a
idade. Chamamos atencdo para as interleucinas 13 e 17E, e para as
quimiocinas GROa e MIF. No estudo, houve relacdo direta entre os niveis
séricos das interleucinas 13 e 17E e a idade dos pacientes. Estas duas
citocinas sdo expressas como parte da resposta imune do tipo Th2, juntamente
com as interleucinas 4, 5, 9, 10, 21 e 31. Ha paralelismo estreito entre a
resposta Th2 e o desenvolvimento da vasculopatia pulmonar. Em modelo
experimental, com a introduc¢do por via inalatéria de antigenos capazes de
deflagrar resposta imune especifica, o remodelamento vascular pulmonar foi
inibido: a) com uso de anticorpos anti-CD4; b) em camundongos transgénicos
com expressdo defectiva de interleucina 4; ¢) com a utilizacdo de inibidor da
interleucina  13%’. OQutros estudos comprovam, da mesma forma, o
envolvimento da resposta Th2 na fisiopatologia das alteragcdes vasculares
pulmonares’®’’. O presente estudo, embora apenas com marcadores Séricos,
procura identificar esta relagdo em humanos (neste caso, pacientes pediatricos
com cardiopatias congénitas), conforme sugerido por outros autores*.78.79,

Outras relacdes com idade foram encontradas com respeito as

quimiocinas GROa e MIF. No caso da proteina MIF, relacdo inversa com a
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idade foi observada, mas apenas nos pacientes caracterizados como Grupo 1
(Figura 4C, R?=0,52, p=0,002). Com respeito a GROa, relacéo inversa com a
idade foi identificada em ambos os grupos, sendo limitrofe, em termos de
significancia estatistica, em individuos do Grupo 2 (Figura 4A). A quimiocina
GROo (também designada por CXCL1) € uma proteina relacionada a
interleucina 8, sendo que ambas sinalizam através de ligacdo com receptores
CXCRL1 e CXCR2. Foi inicialmente descrita como ligada a crescimento tumoral
em melanoma?®, sobretudo por tratar-se de um fator angiogénico. Em verdade,
a quimiocina GROa é considerada como o mediador do efeito angiogénico da
trombina®. Niveis mais elevados foram observados precocemente no presente
estudo, com decaimento subsequente. Caso esta observacdo tenha
implicacdes fisiopatoldgicas, fato a ser verificado em estudos futuros, a redugéo
progressiva com o incremento da idade poderia representar uma perda do
potencial angiogénico. Sabe-se que o0 desenvolvimento pulmonar,
especificamente a formacdo de novos vasos (ou sua reabsorcdo) tem
importancia comprovada na génese das alteragbes vasculares em pacientes
pediatricos. Individuos acometidos costumam apresentar reducdo no numero
de pequenos vasos intra-acinares em relagdo ao nimero de alvéolos®.82,
Quando os pacientes foram analisados segundo 0s grupos
definidos, diferencas foram encontradas apenas para duas entre todas as
proteinas analisadas, a saber, MIF e RANTES. A proteina MIF nao é
originalmente uma quimiocina, uma vez que n&o compartilha estrutura
(dominios) com estas Ultimas. A proteina € considerada um ligante nao

candnico de receptores para quimiocinas, sendo capaz de sinalizar a partir de
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moléculas do tipo CXCR2 e CXCR48, Além disso, a proteina CD74 forma
complexos com estes receptores, servindo de sitio de ligacdo para MIF84,
Diversas vias de sinalizacdo sdo ativadas subsequentemente, podendo ser
citadas a via das MAPK/ERK quinases, PI3K/Akt, além de outras®. Em células
endoteliais, a sinalizacdo deflagrada pela proteina MIF resulta em inibicdo da
apoptose®. Em células musculares lisas vasculares descreve-se indugdo de
proliferacdo®®. A participacdo de MIF na fisiopatologia da hipertensédo arterial
pulmonar é conhecida, inclusive em humanos®’8, A literatura, entretanto, é
escassa no que diz respeito a populacdo pediatrica, particularmente em
cardiopatias congénitas. O presente estudo trouxe duas verificacfes
importantes. Em primeiro lugar, MIF parece ser uma proteina de atividade
precoce nesta populacdo. Seus niveis mostraram-se altos no primeiro ano de
vida, acima dos encontrados em controles pediatricos, decaindo
subsequentemente.  Entretanto, esta caracteristica foi  observada
especificamente em individuos do Grupo 1 (Figura 4C e D e Figura 6A e C),
gue sao, presumivelmente, agueles com niveis mais elevados de RVP, sendo
esta a segunda observacao importante. Ressalte-se que MIF tem papel central
na imunidade inata, sendo seus niveis dez vezes superiores em recém-
nascidos em comparacdo com criancas e adultos®. Haveria entdo uma
persisténcia deste padrdo em individuos com caracteristicas de Grupo 1? Estes
dados ndo apontam necessariamente para uma relacdo entre MIF e
vasculopatia pulmonar oclusiva em lactentes com cardiopatias congénitas. Ao
contrario, dados mais recentes de nosso grupo, que se encontram em fase de
publicacdo, sugerem relacdo de proximidade entre MIF, espessamento por

vezes acentuado de camada média arteriolar pulmonar e resposta ao Oxido
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nitrico inalado®. Assim sendo, existe a possibilidade de que pelo menos
temporariamente (primeiros meses de vida), MIF esteja relacionado a um
fendtipo essencialmente hipertrofico, em termos de vasculopatia pulmonar, sem
o desenvolvimento (até entdo) de lesdes intimais obstrutivas. Esta hipotese
leva a necessidade de interpretarmos as acdes destas proteinas (citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento) com cuidado. Elas ndo sao
necessariamente indutoras ou protetoras no processo de remodelamento
vascular. Sua acéo pode estar na dependéncia de outros fatores como a idade,
elenco geral de elementos fisiopatologicos (outras citocinas, fatores de
crescimento, composicdo de matriz extracelular, etc.), além de determinantes
genéticos ainda pouco explorados.

A proteina RANTES é um membro da subfamilia CC de quimiocinas,
sendo também designada por CCL5, sinalizando através de receptores CCR1,
CCR3, CCR4 e CCRS5. Esta relacionada a grande numero de condi¢des
fisiopatoldgicas, incluindo inflamacéo, resposta imune, remodelamento arterial
e aterosclerose®91.92. E descrita em tumorigénese, com papel protetor em
varias situacdes®, além de ser considerado marcador de progressdo da
doenca em neoplasia mamaria®*°. No presente estudo, o nivel sérico de
RANTES esteve aumentado especificamente em pacientes do Grupo 2, ou
seja, aqueles com maior fluxo sanguineo pulmonar estimado pela
ecocardiografia (Figura 6B e D). A importancia desta observacéo reside no fato
de que a condicdo de hiperfluxo pulmonar poderia, especulativamente,
aproximar RANTES da condigéo fisiopatolégica em discussdo. H& diversas
publicacbes mostrando que células epiteliais de vias aéreas inferiores

infectadas por virus, sobretudo o sincicial respiratério, expressam RANTES em
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grandes quantidades, além de outras citocinas como MIP-1a e a interleucina
844459 QOra, os lactentes portadores de hiperfluxo com congestdo pulmonar
sdo exatamente aqueles suscetiveis as infec¢des de repeticdo nas vias aéreas,
notadamente virais. Nao €, portanto, surpreendente a relacdo entre RANTES e
pacientes do Grupo 2. E conhecida a relacdo de proximidade entre as vias
aéreas mais distais, pré e intra-acinares, € 0s vasos que as acompanham, que
alias, recebem o mesmo nome (arteriolas do bronquiolo terminal, bronquiolos
respiratorios, etc.)®”. Assim sendo, especulativamente, poder-se-ia supor que
elementos fisiopatoldégicos com atuacdo em vias aéreas possam também
participar de eventos vasculares. Evidentemente, demonstracdes futuras, neste
sentido, sdo necessarias.

