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RESUMO

Souza MFS. Elementos hemodinamicos e de resposta inflamatoria e seu papel
progndstico no contexto do tratamento cirirgico em pacientes pediatricos com
cardiopatia congénita e hipertensdo pulmonar [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2021.

AlteracOes estruturais e funcionais estao presentes na circulagao pulmonar em
pacientes com comunicacgdes cardiacas congénitas. A inflamacg&o tem um papel
primordial no remodelamento vascular pulmonar que acompanha esta condicao.
Todo este processo tem implicagdo na indicagdo cirirgica e no padrao
hemodindmico pulmonar no periodo poés-operatério imediato e tardio.
Informacdes sobre a relacdo entre hemodindmica pulmonar pdés-operatoria,
inflamacé&o e desfechos de curto, médio e longo prazo, em pacientes pediatricos
submetidos a cirurgia, sdo escassas. Desta forma, este estudo teve por objetivo
investigar em pacientes pediatricos, no contexto do tratamento cirdrgico,
possiveis relacdes entre hemodindmica pulmonar, elementos de resposta
inflamatéria e eventos clinicos no periodo pos-operatério. Além disso, identificar
possiveis preditores de pressdo arterial pulmonar persistentemente alterada
apos a alta hospitalar. METODOS: Estudo do tipo prospectivo, de coorte, com
observacBes de caréater longitudinal, envolvendo a comparacéo entre grupos
hemodinamicos. A coleta de dados ocorreu entre os anos de 2016 e 2018. O
protocolo do estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq 4324/15/151) e teve o suporte financeiro da
Fundacéo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP — Processo
n°®2016/21587-5). Foram incluidas 40 criancas com idade mediana de 11 meses,
sendo 63% com sindrome de Down, submetidas ao tratamento cirdrgico de
correcdo do defeito do septo atrio ventricular (60%) ou comunicagao
interventricular (40%). A coleta dos dados clinicos, cirdrgicos, laboratoriais e
hemodindmicos ocorreu durante o periodo de internacdo. A ecocardiografia
transtoracica foi realizada seis meses ap0s a correcdo cirlrgica para
determinacado nao invasiva da pressao arterial pulmonar. A resposta inflamatéria
foi avaliada pela analise de 36 marcadores séricos especificos, na condi¢ao
basal, quatro e 24 horas apds o término da circulacdo extracorpérea, além de
elementos celulares e humorais pesquisados habitualmente na rotina
assistencial. No periodo pds-operatorio, os pacientes ficaram monitorizados com
cateter em artéria pulmonar e pressao arterial sistémica invasiva por 72 horas. A
razao entre as pressdes medias arteriais pulmonar e sistémica foi mensurada no
periodo pés-operatério e a média dos quatro primeiros valores (PAP/PASrol)
com medidas obtidas a cada duas horas na unidade de cuidados intensivos, foi
usada para categorizar os pacientes em dois grupos: PAP/PASpol < 0,40 (22
pacientes) e PAP/PASrol > 0,40 (18 pacientes). Eventos Cardiorrespiratorios e
Hemodindmicos Relevantes (ECRHR) foram definidos antes do inicio do projeto
como uma conjuncdo de alteracdes cardiocirculatorias e respiratérias
importantes. RESULTADOS: A situacdo hemodinamica pulmonar observada
nas primeiras seis horas apo6s a cirurgia (PAP/PASpol) correlacionou com os
dados obtidos no centro cirtrgico (p<0,001) e antecipou a curva pressorica
registrada nos 2,5 dias subsequentes (p<0,001). Na comparacao entre grupos,
cinco marcadores inflamatérios se mostraram elevados no grupo PAP/PASkpol
> 0,40 comparativamente ao grupo PAP/PASror < 0,40: G-CSF (p=0,040),



IL1-RA (p = 0,020), IL-6 (p=0,003), IL-21(p=0,047) e volume plaguetario médio
(p=0,018). A condicdo PAP/PASrolI > 0,40 e o nivel sérico elevado da proteina
MIF no periodo pés-operatorio imediato mostraram-se preditores de ECRHR
(hazard ratio e IC 95%, respectivamente, 5,07 (1,10 - 23,45), p=0,038, e 3,29
(1,38 — 7,88), p<0,001). Os ECRHR ocorreram em 27,5% dos pacientes e
influenciaram o tempo de ventilagdo mecéanica (p<0,001). A condicao
PAP/PASProl > 0,40 foi preditora de presséo sistolica arterial pulmonar elevada
(> 30 mmHg, pela ecocardiografia) seis meses apos a cirurgia (hazard ratio 7,50
(1,72 — 32,80), p=0,007). CONCLUSOES: O padrdo de comportamento
hemodinamico pulmonar foi identificado no inicio do periodo pos-operatério e
correlacionou-se com parametros hemodinamicos do centro cirdrgico ao final da
circulacdo extracorporea. PAPA/PASror > 0,40 correlacionou-se com niveis
circulantes de marcadores inflamatorios mensurados tanto no periodo pré como
no pos-operatorio imediato: IL-6, IL1-RA, G-CSF, IL-21 e volume plaquetario
médio. O comportamento hemodinamico inicial e o nivel da proteina MIF na
guarta hora correlacionam-se com Eventos Cardiorrespiratorios Hemodinamicos
Relevantes. A evolugdo da pressédo arterial pulmonar seis meses ap0s o
tratamento cirdrgico pode ser prevista a partir do comportamento hemodinamico
pulmonar no periodo pés-operatério imediato.

Descritores: Cardiopatias congénitas; Circulacdo pulmonar; Hipertensao
pulmonar; Hemodinamica Pulmonar; Cirurgia toracica; Inflamacéo; Citocinas;
Quimiocinas; Progndéstico.



ABSTRACT

Souza MFS. Hemodynamic and inflammatory response elements and their
prognostic role in the context of surgical treatment in pediatric patients with
congenital heart disease and pulmonary hypertension [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2021.

Structural and functional changes are present in the pulmonary circulation in
patients with congenital cardiac communications. Inflammation, which comes
alongside with this condition, plays a major role in pulmonary vascular
remodeling. This process has implications for the surgical indication and for the
pulmonary hemodynamic performance, both in the immediate and late
postoperative period. There is currently little information on the correlation among
postoperative pulmonary hemodynamics, inflammation, and outcomes in
pediatric patients undergoing surgery. Thus, this study aimed at investigating
relationships among pulmonary hemodynamics, elements of inflammatory
response, and clinical events in the postoperative period in pediatric patients
undergoing surgical treatment. Furthermore, this study also aimed at identifying
possible predictors of late persistent changes in pulmonary arterial pressure after
hospital discharge. METHODS: Prospective, cohort study with longitudinal
observations involving comparison between hemodynamic groups. Data were
collected from November 2016 to October 2018. The study protocol was
approved by the Ethics Committee for Analysis of Research Projects (CAPPesq
4324/15/151) with the financial support of the Fundacdo de Amparo a Pesquisa
do Estado de S&o Paulo (FAPESP - Process n°® 2016 / 21587-5). Forty children
were included with median age of 11 months, 63% of whom had Down syndrome.
They underwent surgical treatment to correct either the atrioventricular septal
defect (60%) or the ventricular septal defect (40%). The collection of clinical,
surgical, laboratory, and hemodynamic data occurred during the hospitalization
period. Transthoracic echocardiography was performed six months after surgical
correction for noninvasive determination of pulmonary arterial pressure. The
inflammatory response was assessed at baseline (before surgical procedure) and
4 hours and 24 hours after the end of cardiopulmonary bypass - by the analysis
of 36 specific serum markers. In addition, cellular and humoral elements were
also investigated as part of the hospital routine. Postoperatively, pulmonary and
systemic pressure were monitored with invasive indwelling catheters for 72
hours. The pulmonary/systemic mean arterial pressure ratio was also obtained.
The mean of the first four values (PAP/PASpoi), with measurements obtained
every two hours in the ICU, was used to categorize the patients into two groups:
PAP/PASror < 0.40 (22 patients) and PAP/PASpror > 0.40 (18 patients). The
relevant cardiorespiratory and hemodynamic events were defined prior to the
study as a composite of major cardiocirculatory and respiratory disturbances.
RESULTS: The pulmonary hemodynamic performance observed in the first six
hours after surgery (PAP/PASpoi) was correlated with data obtained in the
operating room (p <0.001) and anticipated the pressure curve recorded in the 2.5
days (p <0.001). As for the comparison between hemodynamic groups, it was
observed that five inflammatory markers were shown to be elevated in patients
with PAP/PASpol > 0.40: G-CSF (p=0.040), IL1-RA (p=0.020), IL-6 (p=0.003), IL-
21 (p=0.047) and mean platelet volume (p=0.018). The PAP/PASpol > 0.40
condition and the elevated serum level of the MIF protein in the immediate



postoperative period were shown as predictors of relevant cardiorespiratory and
hemodynamic events (hazard ratio with 95% ClI, respectively, 5.07 (1.10 - 23.45),
p=0.038, and 3.29 (1.38 - 7.88), p < 0.001). Besides, relevant cardiorespiratory
and hemodynamic events influenced the time of mechanical ventilation (p <
0.001). The PAP/PASProI > 0.40 was a predictor of elevated pulmonary arterial
systolic pressure (> 30 mmHg, by echocardiography) six months after surgery
(hazard ratio 7.50 (1.72 - 32.80), p=0.007). CONCLUSIONS: The pattern of
pulmonary hemodynamic performance was identified at the beginning of the
postoperative period and correlated with hemodynamic parameters in the
operating room at the end of cardiopulmonary bypass. PAP/PASpoI > 0.40 was
correlated with circulating levels of inflammatory markers measured both before
surgery and in the immediate postoperative period as IL-6, IL1-RA, G-CSF, IL-
21, and mean platelet volume. The initial postoperative hemodynamic
performance and the level of the MIF protein four hours postoperatively were
correlated with relevant hemodynamic and cardiorespiratory events. The
evolution of pulmonary arterial pressure six months after surgery can be
predicted by taking into consideration the pulmonary hemodynamic performance
in the immediate postoperative period.

Descriptors: Heart defects, congenital; Pulmonary circulation; Hypertension,
pulmonary; Pulmonary Hemodynamic; Thoracic surgery; Inflammation;
Cytokines; Chemokines; Prognosis.
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Alteracbes estruturais e funcionais estdao presentes na circulacdo
pulmonar em pacientes com comunicag¢des congénitas entre camaras cardiacas
e entre grandes artérias. Na faixa etaria pediatrica, estas alteracdes séao criticas,
pois terdo influéncia sobre o planejamento e sobre os resultados do tratamento
corretivo da cardiopatia subjacente ®. Na fase de investigacdo diagnodstica, as
alteracoes estruturais e funcionais tém impacto na indicacdo de procedimentos
corretivos, sendo que em alguns casos, dependendo do grau de evolugéo, pode
haver dificuldade no encaminhamento para correcdo ' 2. No momento do
tratamento, alguns pacientes submetidos a intervengao cirirgica terdo curso
pos-operatorio tormentoso com alteracfes hemodindmicas e eventos clinicos
relevantes 3. Apds a alta hospitalar, no seguimento a médio e longo prazo,
determinados pacientes persistirdo com pressdo pulmonar elevada apoés ter
sido corrigido o defeito cardiaco, seja de forma percutanea, seja por meio de

cirurgia 4 °.

1.1 Avaliacdo pré-operatoria e valores de referéncia para presséo

arterial e resisténcia vascular pulmonar

Os pacientes portadores de defeitos de septacdo cardiaca ou
comunicacdes entre as grandes artérias, na auséncia de lesGes obstrutivas
direitas, cursam com aumento da pressao em territorio pulmonar. A elevacéo da
pressao arterial pulmonar depende tanto do aumento do fluxo sanguineo como
do aumento da resisténcia vascular. Nos pacientes considerados para o

tratamento cirargico, toda estratégia de avaliagdo pré-operatoria se baseia em
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analisar a magnitude destes componentes. Clinicamente, o aumento do fluxo
sanguineo pulmonar se expressa por fenbmenos congestivos, dispneia,
insuficiéncia cardiaca e deficit de ganho ponderal. Pacientes apresentando estas
caracteristicas sdo encaminhados para o tratamento cirirgico apds cuidadosa
avaliacdo diagnéstica nao invasiva. Individuos com elementos clinicos
sugestivos de aumento de resisténcia vascular pulmonar (auséncia de
insuficiéncia cardiaca, auséncia de congestdo e queda na saturacdo arterial
periférica de oxigénio) necessitam ser encaminhados ao cateterismo cardiaco
para realizacdo de medidas hemodinamicas e teste de vasorreatividade frente
ao uso de vasodilatadores, antes da decisédo cirtrgica *:6 7.

Com relacgao as variaveis hemodinamicas, os valores ndo séo definidos
especificamente para a populacdo pediatrica. Até o presente momento, 0s
comités pediatricos tendem a seguir as mesmas definicbes estabelecidas para
adultos, sendo a Ultima atualizacédo feita em 2018 8 °. A condicéo de hipertensao
pulmonar, assim como suas modalidades hemodinamicas, € definida a partir do
valor da pressdo média arterial pulmonar, da pressdo de encunhamento e do
valor da resisténcia vascular. A Tabela 1 orienta o diagndstico da hipertensdo
arterial pulmonar, também chamada pré-capilar, da hipertensdo pulmonar pés-
capilar e da hipertensdo mista, pré e pos-capilar 8.

No contexto da indicacdo cirargica em pacientes com shunts cardiacos,
alguns valores de variaveis hemodinamicas tém sido considerados em
consensos de especialistas, embora sem evidéncia baseada em estudos

controlados.
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Tabelal- Definigbes hemodindmicas de hipertens&o pulmonar 8

Defini¢bes Caracteristicas

PMAP > 20 mmHg

Hipertenséo pulmonar pre-capilar Press&o de encunhamento < 15 mmHg
RVP >3 WU x m?

PMAP > 20 mmHg

Hipertensdo pulmonar pés-capilar isolada Pressdo de encunhamento > 15 mmHg
RVP <3 WU x m?

PMAP > 20 mmHg

Hipertens&o pulmonar mista, pré e pos-capilar  pressio de encunhamento > 15 mmHg
RVP >3 WU x m?

PMAP, pressédo média arterial pulmonar; RVP, resisténcia vascular pulmonar; WU x m?, unidades Wood
por metro quadrado.

No contexto da indicagdo cirargica em pacientes com shunts cardiacos,
alguns valores de variaveis hemodinamicas tém sido considerados em
consensos de especialistas, embora sem evidéncia baseada em estudos
controlados. O algoritmo apresentado na Figura 1 resume a utilizacdo destas
variaveis. Para pacientes que requerem cateterismo cardiaco, niveis de
resisténcia vascular pulmonar e raz&o entre as resisténcias vasculares pulmonar
e sistémica < 6 unidades Wood x m? (U x m?) e < 0,3, respectivamente, sdo
considerados pouco elevados e dificilmente constituirdo obstaculo a correcéo da
cardiopatia congénita. Niveis entre 6 e 8 - 9 U x m? e entre 0,3 e 0,5,
respectivamente, sdo considerados moderadamente elevados. Acima destes,
temos niveis mais preocupantes * 1°,

Em criancas com cardiopatia congénita, o teste agudo de
vasorreatividade pulmonar é realizado visando a obtencdo de resposta em

relacdo a resisténcia vascular pulmonar e a razdo entre as resisténcias
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vasculares pulmonar e sistémica. O teste, em geral, é realizado com a utilizacao
de Oxido nitrico (20 a 80 partes por milhdo) e/ou oxigénio (concentracbes
proximas a 100%), sendo considerado como resposta positiva, uma reducao de
pelo menos 20% nas duas variaveis citadas em relacédo aos valores basais. Em
individuos com alterac6es hemodinamicas consideradas acentuadas, mesmo na
presenca de um teste de vasorreatividade positivo, 0 encaminhamento imediato
para tratamento cirdrgico pode nao ser apropriado. Aqui também, mesmo na
auséncia de evidéncias baseadas em estudos controlados, uma possivel
alternativa seria a utilizagéo de terapia vasodilatadora pulmonar por via oral, por
dias ou semanas, com reavaliagdo hemodinamica posterior para tomada de
decisdo 1 7-1%. 12,

A preocupagao com a hipertenséo pulmonar nos pacientes submetidos
a correcao cirurgica das anomalias cardiacas néao finaliza na alta hospitalar.
Estes pacientes necessitam reavaliacdo peridédica posteriormente a cirurgia.
Aqueles encaminhados para o cateterismo no periodo pré-operatorio,
provavelmente necessitardo medidas hemodinamicas invasivas apdés o
tratamento cirlrgico. Esta avaliacdo, em geral, se faz entre seis meses'? e um
ano apoés a alta hospitalar 3. No entanto, a grande maioria dos pacientes que
sédo operados com base na avaliacado diagndstica nao invasiva € acompanhada
por meio de determina¢fes ecocardiograficas periddicas. Em tais avaliacfes, a
pressdo sistdlica arterial pulmonar, idealmente, deve situar-se abaixo de 30

mmHg, sendo considerados preocupantes niveis superiores de 40 mmHg 4.
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Avaliacao clinica e hemodinamica

Shunt esquerda —» direita
Insuficiéncia cardiaca congestiva

Dficit ponderal
Saturagao periférica de O, > 95% - sem diferenca entre as extremidades superiores e inferiores

Presentes

Operavel |

Ausentes
« PCA

*  TGA (com ou sem CIV)
» Tronco arterial comum
« DSAVT

* CIV nao restritiva

+ Janela aortopumonar

Cateterismo Cardiaco

Considerar:

« Idade

« Tipo e tamanho da
anomalia

« Associagdo com
sindromes

IRVP basal < 6 WU x m?
RVP/RVS < 0,3

IRVP basal entre 6 e 8-9 WU x m?
RVP/RVS 0,3-0,5

IRVP basal >8 -9
RVP/RVS >0,5

Prova de vasorreatividade pulmonar
como informagédo complementar

necessaria

Prova de vasorreatividade pulmonar absolutamente

| Considerar cirurgia |

[] C]

| Terapia vasodilatadora I

Provavelmente
inoperavel
Possibilidade de
terapia vasodilatadora

Risco de sérias
complicagdes pos-operatdria

Reavaliagdo

Figura 1 — Aspectos da avaliacdo pré-operatéria de pacientes com cardiopatia congénita e hipertensao
pulmonar. A prova de vasorreatividade pulmonar é considerada positiva quando na presenca de oxido
nitrico isolado e/ou oxigénio em altas concentragdes ocorre queda de pelo menos 20% no indice de
resisténcia vascular pulmonar e na razdo entre as resisténcias vasculares pulmonar e sistémica. CIV,
comunicacao interventricular; DSAVT, defeito do septo atrioventricular total; PCA, persisténcia do canal
arterial; IRVP, indice de resisténcia vascular pulmonar; RVP/RVS, razdo entre resisténcia vascular
pulmonar e resisténcia vascular sistémica. Esquema modificado a partir das referéncias 2 6 10,
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1.2 Remodelamento vascular pulmonar

As alteracbes vasculares pulmonares associadas as cardiopatias
congénitas tém sido estudadas sob o ponto de vista de biologia celular e
molecular, com varios aspectos descritos de maneira pormenorizada. Os
mecanismos celulares, sobretudo em mausculo liso vascular, envolvem
alteracbes no comportamento de canais ibnicos, componentes mitocondriais,
enzimas intra e extracelulares e fatores peptidicos de crescimento, além de uma
enormidade de receptores e vias de sinalizacdo. Todos estes mecanismos
concorrem para a proliferacdo celular, inibicdo de apoptose e reorganizagcédo da
matriz extracelular, resultando no remodelamento vascular pulmonar 518,

As alteracdes estruturais presentes nos vasos pulmonares foram bem
caracterizadas por Heath e Edwards ° no ano de 1958, compreendendo desde
a hipertrofia da camada média das pequenas artérias e arteriolas até lesdes
oclusivas, dilatadas e outras mais avancadas. A classificagédo proposta por estes
autores permanece como uma referéncia até os dias atuais e propde seis niveis
de lesbes. O grau | refere-se a hipertrofia isolada da tdnica média das pequenas
artérias e arteriolas pulmonares; o grau Il a proliferacéo fibro-intimal; o grau lll &
ocluséo total do lumen; o grau IV as lesbes plexiformes; o grau V as lesbes
angiomatoides com dilatacéo; e o grau VI a necrose fibrinoide da parede do vaso.
A Figura 2 apresenta imagens segundo os graus das alteracdes vasculares

considerados por Heath e Edwards *°.
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Figura 2 — Imagens das altera¢g8es vasculares pulmonares publicadas por Heath e Edwards em 1958. Grau
I, acentuada hipertrofia da camada média arteriolar. Grau Il, proliferagdo intimal. Grau Ill, hipertrofia da
camada média e fibrose intimal. Grau IV, lesGes plexiformes. Grau V, lesdes com aspecto angiomatoide.
Grau VI, presenca de arterite necrotizante °.
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AlteracOes vasculares mais graves séo relativamente infrequentes em
criancas de baixa idade (semanas ou meses de vida), embora existam. No
entanto, as alteracfes consideradas de menor gravidade (grau | - hipertrofia da
camada média arterial), presentes com maior frequéncia, sdo as que podem
trazer consequéncias danosas e desfechos desfavoraveis no periodo pés-
operatdrio de correcio das anomalias cardiacas. E, exatamente, a hipertrofia da
camada média das pequenas artérias e arteriolas pulmonares que constitui a
base estrutural para a vasoconstricdo e aumento da pressao arterial pulmonar
no periodo pds-operatério imediato e mediato 3 2°. A Figura 3 corresponde a
paciente de 8 meses, portador da sindrome da Down, submetido a correcao
cirargica do defeito do septo atrioventricular. A bidépsia pulmonar intra-operatoria
revelou caracteristicamente hipertrofia da camada média arterial, além de outras
lesbes mais avancadas. Este paciente, apdés poucas horas do tratamento
cirdrgico, evoluiu com aumento acentuado da presséao arterial pulmonar seguido
de hipotenséao sistémica e hipoxemia. O quadro clinico persistiu, ndo havendo
resposta ao tratamento inicial. O paciente entrou em colapso circulatorio, sendo
necessario uso de circulacdo assistida (Extracorporeal Membrane Oxygenation
- ECMO) por varios dias. Apés seis meses do tratamento cirurgico e tendo sido
mantido sob terapia vasodilatadora, a pressao arterial e a resisténcia vascular

pulmonar atingiram niveis de normalidade.
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Figura 3 — Exemplo de situagdo pés-operatéria caracterizada como instabilidade grave. Hipertensdo
pulmonar acompanhada de hipotensdo sistémica e hipoxemia. Condi¢do prolongada e ndo responsiva a
medidas rotineiras (0xido nitrico inalado, incremento de sedagéo, correcéo de desvios metabdlicos e ajuste
de drogas vasoativas), requerendo uso de circulagdo assistida (ECMO).