Com relacao a sindrome de Down, sabe-se que a mesma cursa com
elevada prevaléncia de cardiopatias congénitas, incluindo defeitos néo
restritivos como grandes comunicacdes interventriculares e o defeito septal
atrioventricular®®. Classicamente, tem-se admitido que a presenca de sindrome
de Down torna o0 paciente mais predisposto ao desenvolvimento de
vasculopatia pulmonar acentuada e precoce®:1%, Esforcos tém sido feitos no
sentido de se tentar explicar as razdes para esta associacdo, embora nao haja
dados conclusivos a este respeito. Uma das verificagbes, nesta direcdo, é o
achado de genes que codificam fatores considerados anti-angiogénicos no
cromossomo 21 em humanos!®l, Diversas outras moléculas tém sido
estudadas no sentido de se caracterizar fatores de risco para o
desenvolvimento de les6es vasculares pulmonares mais avancadas'®?. Apesar
destes esforcos, a relacdo direta entre sindrome de Down e alteracdes

vasculares pulmonares avancadas em portadores de cardiopatias congénitas
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ainda ndo esta definitivamente demonstradal®®1%4, No presente estudo, nédo
houve a intencdo de se avaliar, comparativamente, portadores e néao
portadores da sindrome de Down. Dadas as caracteristicas da Instituicio como
unidade terciaria de atendimento, havia a previsdo inicial de que o namero de
individuos ndo sindrémicos seria pequeno em relacdo aos sindrémicos, como
de fato foi (32% da casuistica geral). Esta desproporcao dificultaria analises
comparativas na dimensdao amostral do estudo. Alguns aspectos, entretanto,
merecem consideracdo. Em primeiro lugar, individuos sindrémicos
apresentaram-se em proporc¢des iguais nos Grupos 1 e 2. Em segundo, o valor
mediano da variavel Qp/Qs (ecocardiografia) em portadores da sindrome de
Down (2,40 com percentis 25-75 iguais a 1,70-2,81) ndo esteve
significantemente abaixo daquele obtido para individuos nao sindrémicos (2,60
(2,13-4,23) ). Entende-se, desta forma, que pelo menos parte dos individuos
sindrdmicos apresenta-se com caracteristicas clinicas que ndo sdo aquelas
usualmente encontradas em pacientes com elevacdo importante da resisténcia
vascular pulmonar. Levando-se em conta que individuos com a sindrome de
Down podem apresentar expressao distinta de citocinas e outros mediadores
de inflamacédo®31%, tivemos o cuidado de analisar as proteinas MIF e RANTES
especificamente nesta subpopulacdo, n&o tendo sido encontrado padrao
diferente do observado na casuistica como um todo. Em patrticular, o subgrupo
especifico de pacientes sindrébmicos com caracteristicas clinicas do Grupo 2
apresentou-se com elevacao significante no nivel sérico da proteina RANTES.
Assim sendo, no futuro, é provavel que se possa identificar uma subpopulacdo
de pacientes com a sindrome de Down nao diferente de individuos nao

sindrébmicos com relacdo a gravidade das alteracdes vasculares pulmonares.
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Para tanto, evidentemente, um elenco mais amplo de marcadores bioquimicos
e geneéticos sera necessario.

Cumprindo o objetivo secundario do estudo, procurou-se verificar o
possivel impacto do uso pré-operatorio de farmaco desenvolvido para uso em
hipertensédo arterial pulmonar sobre as proteinas em investigacdo. O efeito
desta intervencéo tornou-se objeto do estudo, mas a intervencdo em si, ndo. O
uso pré-operatorio da sildenafila, em pacientes caracterizados como Grupo 1,
ja fazia parte de protocolo em curso na Instituicdo (Clinical Trials
NCT01548950), tendo como meta verificar a evolucdo de pacientes em
tratamento combinado, cirdrgico e medicamentoso poés-operatério, em medio
prazo. Assim sendo, no presente estudo, simplesmente verificou-se o
comportamento das proteinas séricas frente a administracdo da sildenafila,
sendo ambas as determinacdes (pré e durante o uso do farmaco), feitas antes
da operacéo cardiaca.

Apenas duas entre as proteinas analisadas tiveram seus niveis
modificados no curso da administracdo da sildenafila. Com significancia
estatistica, os niveis da interleucina 6 foram reduzidos no Grupo 1 como um
todo, comparativamente a situacdo basal. A fracdo sollvel da proteina de
adesao ICAM-1 (sICAM-1) teve reducéo significante apenas em pacientes que
apresentaram incremento superior a 10% no fluxo sanguineo pulmonar
estimado através da variavel Qp/Qs (ecocardiografia). Ressalte-se que os
efeitos observados ndo podem ser interpretados como “melhora” a partir de
anormalidades iniciais, uma vez que pelo menos no ambito do presente estudo,
0s niveis basais de IL-6 e SICAM-1 ndo estiveram aumentados em relagdo aos

controles. Assim sendo, os dados observados correspondem a modificacbes
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frente ao uso do farmaco. Um aspecto importante a ser lembrado € o de que as
modificacdes bioquimicas observadas durante o uso de vasodilatador,
especificamente um inibidor de fosfodiesterase-5, ndo sdo necessariamente
simples decorréncia de efeitos hemodinamicos e suas consequéncias sobre 0s
vasos. H4 uma gama de estudos revelando efeitos destes farmacos sobre
diversas atividades biolégicas em células vasculares e plaguetas®-11° e dados
de estudo recente de nosso grupo, em adultos recebendo tadalafila e
sildenafila cronicamente, corroboram esta hipétese'l. Embora as observacoes
feitas no presente estudo sejam de curto prazo (dias ou semanas), nada se
podendo afirmar sobre a sustentacdo dos efeitos (notadamente a reducéo da
interleucina 6), modificacbes em niveis séricos de proteinas inflamatérias no
curso de terapia vasodilatadora, em pacientes pediatricos com cardiopatias
congénitas, sdo achados novos, abrindo perspectivas para futuras

investigacoes.



6. CONCLUSOES
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As observacfes do estudo, alinhadas com os objetivos formulados,
permitem concluir:

Foi possivel caracterizar dois grupos de pacientes pediatricos com
comunicacdes nédo restritivas entre a circulacao sistémica e a pulmonar, a partir
de dados obtidos da histéria clinica e exame fisico. Foi possivel comprovar
subsequentemente, sob o0 ponto de vista de avaliagio nao invasiva
(ecocardiografica), que o0s grupos eram distintos em sua apresentacao
hemodinamica.

Os grupos assim caracterizados se revelaram distintos sob o ponto
de vista de proteinas inflamatdrias presentes no soro: pacientes com perfil
compativel com aumento na resisténcia vascular pulmonar apresentaram niveis
aumentados da quimiocina MIF; aqueles onde predominaram sinais de
aumento do fluxo sanguineo com congestdo pulmonar tiveram niveis
aumentados da quimiocina RANTES. N&o se observaram peculiaridades em
relacdo a sindrome de Down.

Independentemente dos grupos considerados, os niveis de algumas
citocinas guardaram relacdo com a idade dos pacientes, sempre lembrada
como um fator de risco no presente contexto. Neste sentido, destacam-se as
proteinas GROa, MIF e as interleucinas 13 e 17E.

O uso pré-operatério de inibidor do fosfodiesterase-5 sildenafila,
visando ao manejo de resisténcia vascular pulmonar alterada, resultou em
diminuicdo dos niveis seéricos das proteinas interleucina 6 e SICAM-1,
paralelamente ao incremento do fluxo sanguineo pulmonar e na saturacdo

periférica de oxigénio.



7. CONSIDERACOES FINAIS
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O estudo procurou demonstrar a existéncia de elementos
bioquimicos, especificamente proteinas relacionadas a eventos inflamatorios,
em paralelo a perfis clinicos e hemodinamicos encontrados em pacientes
pediatricos com comunicacfes cardiacas congénitas. O retrato destes
pacientes, hoje constituidos por informacdes clinicas complementadas por
elementos anatébmicos e funcionais provenientes da ecocardiografia e outros
meétodos diagndsticos por imagem, assim como exame hemodinamico invasivo,
€ entdo ampliado pela insercdo de dados de natureza bioquimica. A existéncia
de tais associacbes mostra que as proteinas em questdo ndo sao
protagonistas apenas de eventos inflamatdrios ou infecciosos, fazendo parte de
varios outros processos. Tais elementos ndo sdo somente indutores ou
produtos da reacdo inflamatéria, mas agem também como fatores de
crescimento e diferenciacdo celular, modificadores das rela¢gdes entre células e
matriz ou agem como proteases.

A caracterizacdo destas proteinas, no presente cenario, poderia ser
entendida como mais um esforco em direcao a identificacdo de biomarcadores,
pratica bastante presente na atualidade. Enfatiza-se, entretanto, com respeito a
este estudo, que ndo se trata apenas da busca por um marcador ou
marcadores, como a creatinina o é para a insuficiéncia renal, mas da
identificacdo de proteinas potencialmente implicadas nos processos de
angiogénese e remodelamento vascular. Evidentemente, o estudo limita-se
pela identificacdo destes elementos apenas no soro, sendo necessarios outros
esforcos para sua caracterizagdo em tecidos, melhor compreensdo dos seus

efeitos biolégicos e hierarquia na fisiopatologia da doenca. Acreditamos que no

futuro, alguns elementos do vasto elenco de moléculas e receptores
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investigados na literatura especializada, possam vir a ser alvos de tratamentos

especificos.
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ANEXO 1

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

I NN 11, | SRR
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..ottt sexo: MO F O
DATA NASCIMENTO: ........ T
ENDERECO ...ouiiiiiiiiiie i NO ........... APTO: ......
BAIRRO ..o CIDADE ...,
CEP:eeeiieee TELEFONE: DDD (............ ) e e
2. RESPONSAVEL LEGAL ..ottt ettt eteae e e eee e e e neeeaeenne s
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, Curador €tC.) .......ccccccveeeiiiiiiiiiiinnnennnn.
DOCUMENTOQO DE IDENTIDADE :..couovveeeeeeeeeeeeieeee, SEXO: MO rO
DATA NASCIMENTO.: w.cooifevvveid ...
ENDEREGO: ...ttt ees e s NI APTO: oo,
BAIRROD: et CIDADE:
" CEP* oo TELEFONE: DDD (oo Y

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Relacéo entre padrdes hemodinamicos e mediadores de
inflamacao em cardiopatias congénitas com comunicag¢8es sistémico-pulmonares

2. PESQUISADOR : Prof. Dr. Antonio Augusto B. Lopes

CARGO/FUNCAO: Médico Assistente e Pesquisador da Unid. Clin. Cardiol. Ped. Cardiop. Cong.
Adulto

INSCRIQAO CONSELHO REGIONAL N° 34.143
UNIDADE DO HCFMUSP: Instituto do Coracéo (InCor) — HC.FMUSP

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCOMINIMO X RISCOMEDIO O

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [

4.DURACAO DA PESQUISA : 3 anos e 6 meses



Termo de consentimento para a coleta de exames (para todos os pacientes) e
para uso de tratamento medicamentoso em criancas com cardiopatias
congénitas e hipertensdo pulmonar (para casos selecionados, com indicacdo
especifica).