1.3 Elementos inflamatdrios no remodelamento e na resposta vascular

pulmonar

O desenvolvimento e a evolu¢do do remodelamento vascular que leva

as alteracdes estruturais e funcionais dos vasos pulmonares estao intimamente
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relacionados a processos inflamatorios. Estas alteracbes de natureza
inflamatoria sdo descritas em praticamente todas as formas de hipertenséo
pulmonar, inclusive naquela associada as cardiopatias congénitas % 21, Embora
lesbdes do tipo “arterite” sejam raras, a participagdo de células e mediadores
inflamatorios interagindo com elementos da parede do vaso tem sido descrita
tanto em modelos animais como na doenca humana *7-22:23, Na face luminal, as
interacdes entre células endoteliais, leucdcitos e plaquetas respondem pela
liberacdo de citocinas, fatores de crescimento e mediadores de
vasoconstricdo 2. Na camada adventicia, a presenca de células inflamatérias
costuma ser mais evidente, com implicacdo nos processos de apoptose e
crescimento celular 2> 26, Modificagcdes na resposta imune tém sido observadas,
com énfase para citocinas do tipo T helper 2 (Th2) tanto em modelos
experimentais como na condicdo humana ?7-?°. Esta resposta tem sido associada
a proliferacdo de células musculares lisas na vasculatura pulmonar 2.

Em estudos anteriores do nosso grupo, foi investigado o perfil pré-
operatorio de mediadores inflamatdrios circulantes em lactentes e criancas de
baixa idade (menos de trés anos), em relacdo aos padroes hemodinamicos de
predominio de fluxo versus aumento da resisténcia vascular pulmonar. Algumas
citocinas e quimiocinas se comportam de forma diferencial. A concentracéo
sérica da proteina MIF (macrofaphage migration inhibitory factor) é elevada em
pacientes com predominio da resisténcia vascular pulmonar, enquanto a
guimiocina RANTES (regulated on activation normal T cell expressed and
secreted) apresenta maiores niveis em pacientes com aumento do fluxo
sanguineo e fendmenos congestivos 24, Além disso, ha citocinas que aumentam

concomitantemente com a idade (entendida como elemento de gravidade)
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enquanto outras diminuem, comportamento ndo observado em controles
pediatricos 2° 3, A proteina MIF, relacionada entre outros aspectos a resposta T
helper 2 (Th2), tem amplo efeito biologico em remodelamento vascular,
notadamente nos pulmdes, estando associada a proliferacdo de células
musculares lisas vasculares e inibicdo de apoptose em células endoteliais 3% 32,
Em nosso grupo, identificamos associacdo entre niveis séricos pré-operatérios
de proteina MIF, aumento de resisténcia vascular pulmonar, hipertrofia arteriolar
em material de bidpsia e variantes genéticas de uma enzima mitocondrial
relacionada a biodisponibilidade de L-arginina (precursora do 6xido nitrico) 33. A
relacdo entre as concentracdes circulatorias das proteinas MIF e RANTES e
padrées hemodinamicos pulmonares foi por nos revista recentemente, com
identificacdo de associacdo significante entre niveis pré-operatorios de MIF e
elevacao da pressao arterial pulmonar seis meses apos o tratamento cirargico,
sobretudo na sindrome de Down 34,

Estimulos proé-inflamatérios estdo presentes em diferentes fases da
doenca em criangas com cardiopatias congénitas. Na fase pré-operatoria (muitas
vezes pré-diagnostica), criancas com defeitos septais cardiacos que cursam com
aumento de fluxo sanguineo e congestao pulmonar sdo predispostas a infeccdes
repetidas de vias aéreas, sobretudo por agentes virais 3> %, Existe, portanto, um
microambiente de constantes insultos inflamatorios em vias aéreas que se torna
indissociavel do ambiente microvascular. As implicacdes desta proximidade de
territdrios e dos fendbmenos biolégicos decorrentes ainda sdo desconhecidas,
embora o0 envolvimento de agentes virais na patogénese da hipertenséo
pulmonar seja cogitado na literatura 3-4°, Na fase perioperatéria, acrescentam-

se os fendbmenos inflamatorios decorrentes do proprio ato cirdrgico e do uso de
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circulagdo extracorporea. Ressalte-se que mediadores inflamatorios, além de
participar em processos de remodelamento, podem induzir vasoconstricdo ou
potencializar o efeito de agonistas 4. O conhecimento destas manifestacdes
inflamatorias torna-se critico para o manejo pés-operatorio, dadas as suas
implicacdes em relacao a instabilidade do tdnus vascular pulmonar e sistémico,
necessidade de mais atencdo aos pacientes sob risco e a possibilidade de

desenvolvimento de estratégias terapéuticas especificas.

1.4 Fatores de risco para instabilidade hemodinamica pulmonar e

sistémica no periodo poés-operatério

1.4.1 Fatores derisco presentes antes do tratamento cirargico

Os principais elementos considerados no periodo pré-operatério sao a
idade, fatores genéticos, presenca da sindrome de Down e o tipo do defeito
cardiaco. A idade é classicamente lembrada como um fator de risco para a
persisténcia da hipertensdo pulmonar apos a correcdo do defeito cardiaco,
sobretudo em pacientes operados apés os dois anos 3. No entanto, a literatura
€ escassa sobre a associacdo entre idade e complicagcbes no periodo pés-
operatério imediato e mediato. Em situacfes individuais, transtornos pés-
operatorios graves podem ocorrer mesmo em criancas muito jovens. A Figura 4,
demonstra a analise anatomopatoldgica de biopsia pulmonar de uma crianca de
40 dias de vida que apés a correcao cirurgica de coarctacdo da aorta evoluiu

para Obito por hipertensdo pulmonar. A investigacdo revelou alteracdes



14
Introducao

vasculares pulmonares avancadas com presenca de lesbes plexiformes

nodulares (grau V).

Figura 4 — Andlise anatomopatoldgica demostrando vasculopatia pulmonar avancada com lesGes
plexiformes, grau IV na classifica¢é@o qualitativa de Heath-Edwards, em crian¢a de 40 dias de vida que foi a
6bito por hipertenséo pulmonar apés cirurgia cardiaca. Painéis a esquerda, coloragdo pela elastina de Miller;
painéis a direita, coloracéo por hematoxilina e eosina, com aumento de objetivas 20X. Cortesia, Professora
Dra. Vera D. Aiello. Laboratério de Patologia do Instituto do Coragdo-HCFMUSP.

Em relacdo aos fatores genéticos, dois polimorfismos sdo conhecidos
pela associacdo com instabilidade hemodinamica pulmonar de criangas logo
apos a correcao dos defeitos cardiacos congénitos. Um deles € o polimorfismo
da enzima mitocondrial carbamil-fosfato sintetase | (CPSI T1405N) que se refere

a transversao de nucleotideo C-para-A no exon 36, resultando na substituicao
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de asparagina (Asn) por treonina (Thr) na posicdo 1405 “2. QOutro é o
polimorfismo da enzima endotelial 6xido nitrico sintetase, implicando também na
troca de aminoacido (GIlu298Asp) “3. Estudos demostraram que criancas
portadoras destas alteracbes apresentam maior probabilidade de desenvolver
hipertensdo pulmonar aguda pdés-operatéria. Os dados sugerem que estes
polimorfismos poderiam ser usados como marcadores genéticos para
predisposicdo a hipertensdo arterial pulmonar no periodo pés-operatério
imediato de correcéo dos defeitos cardiacos congénitos em pediatria 4% 43,
Quanto a presenca da sindrome de Down, presume-se uma associa¢ao
desta com a gravidade da vasculopatia pulmonar 4446, e com a persisténcia da
hipertensdo pulmonar ap6s a correcdo do defeito cardiaco congénito 47 48, A
evolucdo da vasculopatia pode dificultar e em alguns casos, até mesmo
contraindicar a cirurgia. Nos casos cirdrgicos, ndo existe uma demonstracao
clara de associacdo desta sindrome com os transtornos hemodinamicos no
periodo pés-operatério imediato, embora estudos demonstrem uma incidéncia
maior da presséo arterial pulmonar elevada entre os pacientes sindromicos 47 4°.
Finalmente, em relacdo ao tipo de defeito cardiaco, sabe-se que
anomalias como a transposicdo das grandes artérias com comunicacao
interventricular, o tronco arterial comum, a janela aortopulmonar e todas as
comunicacfes pés-tricuspideas cujo diametro € maior que 50% do anel aértico,
gquando nao tratadas precocemente, costumam cursar com alteracdes
vasculares graves %% 51, Sugere-se, portanto, associagdo destas anomalias com
instabilidades hemodinamicas que podem levar a dificuldades no manejo pés-

operatorio.
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1.4.2 Fatores de risco intra-operatérios: circulacdo extracorpoérea e

resposta inflamatoria

A maioria dos defeitos septais cardiacos séo tratados cirurgicamente
com 0 uso da circulacdo extracorporea. Esta induz a uma reacao inflamatéria
sistémica intensa e extensa. A resposta inflamatéria gerada pela circulacédo
extracorporea ocorre principalmente pela exposi¢cao do paciente a uma série de
condi¢Bes nao fisioldgicas. Dentre estas condicGes pode-se citar o contato do
sangue com superficies artificiais; a hipotermia; a parada circulatéria; o fluxo ndo
pulsatil; a isquemia seguida de reperfusdao; a hemodiluicdo; a utilizacdo de
substancias como heparina, protamina e hemoderivados %2 %3, Todo este
processo desencadeia mecanismos celulares e humorais, incluindo a ativagéo
do complemento %* , coagulagéo °° e via da fibrinélise 5°, além da expresséo de
uma gama de mediadores inflamatdrios %6 57. Ocorre a ativacédo endotelial com
expresséo de moléculas de adesédo %8 , recrutamento e ativacéo de leucécitos °°
e plaguetas ®°, producéo e liberagdo de citocinas °¢ %7, radicais livres de oxigénio,
derivados de &cido araquidbnico, e outras substancias vasoativas, além de
enzimas proteoliticas 1. Os eventos inflamatérios podem resultar em uma
sindrome do extravasamento capilar com disfuncdo em mdltiplos érgéos 2 53.62,

Criancas sdo mais susceptiveis a resposta inflamatéria apés a circulacédo
extracorpdrea. Esta observacdo pode ser explicada pelas altas demandas
metabdlicas, vasculatura pulmonar reativa, sistemas organicos imaturos com
homeostase alterada e discrepancia entre o tamanho do circuito da circulacao
extracorpdrea e tamanho do paciente. Assim, a combinacdo de um circuito de

circulacéo extracorpérea grande e o aumento dos fluxos necessarios para suprir
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a demanda metabdlica, resulta em maior exposi¢cdo do sangue a superficie do
circuito e consequentemente maior liberagdo de mediadores inflamatérios 5% 53
63, Estudos investigando mediadores inflamatérios em pacientes pediatricos
apos a circulagdo extracorpérea, demonstraram que a interleucina 6 (IL-6), a
interleucina 8 (IL-8), a interleucina 10 (IL-10) e o fator de necrose tumoral (TNF),
guando aumentados estéo relacionados a piores desfechos clinicos como maior
tempo sob ventilagdo mecéanica, maior tempo de internagdo em unidade de
terapia intensiva e injaria renal % %, Ha diversos estudos sobre o aumento de
permeabilidade capilar, dano tecidual e lesdo de mdltiplos 6rgaos relacionados
a reacdo inflamatéria apds a circulacdo extracorpérea 62 6-68 Entretanto, a
literatura é escassa em relacado ao comportamento da circulacéo pulmonar frente

a esta resposta, principalmente na populacéo pediétrica.

1.4.3 Fatores de risco e fatores desencadeantes de instabilidade apés a

cirurgia

Logo apos a operacao cardiaca, varios fatores podem desencadear ou
contribuir para a instabilidade hemodinamica pulmonar e sistémica. Um destes
fatores é a disfuncdo das células endoteliais, em muitos casos ja presentes no
periodo pré-operatoério e exacerbada pela reacdo inflamatdria apos a circulacao
extracorpérea 6971, A disfuncdo endotelial pode ocasionar instabilidade
hemodindmica devido ao desequilibrio entre a producdo de substancias

vasoconstritoras e vasodilatadoras. O comprometimento da funcdo endotelial
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acarreta deficiéncia na sintese de 6xido nitrico e prostaciclinas e producao
aumentada de endotelina e tromboxane %74,

A disfuncéo cardiaca pré-operatéria (notadamente do ventriculo direito)
e eventuais alteracGes anatdmicas residuais, sdo fatores que contribuem para a
instabilidade poés-operatéria  >77. Acredita-se que as intercorréncias
hemodinamicas no periodo pos-operatério acontecam ndo apenas pela elevacéo
da pressédo pulmonar, mas quando 0s mecanismos compensatérios cardiacos
falham frente a um aumento repentino 7820,

Algumas situacfes séo especificas do periodo pds-operatdrio e podem
ser consideradas como verdadeiros “gatilhos”, capazes de desencadear
elevacles subitas da pressao pulmonar levando a deterioracdo hemodinamica.
Destacam-se a hipdxia de todas as causas (decorrentes de toda e qualquer
condicdo de hipoventilagdo com reducdo na tensdo alveolar de oxigénio) e a
acidose, sabidamente potentes determinantes de vasoconstricdo pulmonar 8182,
Situacbes de estresse como dor, agitagdo psicomotora e reagao a
procedimentos como aspiracdo endotraqueal também podem desencadear

instabilidade 7.

1.5 Comportamento hemodindmico no periodo pos-operatorio

Os mecanismos exatos para o desencadeamento da instabilidade

hemodinamica pulmonar e sistémica no periodo pés-operatério ndo séo

completamente compreendidos. Acredita-se que varios elementos, em
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diferentes situacdes, concorram e interajam para que um evento de instabilidade
possa correr.

A forma mais bem descrita de instabilidade inicia-se com a elevacéo
subita da pressdo pulmonar. Esta elevagcdo leva a um aumento no volume
diastdlico final do ventriculo direito, resultando diretamente em diminui¢cdo no
débito ventricular esquerdo. Ocorre o desvio septal da direita para a esquerda,
contribuindo para o baixo débito ventricular e hipotensao arterial sistémica. Estes
fatores diminuem a perfusdo coronariana, levando a isquemia miocardica que
acentua a faléncia ventricular 88, A acidose metabdlica decorrente do baixo
débito ventricular constitui fator adicional para o aumento da resisténcia e da
pressao pulmonar. O aumento subito da pressdo arterial pulmonar causa
também obstrucdo das vias aéreas inferiores, devido a distensdo de pequenos
vasos, e leva a diminuicdo da complacéncia pulmonar e dificuldade ventilatoria,
agravando ainda mais a hipdxia, a hipercapnia e a acidose 2. Perpetua-se,
dessa forma, um ciclo de ocorréncias que pode levar a faléncia cardiocirculatéria
global e 6bito £°.

No entanto, nem toda instabilidade vascular pulmonar e cardiaca, no
periodo poés-operatério, acontece com a riqueza dos detalhes citados
anteriormente. Situacfes de instabilidade hemodinamica podem ocorrer sem a
elevacéo da pressdo pulmonar de maneira tdo pronunciada. Desta forma, é de
extrema importancia avaliar a razdo entre as pressfes arteriais pulmonar e
sistémica (PAP/PAS). Na prética clinica considera-se niveis < 0,25 como
aceitaveis, embora ndo haja estudos que validem este consenso. Sabe-se que
na presenca de disfuncdo ventricular direita, com impacto sobre o débito

cardiaco, os valores absolutos de pressdo pulmonar podem estar proximos de
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niveis considerados normais. Porém, a razdo PAP/PAS estara aumentada.
Desta forma, o sinal mais perceptivel de instabilidade sera a hipotensdo
sistémica > 7.

A prevencéo e o manejo da instabilidade vascular pulmonar e sistémica,
assim como da disfuncédo cardiaca que ocorre em paralelo, envolve algumas
estratégias. No que diz respeito especificamente a circulacdo pulmonar, a
prevencao deve ser feita evitando-se a exposi¢éo aos fatores desencadeadores
como a hipdxia, a acidose, a dor e a agitacdo. O manejo inclui uso de oxido
nitrico inalado, podendo também ser usados inibidores da fosfodiesterase 5 8+
85 prostanodides intravenosos e inalatérios % 8’ e drogas vasoativas como o
milrinone 8. A disfuncdo cardiaca global é tratada com uso de drogas
inotrépicas. Em ultima instancia, quando estas estratégias falham e o paciente
evolui para colapso circulatério, a aplicacdo de suporte circulatorio
(Extracorporeal Membrane Oxygenation — ECMO) € uma opcao para o
salvamento, sendo utilizado como estratégia para a recuperacdo pulmonar e

cardiaca 10 89,

1.6 Crise de hipertensao pulmonar

Embora a instabilidade no comportamento hemodinamico p6s-operatoério
seja conhecida, na pratica clinica, ha dificuldade em se definir quais eventos
poderiam ou deveriam ser considerados como crise de hipertensao pulmonar.

As definicbes variam entre especialistas e entre instituices °°. O Quadro 1
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demonstra, de forma concisa, tentativas de definicdo de crise de hipertensao

pulmonar, ao longo dos anos, por diversos autores, em diferentes estudos.

Quadro 1 - Critérios para definicdo de crise de hipertensdo pulmonar

Ano | Autores Titulo do estudo Defini¢do de crise de hipertensao
pulmonar

1991 Hopkins RA, Pulmonary hypertensive | Crises de maior gravidade: aumento subito da
Bull C, Haworth | crises following surgery pressao arterial pulmonar > 75% da presséo
SG, et al. °L. for congenital hart arterial sistémica, aumento da pressao venosa

defects in young central em 20%, redugdo em pelo menos 20%

children. na pressdo sistémica, queda na saturacao
periférica de oxigénio < 90% e sinais de baixo
débito cardiaco;
Crises de menor gravidade: elevagdo na
presséo arterial pulmonar acima de 80% da
presséo arterial sistémica, sem queda desta
Gltima.

1996 Bando K, Pulmonary hypertension | Incremento hiperagudo (> 50%) da presséo
Turrentine MW, | after operations for arterial pulmonar sistélica acompanhado de
Sharp TG, et al. | congenital heart disease: | profunda redugéo no débito cardiaco e queda
%2, analysis of risk factors na saturac@o venosa de oxigénio.

and management.

2000 Miller OI, Tang Inhaled nitric oxide and Epis6dios em que a razdo entre pressdo
SF, Keech A, et | prevention of pulmonary | arterial pulmonar e a sistémica eleva-se acima
al. %, hypertension after de 75%. Os episodios séo classificados como

congenital heart surgery: | maiores, na presenca de reducdo acima de

a randomised double- 20% na pressdo sistémica, ou queda na

blind study. saturacdo periférica de oxigénio < 90%, ou
ainda, ambas. Foram classificados como
menores, quando a pressdo arterial sistémica
e a saturacdo periférica de oxigénio
permaneceram estaveis. Estes mesmos
critérios foram adotados posteriormente por
outros autores %* %,

2002 Lindberg L, How common is severe Hipertenséo arterial pulmonar grave: aumento
Olsson AK, Jégi | pulmonary hypertension na pressao média arterial pulmonar para nivel
P, etal. % after pediatric cardiac igual ou superior a sistémica. Crise de

surgery? hipertensdo pulmonar: aumento na pressao
média arterial pulmonar para nivel igual ou
superior a sistémica acompanhado de queda
nesta ultima.

2015 Hofer A, Heschi | A prospective Aumento na pressao arterial pulmonar para
M, Kern C, et al. | randomised study of nivel igual ou superior a presséo sistémica.

9%, postoperative
prophylactic application
of sildenafil after
pediatric cardiac surgery
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Ressalte-se que a ultima diretriz publicada sobre hipertenséo pulmonar
pediatrica (Pediatric Pulmonary Hypertension: Guidelines from the American
Heart Association and American Thoracic Society - 2015) 1° citou como critério
de crise a definicdo de Hopkins de 1991.