Esta nossa conversa é um convite para que o seu filho (a) participe conosco de um dos
estudos que estdo sendo feitos aqui na Instituicdo visando uma melhoria no tratamento do
problema que ele (a) tem. Vamos explicar melhor a vocés qual é esse problema e o que
estamos fazendo para cuidar melhor.

Algumas criancas com defeitos de nascimento no coracdo tém a presséo alta dentro
dos pulmdes. E parecido com a pressdo alta medida no braco. A diferenca, é que néo existe
um aparelhinho simples para medir la dentro, entdo, é através do cateterismo que ficamos
sabendo se o seu filho (a) tem presséo alta dentro dos pulmdes. Criancas com pressao alta
nos pulmdes ndo podem ir direto para a operacdo do coracdo. O risco € muito alto. No
passado, muitas dessas criancas faleceram na operagdo ou meses depois. Hoje temos
remédios especificos para baixar essa pressdo, mas para incluir seu filho (a) nesse tipo de

tratamento, s6 com o consentimento de vocés.

Antes de tratarmos seu filho (a), ele (a) tera que realizar varios exames: exames de
sangue, ecocardiograma e o cateterismo cardiaco (para alguns pacientes apenas). Mas o
cateterismo precisa ser feito mesmo que ele (a) ndo participe do estudo, pois ele é feito
normalmente para sabermos se a operacdo pode ser feita com seguranca (para alguns casos).

Para criangas com presséo alta nos pulmdes, o tratamento inicial é feito dentro do
hospital. Neste sentido, precisaremos da maxima paciéncia e colaboragdo de vocés, porque a
sua crianca pode precisar ficar algumas semanas no hospital. Nao € seguro fazer este tipo de
tratamento em casa, pelo menos nas primeiras semanas. Sua permanéncia com seu filho (a) é
permitida nas 24 horas do dia.

Os medicamentos serdo dados por boca. S6 depois de alguns dias ou semanas é que
poderemos dizer se os remédios estdo fazendo efeito, e se a sua crianga podera ser operada
com maior seguranca. Na maioria das criancas, esses remédios ndo causam nenhum
incémodo ou causam incémodos leves que a gente resolve com facilidade. Se for necessario
um periodo mais longo de tratamento (alguns meses, por exemplo) sua crian¢a tera alta
hospitalar, e vird a consultas a cada 15 ou 30 dias. Mas a primeira parte do tratamento deve
ser dentro do hospital.

Se o tratamento tiver sucesso, se a pressao diminuir dentro dos pulmdes da crianca,
ela sera encaminhada para a operagdo para tentar resolver o problema do coracdo. Neste
caso, mesmo depois da alta hospitalar, os medicamentos continuardo sendo dados em casa,
por pelo menos seis meses. Passados seis meses da operagdo, sua crianca fard um segundo
cateterismo (este bem curto) para sabermos se os remédios poderéo ser retirados, ou se ela
continuara precisando desses remédios por mais tempo. Infelizmente, ndo temos um jeito
seguro de dizer que o remédio deve ser dado ou deve ser retirado, a ndo ser através do
cateterismo. Mesmo que tudo esteja normalizado seis meses depois da operacgdo, sua crianca
permanecerd em acompanhamento ambulatorial conosco, com consultar duas a trés vezes por
ano, como fazem todas as crian¢gas com problemas no coracéo.

Durante todo o curso do tratamento, antes da operacdo ou depois dela, plantonistas de
nossa equipe estarao a disposicdo por 24 horas em nosso pronto-socorro, a fim de esclarecer
davidas ou resolver problemas que porventura vierem a aparecer. O principal investigador € o
Dr. Antonio Augusto Lopes, que pode ser encontrado no endereco Instituto do Coracéo (InCor),
Av. Dr. Eneas de Carvalho Aguiar, 44, Telefone (11) 3069-5000. Se vocé tiver alguma
consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em



Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17,
18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br.
Caso vocé ndo concorde que seu filho participe do estudo, ou decida retira-lo do

mesmo, ele continuara a ter acesso a todo o tratamento e acompanhamento médico que tem
sido oferecido no Instituto do Coracédo, sem prejuizo.

Os resultados deste estudo serdo analisados com dados de todas as criancas
incluidas. Nenhuma crianca ou seus responsaveis serdo identificados. Todos terdo direito a
confidencialidade, e serdo informados quanto ao andamento do estudo. Todos os resultados
serao mantidos em sigilo, e serdo utilizados exclusivamente com finalidade médica.

N&do existem despesas com relagdo a exames ou consultas, normais ou
extraordinarias. Entretanto, esclarecemos que ndo havera compensacgdo financeira por sua
participacgéo.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informag8es que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo "Relagdo entre padr6es hemodindmicos e
mediadores de inflamagdo em cardiopatias congénitas com comunicacBes sistémico-
pulmonares”.

Eu discuti com o Dr. Antonio Augusto Lopes sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais s&o os propésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa
ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacéo neste estudo.

Assinatura do responsével pelo estudo Data / /


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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Background and Objective. Inflammation is central in the pathogenesis of pulmonary hypertension. We investigated how serum
cytokines correlate with clinical features, hemodynamics, and lung histology in young patients with pulmonary hypertension
associated with congenital cardiac shunts. Design. Prospective, observational study. Methods and Results. Patients (n = 44) were
aged 2.6 to 37.6 months. Group I patients (n = 31) were characterized by pulmonary congestion and higher pulmonary blood
flow compared to group II (p = 0.022), with no need for preoperative cardiac catheterization. Group II patients (n = 13) had no
congestive features. At catheterization, they had elevated pulmonary vascular resistance (5.7 [4.4-7.4] Wood units-m*, geometric
mean with 95% CI). Cytokines were measured by chemiluminescence. Macrophage migration inhibitory factor (MIF) was found to
be inversely related to pulmonary blood flow (r = —0.33, p = 0.026) and was higher in group II (high pulmonary vascular resistance)
compared to group I (high pulmonary blood flow) (p = 0.017). In contrast, RANTES chemokine (regulated on activation, normal
T cell expressed and secreted) was characteristically elevated in Group I (p = 0.022). Interleukin 16 was also negatively related to
pulmonary blood flow (rg = —0.33, p = 0.029) and was higher in patients with obstructive vasculopathy at intraoperative lung
biopsy (p = 0.021). Conclusion. Cytokines seem to be important and differentially regulated in subpopulations of young patients

with cardiac shunts.

1. Introduction

Inflammation and altered immune processes are involved
in all forms of pulmonary vascular disease underlying
pulmonary hypertension, particularly, pulmonary arterial
hypertension (PAH) [1]. Perivascular inflammatory elements
have been reported in several etiologies of PAH, from the
idiopathic form to PAH associated with autoimmune disor-
ders [2-4]. Inflammatory mediators have been investigated
in pediatric PAH, including PAH associated with congenital
heart disease (PAH-CHD) [5-9]. Studies generally include
patients over a wide age range, from infancy to adolescence,
with multiple etiologies of PAH.

There has been scarce literature on the role of inflamma-
tory mediators in the specific population of young pediatric
patients with CHD and pulmonary hypertension who are

being considered for surgical repair of their cardiac anoma-
lies. These patients generally have communications between
cardiac chambers or the great arteries leading to increased
pulmonary blood flow and pressure. Progressive remodeling
of pulmonary arteries causes elevation of pulmonary vascu-
lar resistance (PAH-CHD). Structural and functional pul-
monary vascular abnormalities are sometimes early, unsus-
pected, and progressive even in young individuals treated for
their cardiac lesions in a timely manner [10].

There are reasons for studying inflammation and immune
response in young patients with congenital cardiac com-
munications undergoing surgery. Inflammatory cells, medi-
ators, and related molecules have been shown to be closely
associated with phenomena that occur early in pulmonary
microvasculature, such as medial hypertrophy, muscular-
ization of distal arteries, and intimal proliferative lesions



[5, 11, 12]. These abnormalities constitute the anatomical basis
for increased pulmonary vasoreactivity that occurs postoper-
atively as a result of vasospastic stimuli. Although the inci-
dence of the so-called postoperative pulmonary hypertensive
crises has decreased to less than 1% due to contemporary
practice in privileged communities, the mortality has been
estimated at 20-30% [13]. Pulmonary hypertension has been
identified as a major contributor to prolonged mechanical
ventilation and length of stay in hospital [14]. After discharge,
some patients remain at a higher risk of persistent pulmonary
hypertension despite successful surgery.

We therefore planned this study to investigate inflamma-
tory mediators in young pediatric patients being considered
for surgical repair of congenital cardiac communications.
We wished to investigate how serum cytokines and related
molecules correlate with patterns of clinical presentation,
pulmonary hemodynamics, and pulmonary vascular abnor-
malities assessed by intraoperative lung biopsy.

2. Methods

2.1. Patients and Clinical Presentation. The study population
consisted of young pediatric subjects (up to the age of 3
years) with congenital cardiac shunts admitted to the Heart
Institute, University of Sdo Paulo, Brazil, for surgical repair of
their anomalies. From March 2012 to March 2015, 44 patients
with nonrestrictive cardiac communications were enrolled,
as they were suspected to have at least moderate elevation
of pulmonary artery pressure. These patients correspond
to 20-25% of all pediatric subjects with cardiac shunts
undergoing surgery in the institution. After complete non-
invasive evaluation, 31 patients were considered as suitable
for surgery with no need for cardiac catheterization (study
group I, clinical features of pulmonary overcirculation with
pulmonary congestion). The remaining 13 patients presented
with features that suggested higher levels of pulmonary
vascular resistance: relatively late presentation with no his-
tory of failure to thrive, small-sized heart with no signifi-
cant enlargement of left cardiac chambers, and absence of
pulmonary congestion despite the size of the cardiac com-
munication and bidirectional shunting. Preoperative cardiac
catheterization was considered as necessary (study group
II). Patients with these features generally correspond to less
than 10% of pediatric subjects with cardiac shunts treated
in the institution. Subjects with smaller septal defects not
associated with pulmonary hypertension and those with
advanced pulmonary vasculopathy precluding surgery were
excluded. Neonates, patients under intensive care, and those
with relevant comorbidities or extracardiac syndromes other
than Down syndrome were also excluded. Written informed
consent was obtained from the parents before inclusion. The
study protocol was approved by the institutional Scientific
and Ethics Committee, CAPPesq #0502-11.

2.2. Pulmonary Hemodynamics and Vascular Abnormalities.
We used the following parameters to characterize hemody-
namic and structural changes in pulmonary circulation: (1)
pulmonary blood flow estimated noninvasively by transtho-
racic echocardiography, (2) pulmonary vascular resistance
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assessed by cardiac catheterization, and (3) morphology of
pulmonary vessels assessed by direct analysis of lung biopsy
specimens.

2.2.1. Doppler Echocardiography. Transthoracic echocardiog-
raphy was performed in all patients to define cardiovascular
anatomy and assess the severity of pulmonary hypertension.
The direction of flow across the cardiac communications and
the size of the left cardiac chambers were taken into account
when classifying patients as group I or group II. Left-to-right
shunting (exclusive or predominant) in the presence of an
enlarged left heart was considered as indicative of increased
pulmonary blood flow (group I) whereas bidirectional shunt-
ing with a relatively small-sized left heart was suggestive
of heightened pulmonary vascular resistance (group II). Of
the parameters that were recorded, the characteristics of
pulmonary venous flow were taken as an indirect estimate
of total pulmonary blood flow. At least two pulmonary veins
were selected and examined in all patients (same observer,
LZ). The velocity-time integral of pulmonary venous blood
flow was obtained (VTI,y, cm), and a mean value per patient
was calculated. VTIpy has been shown to be inversely related
to pulmonary vascular resistance [15]. The pulmonary-to-
systemic blood flow ratio (Qp/Qs) was also estimated [16],
but it was considered less accurate in some cases due to
the presence of a communication distal to the aortic and
pulmonary valves (patent ductus arteriosus).

2.2.2. Cardiac Catheterization. Invasive assessment of pul-
monary hemodynamics was considered only for patients sus-
pected to have higher levels of pulmonary artery pressure and
vascular resistance on the basis of the clinical history, physical
examination, and echocardiographic evaluation. Catheteriza-
tion was carried out under general anesthesia and mechan-
ical ventilation. Pulmonary and systemic blood flow were
determined separately using the Fick method. However, to
avoid error due to the use of assumed oxygen consumption
while calculating blood flow [17], we decided to express
the magnitude of pulmonary hemodynamic abnormalities
by calculating the pulmonary-to-systemic vascular resistance
ratio (PVR/SVR), with no need for considering the level of
oxygen consumption.

2.2.3. Lung Biopsy Assessment. Lung biopsies are not per-
formed routinely in our institution. In this study, lung biopsy
specimens were collected intraoperatively in selected cases:
from group II patients if the surgeon considered the proce-
dure low risk on an individual basis and from group I patients
if the elevation of pulmonary artery pressure represented
a problem during weaning from cardiopulmonary bypass.
Thus, lung tissue was available for analysis in 13 of our
patients (9 and 4 individuals from group II and group I,
resp.). Specimens were collected with the airways distended,
fixed in buffered formalin, and subjected to routine his-
tological processing. Four-micrometer-thick sections were
obtained and stained with hematoxylin-eosin and Miller’s
elastic stain. Vascular abnormalities were graded according
to the Heath-Edward’s classification for pulmonary vascular
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FIGURE L: Representative immunoblotting for semiquantitative anal-
ysis of proteins investigated in the study. C5/C5a: complement
component 5/5a; sSCD40L: soluble CD40 ligand; GROa: growth-
regulated oncogene alpha; IL-16: interleukin 16; IL-1ra: interleukin-
1 receptor antagonist; IL-17E: interleukin 17E; IP-10: interferon
gamma-induced protein-10; MIF: macrophage migration inhibitory
factor; RANTES: regulated on activation, normal T cell expressed
and secreted; sSICAM-1: soluble intercellular adhesion molecule-1.

lesions associated with congenital heart disease [18]. Grades
I and II correspond to isolated medial hypertrophy of the
pulmonary arteries and intimal nonocclusive proliferation,
respectively. Grades III through VI correspond to more
advanced vascular abnormalities, including occlusive intimal
proliferation, plexiform and dilated lesions, and necrotizing
arteritis.

2.3. Inflammatory Mediators. Peripheral venous blood was
collected, and serum samples were obtained and stored
at —80°C. Cytokines and related proteins were analyzed
using a human cytokine array (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA). After protein immobilization on nitrocellulose
membranes, processing (immunoblotting) was carried out
using specific antibodies as previously described [19]. Chemi-
luminescence was used for semiquantitative detection. The
average signal (pixel density) of the pair of duplicate spots
representing each protein was normalized using internal
controls. Of the 36 inflammatory mediators that were poten-
tially measurable, we analyzed only the proteins that we
detected with adequate signal in all patients (Figure 1). These
included complement component 5/5a (C5/C5a), soluble
CD40 ligand (sCD40L), growth-regulated oncogene alpha
(GRO«), interleukins 16 and 17E (IL-16, IL-17E), interleukin-
1 receptor antagonist (IL-IRA), interferon gamma-induced
protein-10 (IP-10), macrophage migration inhibitory factor
(MIF), regulated on activation, normal T cell expressed
and secreted (RANTES), Serpin El, and soluble intercellular
adhesion molecule-1 (SICAM-1).

2.4. Statistical Analysis. Results involving numeric variables
are expressed as geometric mean with 95% CI. For categorical
variables, the number of patients is given, with percentages
when appropriate. Differences between groups were analyzed
using Student’s ¢-test or the Mann-Whitney test for numeric
variables or the Chi-square family of tests (including Fisher’s

exact test and the likelihood ratio) for categorical variables.
Correlations were tested by calculating Pearson’s coefficient
(r) or Spearman’s coefficient (rg). For regression analyses,
logarithmic transformation (Ln) of the dependent variable
was sometimes necessary to obtain adequate closeness to the
normal distribution. In all tests a p value lower than 0.05 was
considered statistically significant.

3. Results

Forty-four patients were enrolled, with an age range of 2.6
to 37.0 months. Cardiac anomalies were relatively simple,
consisting of pretricuspid and posttricuspid defects in biven-
tricular hearts. Demographic and diagnostic data of patients
classified as group I or group II are shown in Table 1. Group
II patients tended to be a little older and had lower systemic
oxygen saturation, probably due to some degree of right-
to-left shunting across the septal defects. Consistent with
this, echocardiographic parameters (Qp/Qs ratio and VTIpy,)
pointed toward lower pulmonary blood flow in group II
patients compared to group I (Table 1). At catheterization,
they had a mean pulmonary arterial pressure of 52 (95% CI
45-59) mmHg, a pulmonary vascular resistance of 5.7 (95%
CI 4.4-7.4) Wood units x m?, and a pulmonary-to-systemic
vascular resistance ratio of 0.39 (95% CI 0.31-0.50).