Esta diversidade de critérios para definicdo de crise de hipertenséo
pulmonar e as diferencas nas casuisticas usadas nos estudos (tipos de
cardiopatias, faixas etarias variadas, presenca ou auséncia de sindromes extras
cardiacas, entre outras) levam a dificuldades em se conhecer sua real
prevaléncia e estabelecer comparacdes sob diferentes Opticas. Sabe-se que
entre 0s anos de 1980 e 1990, quando o éxido nitrico passou a ser amplamente
utilizado, a prevaléncia das crises de hipertensdo pulmonar e a mortalidade
associada a elas diminuiram consideravelmente 6. Em andlises retrospectivas
de séries de casos, a prevaléncia da crise de hipertensdo pulmonar, na
populacgdo pediatrica submetida a cirurgia cardiaca, variou de 0,7% a 15,7% “°
92,94, 97 Quando considerados apenas pacientes portadores da Sindrome de
Down, a prevaléncia foi de aproximadamente 10% e entre pacientes com defeito
do septo atrioventricular, 14% 4°. O estudo que apontou ocorréncia de 0,7%
considerou a forma mais grave da crise, episddios com aumento importante e
sustentado da pressao pulmonar, hipoxemia, hipotensédo arterial sistémica e
distdrbios metabdlicos graves. A mortalidade ocorreu em 22,2% “°. E importante
enfatizar que a baixa ocorréncia de formas graves é relatada em centros
terciarios de paises desenvolvidos, onde as indicagdes cirargicas sado precoces,
0 Oxido nitrico inalatdrio esta disponivel, assim como todas as demais

tecnologias para o adequado cuidado intensivo pds-operatério. A ocorréncia da
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crise de hipertensdo pulmonar deve ser consideravelmente maior nas areas
onde esta assisténcia ndo esta disponivel %3 76,

Embora na maioria dos estudos a atencao esteja voltada para situacoes
mais graves associadas a maior mortalidade, o cenério das instabilidades
hemodinamicas (pulmonar e sistémica) pos-operatoria € mais ampla. Existem
eventos de menor gravidade, mas de longa duracdo, sem pronta resposta a
ventilacdo manual e aprofundamentos da sedacdo. Ha outros eventos que
ocorrem de forma repentina, ao longo de varias horas. Ha ainda situacdes sem
elevacéo da pressao pulmonar e com queda na sistémica, onde sdo necessarias
varias modificacbes em esquemas terapéutico como inotropicos e drogas
vasoativas. Estes eventos precisam ser considerados juntamente com as tipicas
crises de hipertenséo pulmonar uma vez que contribuem para a necessidade de
ventilacdo mecanica prolongada, permanéncia em unidade de tratamento
intensivo e internacdo mais longa. Assim, temos um cenario mais realistico
relacionado aos transtornos hemodinamicos cardiopulmonares que podem
complicar 0 curso pos-operatorio dos pacientes cardiopatas submetidos a

correcgao cirurgica.

1.7 Pressupostos e justificativa

O presente estudo partiu de alguns pressupostos: 1) existe
remodelamento vascular pulmonar em pacientes pediatricos com alteracdes
hemodinamicas associadas a defeitos septais cardiacos, onde se sabe que

elementos inflamatérios cumprem papel fisiopatolégico mesmo antes do
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tratamento cirargico; 2) a cirurgia cardiaca com uso de circulacdo extracorpérea
cursa com resposta de carater inflamatorio adicional, de magnitude importante,
com potencial impacto sobre o coragcédo e a circulagdo pulmonar e sistémica;
3) citocinas, quimiocinas e moléculas relacionadas as suas vias de sinalizacao
tém acdo sobre o tbnus vascular, notadamente na circulacdo pulmonar;
4) alguns pacientes permanecem com pressao pulmonar elevada mesmo apés
a correcao cirargica da cardiopatia e alta hospitalar.

Sendo assim, este estudo procurou investigar possiveis associacdes
entre comportamento hemodindmico pulmonar pdés-operatério, perfis de
marcadores inflamatdrios, eventos clinicos relevantes no periodo de cuidados
intensivos e persisténcia de anormalidade pressoérica (pulmonar) apos a alta
hospitalar. O conhecimento de tais associagfes é critico para melhor manejo
desta populacao e busca de estratégias terapéuticas cada vez mais adequadas.
Alteracdes hemodinamicas e eventos poOs-operatdérios acrescentam
morbimortalidade além de terem impacto sobre a duragdo e custos da
hospitalizacdo %. A presenca de alteracbes hemodinamicas apés a alta
hospitalar precisa ser prevista, de alguma forma, dado o progndéstico sombrio da
assim chamada hipertensdo pulmonar pds-operatoria, cuja detec¢do deve ser

imediata.



2. OBJETIVO
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O presente estudo teve como objetivo investigar, em pacientes
pediatricos, no contexto do tratamento cirdrgico de defeitos septais cardiacos,
possiveis relacbes entre hemodinamica pulmonar, elementos de resposta
inflamatoria e eventos clinicos no periodo pos-operatorio. Aléem disso, identificar
possiveis preditores de pressao arterial pulmonar persistentemente alterada

apos a alta hospitalar.

2.1 Desfechos

1. Comportamento hipertensivo em nivel de circulagdo pulmonar no periodo
poOs-operatorio sob cuidados intensivos.

2. Ocorréncia de eventos clinicos pré-definidos no mesmo periodo.

3. Persisténcia de pressao arterial pulmonar alterada (elevada) seis meses

apos o tratamento cirargico.

2.2 Metas

1. Construgdo de curvas de pressao arterial pulmonar e sistémica para o
momento imediatamente apés a cirurgia (primeiras horas) e periodos
subsequentes (dois a trés dias), procurando identificar individuos com
padréo hipertensivo pulmonar e verificar a possivel relacdo com elementos

de resposta inflamatoria.
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2. Verificar possiveis determinantes de eventos pds-operatorios clinicamente
relevantes com especial atencdo ao comportamento hemodinamico inicial e
resposta inflamatoria apos a circulacédo extracorpérea. Identificar possiveis
fatores com impacto na funcéo cardiaca global analisada no final do periodo

de cuidados intensivos.

3. Identificar fatores clinicos, hemodinamicos e laboratoriais com possivel
impacto sobre a hemodinamica pulmonar avaliada seis meses apés o

tratamento cirdrgico.



3. METODOS
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3.1 Tipo de estudo

O estudo foi do tipo prospectivo, de coorte, com observacdes de carater
longitudinal, envolvendo a comparacdo entre grupos. Os participantes foram
criancas submetidas ao tratamento cirdrgico de cardiopatias congénitas,
observadas durante o periodo de internacdo e seis meses apds o tratamento

cirurgico.

3.2 Casuistica

Os pacientes incluidos foram atendidos na Unidade Clinica de
Cardiologia Pediatrica e Cardiopatias Congénitas do Adulto, Instituto do
Coracao, Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo no periodo de novembro de 2016 a novembro de 2018. Foram incluidos
pacientes na faixa etéria de até trés anos, com comunicagdes ndo restritivas
entre as camaras cardiacas (diametro da comunicacao pos-tricuspidea > 50%
do didmetro do anel aortico pela ecocardiografia transtoracica), fisiologia
biventricular, indicados para o tratamento cirdrgico. Satisfeitos os critérios de
incluséo e havendo concordancia por parte dos pais ou responsaveis em relacéao
ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A), os pacientes foram
incluidos no estudo de forma consecutiva. O protocolo do estudo foi aprovado
pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq -
4324/15/151 — Anexo B) e teve o suporte financeiro da Fundacédo de Amparo a

Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP - Processo n°® 2016/21587-5).
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3.3

3.4

Critérios de inclusao

Os seguintes critérios foram considerados para inclusdo dos pacientes:

Faixa etaria pediatrica, idade até trés anos.

Cardiopatias simples, com comunica¢cdes néo restritivas entre as
camaras cardiacas e/ou grandes artérias, fisiologia biventricular.
Presenca de sinais clinicos e/ou ecocardiograficos indicativos de
aumento da presséo pulmonar.

Auséncia de morbidades ou condigcbes com comprometimento de
multiplos 6rgéos e sistemas.

Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, por

parte dos pais ou responsaveis.

Critérios de excluséao

Os seguintes critérios de exclusdo foram considerados:

Idade inferior a um més (recém-nascidos)

Presenca de sindromes, exceto a sindrome de Down

Saturacdao periférica de oxigénio < 85% sugerindo shunt de direita
para esquerda com doenca vascular pulmonar avancada

Historia clinica recente (Ultimos 15 dias) de processos inflamatorios

ou infecciosos, sobretudo acometendo vias aéreas.
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3.5 Dados demograficos e clinicos do periodo pré-operatorio

Todos os pacientes tiveram os dados demograficos e antropométricos
registrados, assim como diagnostico anatdbmico das anomalias cardiovasculares
com confirmacado ecocardiografica. Foram coletados dados de histdria clinica e
exame fisico como presenca de insuficiéncia cardiaca, congestdo pulmonar,
fendmenos bronquiticos repetitivos, deficiéncia de desenvolvimento pondo-
estatural e a presenca ou ndo da sindrome de Down. Os dados hematologicos

avaliados na rotina pré-operatoria também foram registrados.

3.6 Dados ecocardiograficos

Os dados ecocardiograficos foram obtidos e registrados em quatro
ocasioes:

1. Como parte da avaliagao inicial

2. Durante o ato cirargico

3. Na alta da unidade de cuidados intensivos e intermediarios

4. Seis meses apos a corre¢ao cirdrgica

Na avaliacdo pré-operatoria, além da analise qualitativa pormenorizada
das anomalias cardiovasculares, foram registrados dados relativos as condi¢cfes
de presséo e fluxo pulmonar e sistémico. A pressao sistolica arterial pulmonar
considerada, na auséncia de obstrucdo no trato de saida de ventriculo direito,

como sendo igual a pressao sistélica no ventriculo direito (PSVD), foi calculada
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com base no gradiente de regurgitacdo tricuspidea. A pressdo meédia arterial
pulmonar (PMAP) foi calculada usando a formula: (0,61 x presséo sistélica) + 2
em mmHg 4. A raz&o entre o fluxo sanguineo pulmonar e sistémico (Qp/Qs) foi
estimada com base nos parametros de fluxo nas vias de saida dos ventriculos
direito e esquerdo e nas dimensdes dos anéis pulmonar e adrtico. O fluxo
sanguineo pulmonar venoso (VTlve) foi estimado usando a integral velocidade-
tempo % 109 A funcdo sistdlica do ventriculo direito foi avaliada usando a
excursdo sistélica do anel tricuspideo (TAPSE) 101 102,

Durante o periodo intra-operatério, apés o término da circulacédo
extracorporea, as funcdes ventriculares direita e esquerda foram avaliadas
usando, respectivamente, fractional area change (FAC) 13 e fracdo de ejecéo.

Na andlise po0s-operatoria, realizada logo apés a alta do paciente da
unidade de cuidados intensivos, foram registrados parametros relacionados a
funcdo ventricular direita (FAC, strain longitudinal de pico sistolico, TAPSE,
indice de performance miocardica) e esquerda (fracdo de ejecéo e fracdo de
encurtamento).

Seis meses apos o tratamento cirdrgico, a ecocardiografia transtoracica
foi realizada para avaliar a presséo sistélica do ventriculo direito com o objetivo

de identificar pacientes com hipertenséo arterial pulmonar residual.
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3.7 Rotinas de atendimento dos pacientes pediatricos portadores de
cardiopatia congénita com hipertensdo pulmonar operados na

Instituicao

Os pacientes incluidos no estudo receberam tratamento conforme
rotinas vigentes na instituicdo no periodo em que a pesquisa foi realizada. Os
topicos 3.7.1, 3.7.2 e 3.7.3 descrevem 0s protocolos de cuidados durante o ato
cirdrgico (anestesia, circulacdo extracorpOrea, monitorizagdo, uso de drogas
vasoativas) e no periodo pdés-operatorio (sedacdo e manejo da ventilacao

mecanica).

3.7.1 Anestesia e monitorizagcdo durante o ato cirargico

Os pacientes incluidos no estudo foram submetidos a inducéo
anestésica com uso de cetamina e/ou midazolan nas respectivas doses, 1 a 2
mg/kg e 0,05 a 0,1 mg/kg. Paralelamente, foi realizado o bloqueio muscular com
brometo de pancurénio na dose de 0,08 mg/kg. ApGs a intubacdo orotraqueal
procedeu-se a passagem de cateter venoso central, puncao arterial e sondagem
vesical de demora. No ato da incisao cirlrgica, foi iniciada anestesia inalatoria
com sevoflurano na dose de 1 a 1,5 mg/kg e no decorrer da cirurgia a
administracdo de midazolan de acordo com a necessidade de cada paciente.
Durante o procedimento cirirgico, 0s pacientes permaneceram monitorizados
continuamente com pressao venosa central, pressao arterial invasiva, tracado
de eletrocardiograma, oximetria de pulso, capnografia e temperatura central. Ao

término da circulacdo extracorpdrea, os pacientes foram mantidos com o6xido



34

Métodos

nitrico inalatério na dose de 20 partes por milhdo (ppm). A introducdo de
farmacos vasoativos como adrenalina (0,05 pg/kg/min) e milrinone (0,5
pg/kg/min) ocorreu conforme a necessidade de cada paciente, baseada em
parametros de perfusdo tecidual como lactato e diurese. E finalmente foi
realizado o ecocardiograma transesofagico e a colocacao de cateter em artéria
pulmonar. Este cateter foi mantido por um periodo de aproximadamente 72 horas
na unidade de terapia intensiva. A retirada ocorreu por via percutanea. O
monitoramento da presséao arterial pulmonar em casos de hipertensao constitui

rotina no manejo dessas criangas na Instituicao.

3.7.2 Circulagédo extracorpoérea

O protocolo institucional para uso da circulagdo extracorpérea em
pediatria, vigente durante o periodo em que o0s pacientes deste estudo foram
submetidos a cirurgia, previa a utilizacdo de um circuito descartavel de tubos e
oxigenador de acordo com o peso do paciente. Este circuito foi constituido por
reservatorio venoso, trés aspiradores, um oxigenador de membrana com filtro
arterial acoplado, trocador de calor, cava Unica ou dupla para drenagem venosa,
linha arterial para o retorno do sangue oxigenado, hemoconcentrador e circuito
de cardioplegia. O fluxo sanguineo variou de 150 mL/kg a 200 mL/kg. Os
pacientes pesando até 10 quilos utilizaram um circuito com capacidade de
preenchimento de aproximadamente 300 a 400 mL. A solucao utilizada para
preencher o circuito foi composta por Ringer com lactato, bicarbonato de sodio
e concentrado de hemacias irradiado. Plasma e albumina humana a 20% foram

utilizados em alguns casos. A proporcdo de cada elemento que compés esta
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solucéo foi calculada com base no hematdcrito do paciente e o concentrado de
hemécias foi utilizado objetivando manté-lo em torno de 30% durante o tempo
da circulacdo extracorpérea. Ao final, os pacientes foram submetidos a
ultrafiltracdo modificada por um tempo de 10 minutos. A ultrafiltracdo teve por
objetivo otimizar o hematdcrito, diminuir o uso de hemoderivados no periodo pos-

operatorio, evitar o edema, entre outros beneficios.

3.7.3 Sedacdo e ventilacdo no periodo pos-operatorio

Todos os pacientes permaneceram sedados, sob ventilacdo mecanica
e uso de Oxido nitrico no circuito do ventilador, com o objetivo de evitar a
instabilidade do ténus vascular pulmonar no periodo pos-operatério imediato e
mediato. O protocolo de sedacao baseou-se na administracédo de farmacos como
fentanil, cetamina e midazolan. O fentanil foi introduzido logo apés a chegada
dos pacientes na unidade de terapia intensiva, na dose de 2 mg/kg/h. A
introducéo de cetamina (0,5 mg/kg/h) e/ou midazolan (0,2 mg/kg/h) ocorreu
conforme a necessidade de cada paciente. Aléem de sedacdo e analgesia, a
administracdo combinada destes farmacos teve por objetivo a manutencao de
condi¢cdes hemodinamicas ideais e, sobretudo, evitar a instabilidade da pressao
pulmonar. O uso do bloqueador muscular foi realizado quando, apesar da
sedacdao continua, os pacientes apresentaram episoédios recorrentes de aumento
da presséao pulmonar com instabilidade hemodinamica (cisatracurio 0,15 mg/kg).
Pacientes instaveis, em especial agueles sensiveis a manipulacao, receberam
analgesia, sedacdo e/ou bloqueador muscular antes da execugcao de

procedimentos como curativos e aspiracdo traqueal. A descontinuidade da
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sedacéo ocorreu de forma gradual e teve duragéo variavel a depender de fatores
como agitacdo psicomotora, aumento da pressao pulmonar e sindrome de
abstinéncia.

Durante o tempo de ventilacdo mecanica foi utilizado o modo pressao
controlada (PCV) modalidade ventilagdo mandatéria intermitente sincronizada.
A presséo controlada foi ajustada para obter volume corrente expiratorio de
8 mL/kg. A frequéncia mandatéria foi de 2/3 da frequéncia esperada para idade;
o0 tempo inspiratorio de 3 a 4 constantes de tempo (0,6 a 0,7 segundos); a
pressdo positiva expiratéria final (PEEP) de 5 cmH20; a fracdo inspirada de
oxigénio foi mantida em 100% e de Oxido nitrico inalado em 20 ppm. Essa
estratégia foi mantida por aproximadamente 48 horas apds a cirurgia ou, em
casos de pacientes com instabilidade hemodinamica associada ao aumento da
pressao pulmonar, até a cessacdo destes eventos. Apos este periodo, foi
iniciada a reducdo dos parametros ventilatorios e a fracdo de oxigénio foi
diminuida gradualmente até 40%. A retirada do oxido nitrico se deu por reducéo
de 5 ppm a cada 6 horas. Em paralelo, ocorreu a diminuicdo da sedacgao
continua, até que o0 paciente apresentasse condicbes hemodinamicas e

respiratérias favoraveis para a extubacao.

3.8 Registros intra-operatoérios

Para efeito de caracterizagcdo hemodinamica através de medida direta,

foram aferidas a pressao arterial pulmonar e a sistémica (sistélica, diastdlica e

média), antes e apOs a circulacdo extracorporea. Dados adicionais foram
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computados em relacdo ao tratamento cirargico, como tipo de operacéo
realizada, tempo de circulacdo extracorporea e de andxia, temperatura minima
durante circulacdo extracorpérea, temperatura maxima na saida da mesma, uso
de hemoderivados e de ultrafiltracdo, e quantidade de protamina apos o término

da cirurgia.

3.9 Registros no periodo pds-operatério

No periodo pés-operatorio imediato, primeiro e segundo dias de pOs-
operatorio, as pressdes arteriais pulmonar e sistémica foram mensuradas
diretamente por meio de cateteres posicionados em artérias pulmonar e radial,
respectivamente. Os registros ocorreram com intervalos de duas horas, pelo
periodo de dois a trés dias, sendo obtidas 30 medidas de cada paciente. A razao
entre a pressao média arterial pulmonar e a sistémica foi calculada para cada
medida. A partir dos valores obtidos, foram construidas curvas de pressao
arterial.

Paralelamente, foram computados dados hematolégicos (numero total
de leucdcitos e suas fragBes, contagem de plaquetas e nivel plasmatico de
proteina C reativa), indicadores do status da microcirculacéo (saturacao venosa
central de oxigénio e niveis plasméaticos de bicarbonato de sodio e lactato) e
informacgdes correspondentes a quantidade de drogas vasoativas utilizadas,
expressas através do Vasoactive Inotropic Score (VIS) 104 105 Foram também
computados o tempo sob ventilagdo mecanica, tempo de permanéncia na

unidade de cuidados intensivos e intermediarios e 6bito de qualquer natureza.
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3.10 Caracterizacdo dos desfechos

Os topicos a seguir mostram como os desfechos (item 2.1) foram

estabelecidos e trabalhados no estudo.

3.10.1 Comportamento hipertensivo em nivel de circulagcdo pulmonar no

periodo pdés-operatério sob cuidados intensivos

Uma primeira ideia, foi definir grupos levando em conta o fato de os
pacientes terem ou ndo apresentado niveis de pressdo arterial pulmonar com
valores médios acima da pressao arterial sistémica, pelo menos uma Unica vez
durante o periodo de observacdo. Este critério, deixaria um ndmero muito
pequeno de pacientes no grupo hipertensivo, o que poderia tornar inviavel a
analise. Uma segunda possibilidade, foi definir grupos de acordo com o
comportamento da pressdo media arterial pulmonar igual ou superior a 50% da
sistémica, conforme proposto for alguns autores %3, Uma terceira possibilidade,
consistiu em definir grupos hemodinamicos de acordo com o comportamento da
PAP/PAS nos primeiros momentos do periodo de cuidados intensivos. A base
racional para esta opcao, foi que os pacientes estariam ainda sob sedacao
profunda, em ventilagdo mecéanica e em situacédo de estabilidade. Optou-se por
considerar os quatro primeiros registros feitos na unidade de cuidados
intensivos, correspondendo as primeiras seis horas do periodo pds-operatorio.
Trabalhando com a razdo PAP/PAS foi obtido o valor médio para estas quatro

medidas para cada paciente. No estudo, esta variavel foi denominada
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PAP/PASrol (razdo entre a pressdo média arterial pulmonar e sistémica nas seis
primeiras horas do periodo pds-operatorio).