3.1. Cytokines and Clinical Presentation. As shown in Table 2,
MIF chemokine concentration was higher in group II, where
patients were assumed to have higher levels of pulmonary
vascular resistance, whereas RANTES chemokine was more
closely related to group I, corresponding to subjects with
clinical features suggestive of increased pulmonary blood
flow. The level of GROa chemokine was higher early in life
and decreased with increasing age (Table 2). The tendency
toward higher GROw levels in group I was probably because
group I patients were a little younger compared to group II.
In contrast, IL-17E increased with increasing age (Table 2).

3.2. Correlations with Hemodynamic Parameters Assessed
Noninvasively and Invasively. Consistent with the observa-
tion of higher MIF levels in group II patients was the nega-
tive correlation between MIF concentration and pulmonary
blood flow estimated noninvasively by measuring VTIpy,. A
similar negative correlation was obtained for IL-16 (Table 2
and Figure 2). In group II, IP-10 chemokine level correlated
positively with pulmonary vascular resistance (Table 2 and
Figure 2). The correlation was negative for Serpin EL.

3.3. Cytokines and Lung Biopsy Findings. Nine of the 13
patients who were subjected to intraoperative lung biopsy had
pulmonary vascular lesions classified as grade I (5 cases) or
grade II (4 cases). The remaining ones had more advanced
lesions classified as grade III (3 patients) or grade IV (1
patient, Figure 3). Consistent with the negative correlation of
IL-16 with pulmonary blood flow (VTIpy, Table 2 and
Figure 2) was the observation of higher IL-16 levels in the
subgroup of patients with more advanced pulmonary vascu-
lar abnormalities (Figure 3). No other significant correlations
were observed.
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TaBLE 1: Demographic and diagnostic data in patient groups.

Group I (n = 31) Group IT (n = 13) p value

Age (months) 8.6 (6.8-10.8) 12.7 (9.0-18.0) 0.068"
Gender (M : F) 13:18 4:9 0.723"
Down syndrome (present : absent) 21:10 10:3 0.722*
Weight (Kg) 6.01 (5.32-6.80) 6.73 (5.44-8.34) 0.537"
0, sat. (%) 96 (95-97) 92 (90-95) 0.011*
Diagnosis‘|

A 1(3%) 0 (0%)

B 17 (55%) 6 (46%) 0.573°

C 13 (42%) 7 (54%)
Echocardiography

PAP (mmHg) 41 (34-49) 45 (38-53) 0.487"

Qp/Qs 2.7 (2.3-3.0) 1.9 (1.4-2.6) 0.022"

VTIpy (cm) 23.3 (21.5-25.3) 20.2 (17.7-22.9) 0.080"

Results are shown as geometric mean (95% CI) or number of cases and percentage.

*Mann-Whitney test.
TChi-square test.
*Fisher’s exact test.
SLikelihood ratio.

I pretricuspid defects, B: posttricuspid defects except for atrioventricular septal defects, C: atrioventricular septal defects.
O, sat.: peripheral oxygen saturation; Qp/Qs: pulmonary-to-systemic blood flow ratio; PAP: mean pulmonary arterial pressure estimated based on pulmonary
insufficiency jet velocity; VTIpy: velocity-time integral of blood flow in pulmonary veins.

3.4. Postoperative Pulmonary Vasoconstriction. Hemody-
namic instability requiring specific therapeutic interventions
occurred in 12 patients (6 individuals in each group), and
there was a fatal outcome in two of them (group II). When
considering only patients who had a lung biopsy specimen
available for analysis (n = 13), clinically relevant post-
operative pulmonary vasoconstriction occurred in 4 of 9
subjects with vascular lesions graded as I or II, and only
one of 4 subjects with lesions graded as III or IV. Patients
who died had grade I and grade II pulmonary vasculopa-
thy. Preoperative oxygen saturation was lower in patients
who had postoperative pulmonary vasoconstrictive episodes
compared to those who did not (93% [91-95%] and 95%
[94-97%], resp., p = 0.013). No other associations with
preoperative variables were observed. The 27% incidence
of postoperative pulmonary vascular tone instability was
considerably higher than the 8% incidence in similar patients
from our institution without clinical evidence of pulmonary
hypertension.

4. Discussion

There is general agreement that patients with nonrestrictive
cardiac communications and absence of clinical and echocar-
diographic evidence of pulmonary overcirculation may have
pulmonary vascular changes that eventually preclude surgery
[20]. In theory, any patients with group II characteristics, with
a low VTI,y and a high PVR/SVR ratio, would belong to
this “high-risk” population. Of note, however, was the obser-
vation that postoperative pulmonary vasospastic episodes
may occur even in subjects with group I characteristics,
or those who have vascular abnormalities considered to be
potentially reversible (Grade I). There seems to be a potential

for occurrence of vascular tone instability leading to life-
threatening hemodynamic disturbances all throughout the
spectrum of pulmonary vascular changes. We did not test
for direct correlations between preoperative cytokine lev-
els and postoperative pulmonary vasoconstriction. Actually,
pulmonary vascular tone instability is probably more closely
related to perioperative than preoperative proinflammatory
events. We focused essentially on the analysis of the preopera-
tive scenario where pulmonary vascular remodeling is usually
already present to a variable degree.

We identified associations between serum inflammatory
mediators and patterns of clinical presentation, hemody-
namics, and the morphology of pulmonary arteries, with
potential pathophysiological significance. MIF and RANTES
chemokines were easily analyzed, as they appeared in all
of the membranes with a strong chemiluminescence signal
(Figure 1). Higher concentration of MIF was a characteristic
of group II patients, and MIF concentration correlated nega-
tively with pulmonary blood flow estimated by transthoracic
echocardiography (VTIpy). In contrast, RANTES was higher
in group I, where patients had features compatible with
pulmonary overcirculation with congestion.

MIF and RANTES chemokines are expressed by various
cells and tissues under different conditions. MIF is a non-
canonical ligand of CXCR2 and CXCR4 chemokine receptors
and the CXCR2/CD74 complex. Its pleiotropic nature is
illustrated by the activation of several signaling pathways
that results in inhibition of endothelial cell apoptosis and
induction of smooth muscle cell proliferation [1]. Its binding
to the CXCR2/CD74 complex elicits chemotaxis and the
arrest of mononuclear cells, which is central to inflammatory
disorders and atherogenesis [21-23]. In clinical and exper-
imental pulmonary hypertension, MIF is associated with
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TaBLE 2: Correlations of inflammatory mediators with clinical, echocardiographic, and hemodynamic parameters.

Group I (n = 31) Group II (n = 13) p value Age (n = 44) VTl (n=44) PVR/SVR (n = 13)

C5/C5a 2058 (1751-2419) 2504 (1953-3209) 0.169* rs = —0.002 rs = —0.16 rs =—0.17
p=0.988 p=0.301 p=0.583
sCD40L 2541 (2008-3216) 2046 (1403-2983) 0.252* rs =-0.19 rs = 0.04 ry ==0.32
p=0227 p=0.809 p=0287
GROa 2005 (1592-2525) 1568 (1148-2141) 0.087* rs = —0.46 13 =005 rs = -0.06
p = 0.002 p=0743 p=0837

IL-16 748 (650-861) 782 (556-1100) 0.807" 1y =013 rg =033 rs =012
p=0.420 p = 0.029 p=0.693

[L-Ira 1361 (1119-1655) 1366 (1014-1841) 0.949" rs = —0.02 s =014 rs =045
p=0923 p=0372 p=0.121

IL-17E 150 (118-190) 158 (109-230) 0.728° rs =033 rs = ~0.52 rs = 0.26
p = 0.028 p=0735 p =0.398

. - 007 rs = 0.20 ts = 0.70

IP-10 754 (575-988 618 (390-977 0.512 s s s

( ) ( ) p=0635 p=0192 p = 0.008

MIF 6706 (5889-7636) 8737 (7009-10891) 0.017" r=-009 r=-033 r =003
p=0557 p = 0026 p=0916

RANTES 71073 (63545-79492) 50228 (36485-69148)  0.022" r=-0.02 r=021 r=-021
p=0882 p=0.166 p=0482

Serpin E1 46149 (42119-50563) 43007 (35453-52172)  0.555' r=-0.05 r=-0.01 r=-0.64
p=0.764 p=0959 p=0.019

JCAM-1 47666 (41657-54541) 42635 (35434-51298)  0.238" r=-0.09 r=013 r=-021
p=0.556 p=0411 p=0.497

Protein levels are expressed as pixel density (geometric mean with 95% CI).

Reference values from 13 healthy pediatric subjects aged 10-38 months (data our laboratory): C5/C5a: 1726 (1434-3554); sCD40L: 2715 (2074-3554); GROa:
1893 (1452-2467); IL-16: 630 (450-882); IL-1ra: 1513 (1089-2103); IL-17E: 228 (166-315); IP-10: 621 (412-936); MIF: 5547 (4487-6857); RANTES: 59692 (51567~

69096); Serpin El: 39810 (34442-46014); sSICAM-1: 44185 (37272-52379).

« »

*Mann-Whitney test.
TStudent’s ¢-test.

r” and “r,,” respectively, Pearson’s coefficient of correlation and Spearman’s coefficient of correlation.

PVR/SVR: pulmonary-to-systemic vascular resistance ratio; VTIpy: velocity-time integral of blood flow in pulmonary veins.

C5/C5a: Complement component 5/5a; sCD40L: soluble CD40 ligand; GRO«: growth-regulated oncogene alpha; IL-16: interleukin 16; IL-1ra: interleukin-1
receptor antagonist; IL-17E: interleukin 17E; IP-10: interferon gamma-induced protein-10; MIF: macrophage migration inhibitory factor; RANTES: regulated
on activation, normal T cell expressed and secreted; SICAM-1: soluble intercellular adhesion molecule-1.

a proinflammatory endothelial cell behavior, exaggerated
recruitment of peripheral blood mononuclear cells, and
increased smooth muscle cell growth [11, 24, 25]. RANTES is
a CC chemokine shown to be involved in a number of biolog-
ical events including chemotaxis, perivascular inflammation,
and vascular response to injury [26, 27]. Of note, RANTES
expression has been demonstrated in viral diseases [28], and
it is widely appreciated that infants with pulmonary conges-
tion due to cardiac shunts (group I patients in this study)
are predisposed to respiratory infections. Thus, a possibility
exists that repeated exposures to viral agents contribute to
the development of a proinflammatory microenvironment,
with expression of molecules known to influence vascular
remodeling.

Another cytokine with potential pathophysiological
implication is IL-16. Levels were higher in subjects with
histological grades III and IV and correlated negatively with
noninvasively estimated pulmonary blood flow. IL-16 is a
lymphocyte chemoattractant factor well known for its role
in immune responses, but there has been scarce literature on
its role in vascular disorders [29]. IL-16 and its receptor CD4
are expressed in vascular smooth muscle cells. They induce

migration and invasion of vascular smooth muscle cells
in a p21WAFl-dependent manner, via the p38MAPK/Sp-
1/MMP-9 pathway. For this reason, they are being considered
as potential targets in the treatment of diseases such as
atherosclerosis and restenosis [30]. The pathophysiological
role of IL-16 and downstream signaling molecules in PAH
have not been investigated yet.

We also observed significant correlations of IL-17E (pos-
itive) and GRO« (negative) with patient age, considered as
an index of disease severity and progression in PAH-CHD
[31, 32]. IL-17E and MIF are capable of eliciting a Th2-
type immune response [33, 34] shown to be involved in
experimental pulmonary vascular remodeling [35]. GRO« is
a CXC chemokine known to play a central role in thrombin-
induced angiogenesis associated with tumor growth [36].
A potential implication for the age-dependent decrease in
GRO« is that reduction of distal pulmonary vessels does
occur in pulmonary hypertension associated with CHD and
probably precedes obliterative pulmonary vasculopathy [37].

In patients subjected to catheterization, there was a
positive correlation between serum IP-10 and pulmonary
vascular resistance. IP-10 is a CXC chemokine known to be
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FIGURE 2: Serum concentration of inflammatory mediators (pixel density of chemiluminescence signal) at different levels of pulmonary

blood flow (VTI,y, velocity-time integral of blood flow in pulmonary veins, echocardiographic assessment, n

44) and pulmonary

vascular resistance (PVR/SVR, pulmonary-to-systemic vascular resistance ratio, cardiac catheterization, n = 13). IL-16: interleukin 16; MIF:
macrophage migration inhibitory factor; IP-10: interferon gamma-induced protein-1.

involved not only in the endothelial-leukocyte interaction but
also in the endothelial renin-angiotensin pathway [38]. It is
involved in interferon-associated PAH [39] and plays a role
in idiopathic PAH [40] and chronic thromboembolic pul-
monary hypertension [41]. We also observed a negative corre-
lation of Serpin E1 (formally, plasminogen activator inhibitor-
1, PAI-1) with pulmonary vascular resistance. Despite its
function as an inhibitor of fibrinolysis, Serpin E1/PAI-1 has
a paradoxical protumorigenic role in cancer and has been
shown to promote angiogenesis [42, 43]. Furthermore, Serpin
El/PAI-1 seems to be downregulated in pulmonary artery
smooth muscle cells in idiopathic PAH [44].

In conclusion, correlations were observed between cir-
culating levels of inflammatory mediators and patterns of
clinical, hemodynamic, and histological presentation, sug-
gesting that inflammation has a role in pulmonary vascular
remodeling in young pediatric patients with cardiac shunts.
However, in view of the relatively small number of patients
in the study and so many correlations to be tested, we
would like to focus on the observations that, in our opinion,
are the most consistent ones. The other findings should be

considered as exploratory at the present moment. Essentially,
MIF chemokine was elevated in patients for whom cardiac
catheterization was considered as necessary, and elevated
pulmonary vascular resistance was confirmed. In contrast,
RANTES chemokine was elevated in patients with congestive
heart failure who were assigned to surgery with no need for
catheterization. Furthermore, there seemed to be a positive
correlation between IL-16 level and severity of pulmonary
vascular lesions. Contemporary practice includes therapeutic
measures that allow for the management of postoperative
pulmonary vascular tone instability, although mortality rates
are still high. Hopefully, in the future, specific targeted ther-
apies will allow for stabilization or reduction of preoperative
pulmonary vascular remodeling in this population.
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(11 months old). Preacinar arteries are shown, with focal intraluminal proliferation of endothelial cells (arrow) characterizing the early stage
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takes place, there is absence of the internal elastic lamina, indicating local elastolysis (between the arrow heads). (a) and (b), respectively,
hematoxylin-eosin and Miller’s elastic stain; objective magnification 20x. (¢) Serum levels of IL-16 (geometric mean with 95% CI) in patients
at different degrees of pulmonary vascular abnormalities. “Mann-Whitney test.
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Relation of Cytokine Profile to Clinical and Hemodynamic
Features in Young Patients With Congenital Heart Disease

and Pulmonary Hypertension
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In congenital heart disease, severity of pulmonary hypertension and operability is defined
by noninvasive parameters (clinical history, physical examination, and echocardiography)
and sometimes, cardiac catheterization. We investigated how circulating levels of inflam-
matory mediators correlate with such parameters in a young pediatric population (age,
2.0 months to 3.1 years) and the effects of preoperative pulmonary vasodilator therapy with
sildenafil. Cytokines were analyzed in serum using chemiluminescence signals. In the whole
patient group (n = 47), interleukin 17E, a Th2 immune response mediator increased with
increasing age, considered as a parameter of disease severity (R* = 0.24, p <0.001), whereas
the angiogenic chemokine growth-regulated oncogene alpha decreased (R* = 0.21, p =
0.001). Macrophage migration inhibitory factor chemokine was greater in subjects with
elevated pulmonary vascular resistance (n = 16, p = 0.022), whereas regulated on acti-
vation, normal T cell expressed and secreted chemokine was greater in subjects with pul-
monary congestion due to increased pulmonary blood flow (n = 31, p = 0.037). The
observations were the same for the specific subpopulation of patients with Down syndrome
(p = 0.009 and p = 0.012 for migration inhibitory factor and regulated on activation,
normal T cell expressed and secreted in the respective subgroups). Sildenafil administration
to patients with elevated pulmonary vascular resistance resulted in improvement of pul-
monary blood flow (p = 0.012) and systemic oxygen saturation (p = 0.010), with a
decrease in serum interleukin 6 (p = 0.027) and soluble ICAM-1 (p = 0.011). In conclu-
sion, levels of circulating inflammatory molecules seem to correlate with disease severity in

this population, with potential pathophysiological and therapeutic implications. © 2016
Elsevier Inc. All rights reserved. (Am J Cardiol 2017;119:119—125)

Pediatric patients with congenital cardiac shunts now
undergo repair of the anomalies early in life. For most of
them, treatment is followed by normalization of preopera-
tive clinical and hemodynamic abnormalities. However,
despite early treatment, some patients still have either a
difficult immediate postoperative course or moderate to
more long-term severe residual hemodynamic abnormalities
reflected in an elevated pulmonary vascular resistance.' > A
number of early insults may initiate pulmonary vascular
remodeling. Although the altered hemodynamics creating
increased shear and stretch and disturbed flow are critical
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initiators of remodeling, chronic inflammation likely also
has a role in the extent and potential for reversibility of the
pathology.® '’ The purpose of the present study was to
analyze serum cytokine profile in young candidates to
surgical repair of congenital cardiac shunts. A “higher
pulmonary vascular resistance” group was analyzed for
possible effects of preoperative vasodilator therapy with
sildenafil. The study was approved by the institutional
scientific and ethics committee (CAPPesq #0502/11).