Apoés terem sido ensaiados diferentes niveis de corte para variavel
PAP/PASror (ver sessao de resultados), foi concluido que o valor de 0,40 seria
0 mais adequado para caracterizacdo dos grupos hemodinamicos. Além de
prover dois grupos de pacientes de tamanhos equivalentes, este nivel de corte
foi o que melhor se relacionou com outros dados e eventos do periodo pos-
operatério. Assim sendo, a intensdo de analisar pacientes segundo grupos
hemodinamicos, foi uma meta estabelecida a priori, mas o nivel de corte para
caracterizacdo dos grupos foi estabelecido a posteriori pelas razbes ja

mencionadas.

3.10.2 Ocorréncia de eventos clinicos pré-definidos no periodo

pos-operatorio

Neste estudo, os eventos clinicos relevantes foram definidos na fase de
elaboracao do projeto. Estes eventos foram constituidos por uma conjuncéo de
alteracbes cardiocirculatérias e respiratérias. Foi considerada alteracao
relevante, a elevacdo da pressdo pulmonar a niveis proximos ou acima da
pressdo arterial sisttmica, mas ndo de maneira isolada. Os eventos foram
caracterizados quando a elevacdo da pressdo pulmonar ocorreu
concomitantemente a reducdo na pressdo média arterial sistémica de pelo
menos 20% e queda na saturacao periférica de oxigénio abaixo de 90%. Alguns
desses episddios foram de gravidade suficiente para suscitar manobras de

ressuscitacao (bradicardia manifesta), se aproximando ao que classicamente se



40

Métodos

considera crise de hipertensdo pulmonar no periodo pos-operatoério, fenébmeno
gue se reveste de mortalidade elevada. Foram caracterizados também como
evento, episoddios de instabilidade que embora ndo tenham atingido esta
gravidade foram de carater repetitivo, ocorrendo seguidas vezes ao longo de um
periodo (manhd, tarde ou noite), ocasionando modificacbes de drogas
vasoativas, mudancas nos parametros ventilatérios, entre outras medidas. Neste
estudo, estas ocorréncias foram denominadas Eventos Cardiorrespiratorios e
Hemodindmicos Relevantes (ECRHRS). As elevacgfes transitorias e isolada da
pressdo pulmonar, mesmo a hiveis supra sistémicos, que responderam
prontamente (em segundos ou minutos) as manobras iniciais (sedacéo,
ventilagdo manual e uso de bloqueador muscular) ndo foram caracterizadas
como ECRHR. Com o objetivo de evitar vieses, os pacientes foram avaliados por
trés observadores independentes, em relacdo ao comportamento clinico e
hemodinamico global no periodo pdés-operatério em unidade de tratamento

intensivo.

3.10.3 Persisténcia de pressao arterial pulmonar alterada (elevada)

seis meses apos o tratamento cirdrgico

Aos seis meses do tratamento cirargico, a ecocardiografia transtoracica
foi realizada com o objetivo de identificar pacientes com hipertenséo pulmonar
residual, mesmo sendo discreta. Foram considerados anormais niveis
superiores a 30 mmHg para a pressao sistolica arterial pulmonar. O nivel de 30
mmHg corresponde a pressao média arterial pulmonar de 20 mmHg, valor de

corte a partir do qual se estabelece o diagnéstico de hipertensdo pulmonar
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discreta segundo diretrizes atuais ° 4. A preocupacdo em identificar elevacdes
pouco pronunciadas da pressdo pulmonar foi baseada no fato de que a
hipertensdo pulmonar pés-operatdria € uma condi¢cdo associada a prognéstico
muito reservado. Assim sendo, optou-se por nivel de corte compativel com a
identificagdo de casos iniciais, visando ao tratamento precoce e

acompanhamento apropriado.

3.11 Dados laboratoriais

3.11.1 Coleta de material e estocagem

Para a determinacdo de marcadores de resposta inflamatéria e imune,
foram coletadas amostras de sangue venoso em quantidade compativel com a
faixa etaria (maximo, 4 mL). As amostras foram coletadas em tubo sem adicao
de anticoagulante. O soro foi entdo separado mediante centrifugacéo a 1500 g
por 20 minutos. Aliquotas de soro foram preparadas e estocadas a — 80°C até
seu uso. Foram realizadas trés coletas por paciente: 1) na condi¢do basal, no
maximo 72 horas antes do dia da cirurgia; 2) quatro horas apos o término da

circulacao extracorporea; 3) 24 horas ap0s o término da mesma.
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3.11.2 Mediadores de inflamacéo

As determinacfes foram feitas a partir de aliquotas de soro, com a
utilizagcdo de painel disponivel comercialmente: Proteome Profiler — Human
Cytokine Array Panel A, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA. Com uso deste
painel foi feita determinacdo semiquantitativa, a partir de sinal obtido por
guimioluminescéncia. As amostras foram sempre processadas em duplicata,
sendo considerado como resultado o valor médio das leituras. A Figura 5
representa dot blot mostrando alguns dos marcadores inflamatérios investigados
no estudo. Os resultados de 36 citocinas, quimiocinas e moléculas relacionadas
foram apresentados em pixels, unidade de intensidade. O Quadro 2 relaciona os
marcadores analisados de acordo com especificagcdes do manual.

Além do painel inflamatdrio, outras variaveis foram verificadas:
contagem total de leucdcitos e fracdes, relacdo neutrdéfilo/linfécito, plaquetas e

volume plaquetario médio.

C5/CST IsCD40L GR|OOL SICAIM-l
@ eeee os ‘“ a
-« 90 e
LI B B

RANTES | IL-1ra IL-16 MIF IL-17E SerpinEl
IP-10

Figura 5 - Dot blot mostrando alguns dos marcadores inflamatérios investigados no estudo. O nivel de
saturacéo observado na figura é diferente daquele empregado para andlise das proteinas.

C5/C5a, complement component 5/5a; CD40L; CD40 ligand; GROa, growth-related oncogene alpha; IL-16,
interleucina 16; IL-1RA, antagonista do receptor de interleucina 1; IL-17E, interleucina 17E; IP-10, interferon
gamma-induced protein 10; MIF, macrophage migration inhibitory fator; RANTES, regulated on activation,
normal T cell expressed and secreted; ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1; Serpin E1, serine protease
inhibitor E1.
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Quadro 2 - Quadro indicativo das proteinas investigadas no presente estudo

C5/Cbha IL-1B IL-13 MCP-1
CD40 Ligand | IL-1RA IL-16 MIF
G-CSF IL-2 IL-17 MIP-1a
GM-CSF IL-4 IL-17E MIP-13
GROa« IL-5 IL-23 Serpin E1
1-309 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

Com excecéo das IL (interleucinas), as citocinas envolvidas no estudo foram apresentadas conforme a
denominagdo em lingua inglesa.

C5/C5a, complement component 5/5a; G-CSF, granulocyte-colony stimulating factor; GM-CSF, granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor; GROa, growth-related oncogene alpha; 1-309, human CC chemokine
I-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-183, macrophage inflammatory protein 1 beta; 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.

3.11.3 Precauc0fes de ordem técnica

Para a determinagéo das proteinas séricas dispostas em painel, foram
tomadas precaucdes de ordem técnica. Os kits comerciais tém sensibilidade
para detec¢do e semiquantificacdo de varias proteinas. Entretanto, cada um dos
kits conta com quatro membranas (painéis), e recomenda-se que sua utilizacédo
seja apenas para analise comparativa entre elas. Para contornar este problema
e viabilizar comparacdes entre pacientes (entre Kkits), foram usadas trés
estratégias. A primeira foi a utilizacéo de padrdes internos oferecidos pelo préprio
kit. A segunda foi a colocacédo de um controle pediatrico lado a lado com cada

paciente, no mesmo processamento, isto €, no mesmo kit: uma membrana para
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o controle e trés membranas para o paciente, nas condi¢bes basal, e quatro e
24 horas ap0s a cirurgia. A terceira e mais importante estratégia foi a utilizacao
de dados de referéncia do proprio laboratorio. Neste caso, foram utilizados dados
de pacientes e controles pediatricos, armazenados em nosso banco, e relativos
ao processamento de 20 kits do mesmo fabricante. A titulo de ilustracdo, a

analise de um dos pacientes encontra-se pormenorizada na Figura 6.

20 kits anteriormente Kit atual, representativo
processados no Laboratério
(valores médios) Pacientes

Controles Pacientes Controle  Basal 4h 24h
G5 /C5a 172343 G/C5a | 233174 s IHZ01SIE3 623643995 S2ITASENI 72442131
Da0L 2368006 aot | 2739782 CDL0L/TNFSS SEIPT0EE  GASEE?  SE0SVIT1 12305203
G_CSF 2140463 G_CSF 227.1485 GCsF 24 1271967 691 3182205 1221957847 652 485339
GM CSF | 1393495 GM CSF | 1662713 GM CSF IR @7II89  34153MS51 ISEO0SSEE  D74375EsY
GROa | 2053375 GROs 2177653 OCL/GRO aita 12031193 120268136 10375752 1257.789354
| 38 17202134 | 309 207.8296 caf e 63867113 SESO07H2I7 102585334 5413085604
JCAM 1 A570207 JCAM 1 | 4877919 KAM D34 35578176 IBAETI] IBIJTOTDE 4IER 1B
N g Wi N g T FN gamma 1B OE2595  16309WGTE I79ESTANS 2459339
s Sy S s L1 3ifa 3;!; =|s7182 az;;::a:. 20379089 =2 w;imx
- - 4 £ 1beta ID.W629  EREESMGE]  3ZRI7EAS3 252760429
:t-t?_‘ gi;g;; :::- i: i;;}:‘;‘; o 12323248 A @I IT1ISISES 67604
- = n2 3399563 34ISTIEST WSES1AW|G . N253804
L2 102.1023 IL2 1039216 s TR G01637 343307336 221503309 D8394234)
L4 1108349 L4 86.11202 s 6066426128  B51166382 153290871 B29771414)
ILs 96.68092 ILs 77 48597 1S SE D014 33MAIWT2 6934553 aslEs1ss
LG 243611 LG 23114533 e [O744008 15501915 7IESH0Q4 6179835203
L3 94.10035 iL3a 90.32634 w10 2E.M03674  ZBLETAIZES 5394230475 SR E32E0)]
iL_i0 3176122 IL_10 1129099 % 12570 T7462195 12069521 233524339 353 3249118
L_12p70 137274 IL12;70  133.1041 L3 IBE593447 103795616 113475502 D5.5480473
IL_13 560.0238 IL13 560.867 L1s 7.M481626 4535968548 3342685 DR46019214
iL_16 737.5823 w16 8315695 L7 34 (38628 157.95%509 1995306  DE0s47I0Y
L1 66.48578 L1 5362913 L17E 45 TOSIEI 4405931934 GIRGERSAlS SR ASI055H
W7 f 2573602 W7 f 2144333 w27 A2 B/577I7 WE28E55 335ISIEBZ X20528587
w27 1063751 w27 19 68538 n323 IDESI064S SIZEIMRLG  93055E9MS GHO.7I9IES
L 3a | 6223425 L Bs 1016623 OKcugsr 0 EMTIIN4 TEGSIWSES 1A IERAS  THLITETS
T e T Y OICLIIA TAC 7495383  SI05EMIZT  11Z6057H1  173ITTIEY
| TAC 3089943 | TAC a150114 caz/mee 1 2 ot :ﬁs:ua’ 835524954 5 811484991 i3 485 6193445
= e = - M s%1339195"7 497a0ms3s’  wsiszne” 539934326
::::-l ;éf;; :3—1 ; 2;;3 MP 13ta/beta I 30008 S0S0B216 635512451 w20334209
< cL Serpina£1/PAIL LEI2007E7  493M.4239 S1S07EIBE 400059205
COLS/RANTES 53106540597 G6T2BI4E 495IROIGES 13433447
Semin_EL 40357.73 Serpin_E1 4630681 SOICL12/SDF 1 AMGETRITS  SITEETS  ST09256Wm1 IE1439227
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Figura 6 — Exemplo representativo da andlise de marcadores (proteinas) solUveis. Para cada um dos kits
processados, foi necesséaria uma equiparacdo a valores de referéncia do laboratério. Neste caso, foram
utilizados valores relativos a 20 kits anteriormente processados, cujos resultados médios sdo mostrados na
tabela & esquerda (normais, coluna a esquerda; pacientes, coluna a direita). A direita, exemplo
representativo do processamento de um kit. Da esquerda para a direita, controle pediatrico e um paciente
nas condi¢Bes basal, quatro e 24 horas apds a circulagdo extracorpérea. Sem esse tipo de equiparagdo, 0s
resultados se tornariam nao comparaveis entre individuos, uma vez que o painel ndo foi desenvolvido para
comparagdes entre kits. Todos os kits foram processados conforme exemplificado acima.