Methods

Young pediatric patients considered for biventricular
surgical repair of congenital cardiac shunts at the Heart
Institute (InCor), University of Sdo Paulo, Brazil, that met
inclusion criteria were consecutively enrolled in the study.
Parents signed a written informed consent before enroll-
ment. All had nonrestrictive septal defects (or communica-
tions between the great arteries) associated with clinical
features suggestive of elevated pulmonary arterial pressure.
Two study groups were defined according to the following
preestablished criteria: 1, age >18 months; 2, absence of
clinical features suggestive of pulmonary overcirculation
and congestion, thus indicating elevation of pulmonary
vascular resistance; 3, presence of Down syndrome; 4,
bidirectional flow across the cardiac communications; and 5,
sustained or intermittent systemic oxygen saturation of
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Table 1
Demographic, diagnostic and functional data in patient groups

Variable Group 1 (n=16) Group 2 (n=31) p value
Age (years) 1.13 (0.76 — 2.48) 0.71 (0.43 — 1.02) 0.009*
Male:Female 5:11 13:18 0.691"
Down syndrome 11 21 0.999"
Weight (Kg) 6.45 (5.40 — 10.40) 6.10 (4.70 — 7.10) 0.141*
Peripheral oxygen saturation (%) 93 (89 — 96) 96 (95 — 98) 0.011*
Diagnosis

A 1 (6%) 1 (3%) 0.451"

B 7 (44%) 17 (55%)

C 7 (44%) 13 (42%)

D 1 (6%) 0 (0%)
Echocardiography

Mean pulmonary arterial pressure (mmHg)"’ 43 (40 — 54) 41 (31 — 52)

Pulmonary-to-systemic blood flow ratio 1.9 (1.3 — 2.6) 2.8 (23 —3.3) *

Velocity-time integral of blood flow in pulmonary veins (cm) 21.4 (15.9 — 23.3) 22.6 (20.2 — 26.0) 0.059*
Cardiac catheterization

Mean pulmonary arterial pressure (mmHg) 52 (43 — 66)

Mean systemic arterial pressure (mmHg) 63 (56 — 73)

Pulmonary blood flow index (L/min/m?) 6.6 (4.8 —7.7)

Pulmonary-to-systemic blood flow ratio 1.7 (1.2 — 2.6)

Pulmonary vascular resistance index (Wood U x m?) 5242 —-289)

Pulmonary-to-systemic vascular resistance ratio

0.42 (0.28 — 0.65)

Results of numeric variables are presented as median and interquartile range. Group 1 and group 2 correspond to patients with greater pulmonary vascular

resistance and greater pulmonary flow, respectively.

Diagnostic categories: A, pretricuspid defects; B, posttricuspid defects (eventually associated with pretricuspid communications), except atrioventricular

septal defects; C, atrioventricular septal defects; D, conotruncal defects.
* Mann-Whitney test.
T Chi-square test.
! Likelihood ratio.
§ Obtained for 10 patients in group 1 and 12 patients in group 2.

<90%. Patients with >3 of these criteria were assumed to
have higher levels of pulmonary vascular resistance and
classified as group 1; preoperative cardiac catheterization
was considered as necessary. Group 1 patients were started
on short-term preoperative treatment with sildenafil. The
remaining patients were assigned to surgery based on
complete noninvasive evaluation only, without preoperative
vasodilator therapy (group 2). A control group was included
for analysis of biochemical parameters (pediatric controls).

In addition to providing anatomic data and mean
pulmonary arterial pressure whenever possible, Doppler
echocardiography was used to estimate the pulmonary-to-
systemic blood flow ratio (Qp/Qs) and the velocity-time
integral of blood flow in pulmonary veins (VTIpy).'"1?
These flow parameters were measured at baseline in all
patients and at the maximal dose of sildenafil (before sur-
gery) in group 1 subjects. Peripheral oxygen saturation was
assessed by pulse oximetry under the same conditions.
Cardiac catheterization was performed at baseline for all
group 1 patients. Pulmonary and systemic blood flow were
calculated by the Fick method and used in the assessment of
pulmonary vascular resistance.

The objective of pulmonary vasodilator therapy was to
render patients better surgical candidates as far as possible,
not to make inoperable subjects operable. Sildenafil was
started at the dose of 1.0 mg/kg/day, and increased pro-
gressively until one of the following situations: 1, dyspnea
associated with an elevation in peripheral oxygen saturation
and need for an increase in diuretics, and/or improvement of

echocardiographic pulmonary blood flow measurements,
indicating a favorable response and need to proceed to
surgical correction; 2, absence of any of these effects at a
maximum tolerated dose of 5.0 mg/kg/day, indicating an
unfavorable response and failure to proceed to surgery; 3,
decrease of >10% in mean systemic blood pressure at any
sildenafil dose, indicating the need for dose reduction; 4,
development of clinically relevant adverse effects at any
sildenafil dose, indicating the need for discontinuation.
Transition from 1.0 to 1.5 or 2.0 mg/kg/day of sildenafil was
carried out in 2 to 3 days, if response criteria were not
achieved. Escalation to higher doses (e.g., 2.0 to 5.0 mg/kg/
day) required at least 1 week of observation. For patients
using higher doses (4.0 to 5.0 mg/kg/day according to the
tolerance) to be considered as nonresponders, at least
4 weeks of observation was considered as necessary.
Complete pretreatment ophthalmological evaluation was
performed for all group 1 patients before and after the
course of sildenafil.

Samples of peripheral venous blood were obtained for
cytokine measurements. Two samples were obtained from
group 1 patients. The first one (baseline) was collected 8 to
70 days before surgery (duration of sildenafil treatment).
The second one was collected at peak sildenafil dose, 1 day
before surgery. In group 2, one single sample was collected
1 day before surgery. Serum aliquots were stored at —80°C
until use. Cytokines and related proteins were analyzed
using a human cytokine array (R&D Systems, Minneap-
olis, Minnesota). The manufacturer and immunoblotting
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Figure 1. Baseline circulating levels of GROo. and IL-17E as a function of age (considered as an index of pulmonary vascular disease severity) in pediatric
subjects with nonrestrictive cardiac communications and healthy pediatric controls. Logarithmic transformation (Ln) was required for regression analysis of IL-
17E. Group 1 and group 2 correspond to subjects with greater pulmonary vascular resistance and greater pulmonary flow, respectively. The regression equation
for GROd. (whole patient population, n = 47) was: y = 2,043 — 955 x Ln(x), R%>= 0.21, p = 0.001; controls (n = 13): y = 2,670 — 328 x X, R?>= 0.07,p =
0.377. The regression equation for IL-17E (patients, n = 47) was: y = 4.61 4 0.46 x x, R? =0.24, p <0.001; controls (n = 13): y = 5.59 — 0.09 X x, R?>=
0.01, p = 0.710. Short and long arrows indicate patients who were inoperable and patients who died, respectively.
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Figure 2. Baseline serum levels of MIF and RANTES chemokines in pediatric subjects with congenital cardiac communications, with or without signs of
elevated pulmonary vascular resistance (respectively, group 1 and group 2). (A) and (B) represent the whole patient group (group 1, n = 16; group 2, n = 31).
(C) and (D) represent patients with Down syndrome (group 1, n = 11; group 2, n = 21). Controls for the whole group (n = 13) and for the Down syndrome
subgroup (n = 5) are presented. Results are expressed as mean with standard error. MIF concentration was adjusted for the age. p Values correspond to multiple
comparison tests after analysis of covariance (MIF) or analysis of variance (RANTES).

procedures were as previously reported.”” Chem-
iluminescence was used for semiquantitative detection. The
average signal (pixel density) of the pair of duplicate spots
representing each cytokine was normalized using internal

controls on the same membrane. Fifteen of the 36 proteins
that were analyzed (between and within assay coefficients
of variability, 3.7% and 2.0% respectively) had signals
within the detection level and were relevant in terms of
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Figure 3. Representative dot blots (duplicates) showing increased concen-
tration of MIF chemokine (1) in a group 1 patient (A) compared with a
group 2 patient (B) and a healthy pediatric control (C). Also indicated by
numbers are RANTES chemokine (2), soluble ICAM-1 (3), serpin E1 (4),
and GROda. chemokine (5). Internal controls are on the right and left
borders.

relations to clinical features: growth-regulated oncogene
alpha (GROa); human CC chemokine 1-309 (I-309); sol-
uble intercellular adhesion molecule-1; interleukins (ILs) 6,
10, 13, 16, 17E, and 23; macrophage migration inhibitory
factor (MIF); macrophage inflammatory protein-1 beta;
regulated on activation, normal T cell expressed and
secreted (RANTES); serpin El; stromal cell—derived
factor-1 (SDF-1); soluble triggering receptor expressed on
myeloid cells-1.

Results of numeric variables are presented as median
with range or interquartile range or mean with standard er-
ror. Categorical variables are reported as proportions or
percentages. Differences between the study groups were
analyzed using the Student ¢ test, Mann-Whitney test,
chi-square test, or the likelihood ratio. Differences involving
the study groups and controls were tested by analysis of
variance or the Kruskal-Wallis test. Analysis of covariance
was used to adjust for age. Differences between conditions
(e.g., baseline vs vasodilator therapy) were analyzed using
the paired ¢ test or the Wilcoxon test. Regression (linear and
nonlinear) and correlation procedures were used to test for
possible associations of biochemical data with clinical and
hemodynamic parameters. The coefficient of determination
(R?), Pearson’s coefficient (r) or Spearman’s rho (rs) was
calculated accordingly. Logarithmic transformation (Ln) of
the dependent variable was eventually necessary. In all
statistical procedures, 0.05 was assumed as the significance
level. All tests were carried out using the IBM SPSS sta-
tistical software, version 22, Armonk, New York.

Results

Forty-seven patients were enrolled, with age range of
2.0 months to 3.1 years (median, 10 months). Demographic,
diagnostic, and functional data are presented in Table 1.

Compared with group 2, group 1 patients had lower Qp/Qs
ratio. They were a little older and had lower peripheral
oxygen saturation, although these variables were among the
criteria for group classification. Cardiac catheterization data
confirmed elevation of pulmonary arterial pressure and
pulmonary vascular resistance in group 1. Pulmonary-to-
systemic vascular resistance ratio (PVR/SVR) was directly
associated with patient age (R* = 0.36, p = 0.014). Pediatric
controls (n = 13) included for biochemical analyses were
aged 10.3 months to 3.2 years (1.95 [1.22 to 2.36], median
and interquartile range). Five of them had Down syndrome.
The lack of controls under the age of 10 months was
considered as a limitation of the study.

Group 1 patients were treated preoperatively with silden-
afil for 8 to 70 days (median, 25 days). The maximal sildenafil
dose per patient was 1.5 to 5.0 mg/kg/day (median, 3.0 mg/kg/
day) with no adverse effects. Thirteen of 16 patients had
changes in clinical and/or echocardiographic variables that
suggested effective pulmonary vasodilation. They were
shortly assigned to surgery. Three patients did not develop
any signs to pulmonary overcirculation. They were consid-
ered as unsuitable for corrective surgery. In 2 of them,
pulmonary vascular resistance was 8.9 and 14.5 units x m>.
The third one had a pulmonary vascular resistance of
4.6 units x m” but had a diagnosis of persistent truncus
arteriosus, age of 2.5 years, with no signs of congestive heart
failure at all. All 31 group 2 patients were operated on. There
were 3 immediate postoperative deaths (all cause mortality of
6.4%). In 2 group 1 patients, death was associated with severe
pulmonary hypertensive crises. Histological examination of
the lungs revealed widespread medial hypertrophy of small
pulmonary arteries; additionally, one of them had intimal
proliferative lesions. Death in the third patient (group 2) was
unrelated to pulmonary vascular disturbances.

When patients were analyzed as a whole (n = 47), there
were significant correlations of cytokine levels with age
(GRO4, rs = —0.47, p <0.001; IL-13, r = 0.33, p = 0.022;
IL-17E, rs = 0.44, p = 0.002), Qp/Qs ratio (interferon gamma,
rs = —0.33, p = 0.027; IL-23, rs = —0.37, p = 0.011; IL-10,
rs = 035, p = 0.018) and VTlpy (I-309, rs = —0.29,
p = 0.048; IL-16, rg = —0.34, p = 0.018; macrophage in-
flammatory protein-1 beta, rs = —0.29, p = 0.049; SDF-1,
rs = —041, p = 0.004; soluble triggering receptor
expressed on myeloid cells-1, rg = —0.35, p = 0.015). Thus,
except for IL-10, all correlations with pulmonary blood flow
were negative. The associations between patient age and the
concentrations of GRO« and IL-17E are shown in detail in
Figure 1. Curves were similar when subjects with Down
syndrome were considered separately (n = 32, not shown),
with sufficient power for analysis of IL-17E (R* = 0.21,
p = 0.008) but not GROa (R2 = 0.09, p = 0.103). No clear
associations with age were observed in controls (Figure 1).

When patient groups were analyzed comparatively,
elevated concentration of MIF chemokine was found to be a
characteristic of group 1, whereas elevated RANTES che-
mokine was typically observed in group 2 compared with
group 1. Observations were similar for the specific sub-
population of subjects with Down syndrome (Figure 2).
Representative dot blots are shown in Figure 3. In addition,
in group 1, a borderline positive association was observed
between IL-17E level and pulmonary vascular resistance
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Figure 4. Effects of oral vasodilator therapy (sildenafil) on hemodynamic, oximetric, and biochemical parameters (group 1, n = 16). Represented are

pulmonary-to-systemic blood flow ratio (Qp/Qs, echocardiography), peripheral oxygen saturation (O, Sat), and serum concentrations of IL-6 and SICAM-1.
Error bars represent mean with standard error for SICAM-1 (paired 7 test used to analyze changes) and median with interquartile range for the other parameters

(analyzed using the Wilcoxon test).

expressed as PVR/SVR ratio (R = 0.25, p = 0.049). The
upper IL-17E level observed in controls corresponded to a
chemiluminescence signal of 401 pixels. The 3 group 1
patients considered as unsuitable for surgery had IL-17E
signals of 414, 485, and 1,084 pixels.

The effects of sildenafil therapy on clinical and
biochemical variables are shown in Figure 4. There was a
significant increase in Qp/Qs ratio associated with
improvement of peripheral oxygen saturation. Serum level
of IL-6 decreased significantly. Soluble ICAM-1 did not
change when all group 1 patients were analyzed as a whole
but decreased significantly in subjects who had a >10%
increase in Qp/Qs ratio as a result of vasodilator therapy. No
other cytokine changes were observed.

Discussion

In the study, we demonstrated associations between
clinical and biochemical parameters (markers of inflamma-
tion) in young candidates to surgical repair of congenital
cardiac communications. This leads to the assumption that
inflammation plays a role in altered pulmonary vascular
dynamics that takes place in the first months or years of life
in this population. GROa and IL-17E correlated with patient
age, which has been considered as an index of pulmonary
hypertension severity.”'* Levels of several proteins corre-
lated inversely with pulmonary flow parameters, suggesting
a direct relation to pulmonary vascular resistance. MIF and
RANTES chemokines characterized high-risk and low-risk

patients, respectively, including subjects with Down syn-
drome. It seems important to have markers for sub-
populations of patients with Down syndrome. In terms of
pulmonary hypertension, all patients with Down syndrome
have been considered as “high-risk” so far. Perhaps, this
generalization is inappropriate. Finally, there were
biochemical responses to sildenafil treatment, suggesting
that the effects of pulmonary arterial hypertension therapies
go beyond the limits of simple vasodilation. A similar
beneficial effect of sildenafil on cytokine production, inde-
pendent and additional to its vasodilatory effect has been
demonstrated in experimental pulmonary hypertension.'”

MIF and GROGd. are members of the CXC chemokine
subfamily and are expressed by a number of cells, including
components of the vascular wall. Binding of MIF to CXCR2/
CD74 complex elicits chemotaxis and arrest of monocytes
and T cells, which is central in inflammatory disorders and
atherogenesis.'” " The pleiotropic nature of this chemokine
is illustrated by activation of several signaling pathways that
result in inhibition of apoptosis (endothelial cells) and in-
duction of cellular proliferation (smooth muscle cells).® Tts
role in pulmonary hypertension has been investigated and
confirmed.'® " Interestingly, both MIF and IL-17E have
been shown to elicit Th2-type immune response,”' > which
has been demonstrated to play a role in pulmonary vascular
remodeling in animal models.”

Another observation of potential pathophysiological in-
terest was the elevated concentration of GROd early in life,
with a subsequent exponential decay. GROa plays a central
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role in angiogenesis, particularly in thrombin-induced
vascular growth.”* Tt is known that decreased density of
small intraacinar pulmonary vessels is an index of severity
of pulmonary vasculopathy in congenital heart disease.”
We therefore speculate that an age-dependent decrease in
GROa concentration might contribute to impairment of
pulmonary vascular growth in young patients with cardiac
shunts.

Of the negative correlations that we observed between
cytokine levels and pulmonary flow parameters, the one
involving SDF-1 deserves consideration, as this chemokine
has been shown to play an important role in neointima
formation and maladaptative vascular response to injury.”
In contrast, RANTES, a member of the CC chemokine
subfamily was greater in patients with higher pulmonary
blood flow (group 2). It is known that infants with pulmo-
nary congestion due to cardiac shunts are predisposed to
repeated respiratory infections, and RANTES is associated
with respiratory viral insults.”’

Although this study was planned essentially to provide
additional data on the pathophysiological role of inflamma-
tion in pediatric pulmonary arterial hypertension, it is possible
to anticipate potential clinical implications. It is now possible
to identify subjects with cardiac communications at a greater
risk of perioperative complications that deserve special
attention and care. Identification of such patients is based on a
number of clinical features (group 1 characteristics). Com-
plete echocardiographic and sometimes cardiac catheteriza-
tion data are required to create a diagnostic picture that serves
as the basis for planning therapeutic strategies. In the future,
this signature of disease severity will probably be extended by
inclusion of genetic and biochemical markers. Mediators of
inflammation will probably have a place as part of the pre-
operative picture of disease severity. Importantly, pulmonary
vasoreactivity alone can no longer be considered as a pre-
dictor of favorable postoperative course. In this study, both
group 1 patients who died after surgery were responders to
sildenafil therapy, with a >10% increase in Qp/Qs ratio and
decreased circulating levels of IL-6 and ICAM-1. Thus, pul-
monary vasoreactivity is now considered just as “one of the
pieces of the puzzle.”
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