45

Métodos

3.12 Procedimentos estatisticos

Os resultados referentes as variaveis numéricas do estudo sé&o
apresentados como mediana e intervalo interquartilico (percentis 25 e 75). As
variaveis categoricas sao apresentadas como numero absoluto e porcentagem.
Os testes de Wilcoxon, Friedman e coeficiente de correlacdo de Pearson foram
usados para avaliar diferencas e associacfes. A estatistica inferencial foi usada
para analisar a condicdo hemodinamica pés-operatoria, marcadores bioldgicos
e variaveis relacionadas a microcirculacdo em grupos hemodinamicamente
definidos, bem como potencial preditores. Para esse proposito, a maioria dos
dados foi analisado apds transformacgédo Box-Cox. O modelo linear geral foi
usado para testar diferencas entre pacientes e controles no periodo pré-
operatério e entre grupos de pacientes seis meses apoés a cirurgia. O modelo
linear geral para medidas repetidas foi usado para analisar diferencas entre os
grupos em relacdo aos dados laboratoriais obtidos no periodo pré-operatorio,
guatro e 24 horas apds a cirurgia e analisar as curvas de pressao arterial e
saturacao periférica de oxigénio do periodo pds-operatorio. A regressao logistica
(andlise univariada e multivariada) foi usada para analisar possiveis preditores
de eventos cardiopulmonares no periodo pdés-operatorio e pacientes com
hemodinamica pulmonar anormal seis meses apos a cirurgia. Curvas ROC foram
construidas e os niveis de sensibilidade e especificidade associados com o valor
de corte foram determinados. Em todos os procedimentos adotou-se 0,05 como
nivel de significancia. A analise estatistica foi realizada usando o programa

SPSS-IBM, versao 26 (Armonk, NY, USA).
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3.13 Resumo das etapas do estudo

O diagrama representado na Figura 7 demonstra de maneira resumida
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Figura 7 - Esquema representativo das etapas consideradas no estudo.
CEC, circulagdo extracorpérea; PAP, pressdo arterial pulmonar; PAS, presséo arterial sistémica; UTI,
unidade de terapia intensiva.
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4.1 Etapas na sele¢do de pacientes

No presente estudo, a coleta de dados ocorreu durante dois anos, tendo
como inicio novembro de 2016 e término novembro de 2018. Neste periodo,
houve na Unidade Clinica de Cardiologia Pediatrica e Cardiopatias Congénitas
do Adulto do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo, 1321 procedimentos cirargicos realizados em crian¢cas com idade
entre zero e trés e anos. Destes, aproximadamente 200 pacientes foram
avaliados para incluséo, sendo que 40 atenderam aos critérios e entraram de
forma consecutiva no estudo. A Figura 8 apresenta um panorama do contexto
em que estes 40 pacientes encontravam-se inseridos e ilustra as etapas no

delineamento da casuistica.

4.2 Dados descritivos da amostra estudada

4.2.1 Caracteristicas dos pacientes incluidos: elementos de gravidade

Os dados antropométricos, demograficos e diagnésticos individuais dos
40 pacientes incluidos encontram-se dispostos na Tabela 2. A idade variou entre
quatro e 35 meses (11 [8-16] meses, mediana e percentis 25 e 75) e a
distribuicdo entre os géneros masculino e feminino foi de 11:29. Em relacao ao
tipo de cardiopatia, todos apresentavam comunicac¢des intracardiacas amplas

(n&o restritivas) com defeitos pds tricuspideos.
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671
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308
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cirurgia de emergéncia;

24 16 + pacientes submetidos a cirurgias
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40
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Figura 8 - Etapas na selegéo e situagfes de ndo inclusédo de pacientes no periodo de novembro de 2016 a

novembro de 2018.
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Tabela 2 — Dados antropométricos, demograficos e diagnosticos
Pacientes Género ldade Peso Altura S. Diagnostico Sat. 0, Qp/Qs
N° Identificagéo (meses) (kg) (cm) Down (%) basal
1 IRGS F 6 6,05 63 S DSAV PCA 87 3,2
2 NAF F 11 5,80 62 S DSAV PCA 88 1,6
3 VHA M 11 6,98 65 S DSAV 93 2,6
4 LBS F 35 9,90 82 S DSAV 93 1,8
5 EBES F 10 5,69 63 S DSAV PCA 93 3,4
6 YVHC F 19 6,60 70 s civ 08 2,1
7 AAF M 13 8,67 77 N civ 99 3,8
8 PVS M 29 11,45 87 N civ 99 2,8
9 LAM F 4 4,10 59 N cIv 95 1,9
10 SBF F 17 8,36 79 N civ 97 3,3
11 LGOS F 12 7,31 69 N civ 98 1,3
12 LCHOSS M 16 5,17 69 s DSAV 88 2,9
13 MHSAV F 10 5,84 65 s DSAV %4 2,0
14 svC F 8 5,50 61 S DSAVCIAPCA 93 1,9
15 IRF F 13 7,95 70 N civ 96 4,6
16 PHR M 5 6,41 65 s cIv 96 1,7
17 KAO F 7 7,59 74 N civ 95 1,8
18 MMS F 15 6,90 71 N civ 99 2,5
19  MEGSC F 13 5,92 69 S DSAV 94 35
20 KSO F 15 7,80 79 S DSAV CIA PCA 93 2,2
21 MJS F 22 7,40 74 N CIV PCA 96 1,8
22 VoS F 7 4,89 64 N cIv 97 2,1
23 GSB F 8 6,22 63 S DSAV PCA 92 2,9
24 NMMC F 31 10,10 82 s DSAV 97 1,7
25 LMS F 4 4,90 61 S CIV CIA 99 2,4
26 ciLs M 11 6,21 69 s DSAV 92 1,3
27 JVMA M 11 6,42 71 S DSAV PCA 97 2,7
28 AAG F 12 6,20 64 s CIV CIA 99 1,6
29 GSS F 9 7,13 69 s cIv 08 1,4
30 CERA M 9 6,24 66 N civ 99 45
31 SRL F 32 9,37 79 S CIV CIA 96 2,5
32 SVS F 7 5,38 63 N civ 98 3,2
33  TMOM F 8 5,43 61 N cIv 97 2,2
34 MCS M 24 9,00 79 N civ 99 1,2
35 LEQS F 9 6,48 64 s civ 99 2,9
36 KPBS M 7 4,00 60 N cIv 98 3,4
37 RRG F 5 5,64 62 S DSAV 96 4,0
38 TDN M 24 10,70 77 s cIv 98 3,3
39 ASRA F 32 10,38 88 S CIV PCA 98 1,8
40 ASNA F 14 6,40 67 s DSAV 926 1,5
Mediana M 11 6,41 69 S DSAV 97 2.3
P25eP750u% 27,5% (8-16)  (77-78%)  (63-75) 63% 40% (94-98) (18-32)

CIA, comunicacao interatrial; CIV, comunicagao interventricular; DSAV, defeito septal atrioventricular; PCA,
persisténcia do canal arterial; Qp/Qs, razdo entre fluxos sanguineos pulmonar e sistémico; Sat. Oz,

saturacdo periférica de oxigénio.
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Quanto aos elementos classicamente associados a gravidade e
precocidade das alteracbes vasculares pulmonares nesta populagdo, os
seguintes achados merecem ser destacados: nove pacientes (22,5%) com idade
acima de 18 meses; 25 pacientes (63,0%) com sindrome de Down; sete
pacientes (17,5%) com saturacdo periférica de oxigénio entre 90% e 93%; trés
casos com saturacdo periférica de oxigénio abaixo de 90% e 16 individuos

(40,0%) com diagndstico de defeito do septo atrioventricular.

4.2.2 Estado congestivo e comprometimento do desenvolvimento

ponderal

Criancas portadoras de cardiopatias congénitas, principalmente
relacionadas a presenca de hiperfluxo pulmonar, costumam cursar com
dificuldade de ganho ponderal. A maioria dos pacientes incluidos neste estudo
apresentou peso abaixo do esperado para a idade conforme demonstrado na
Figura 9. Paralelamente ao baixo ganho ponderal, a maioria deles, apresentou
algum grau de dispneia e histdrico clinico de infec¢des respiratérias de repeticao
atribuiveis a aumento do fluxo sanguineo pulmonar com congestdo. Por outro
lado, houve também pacientes em que os dados da histéria clinica e exame fisico
ndo apontaram na dire¢cdo de aumento do fluxo sanguineo com congestao
pulmonar, sugerindo elevacgao da resisténcia arterial naquele territério (Figura

10).
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Figura 9 — Graficos representativos do peso em relagdo a idade demonstrando situagdes de deficit
ponderal. O primeiro grafico representa pacientes ndo portadores da sindrome de Down. A curva de
normalidade, linha superior, corresponde a valores medianos oferecidos pela Organizacdo Mundial da
Saude. O segundo gréfico representa individuos portadores da sindrome de Down. A linha superior,
corresponde a valores medianos para ndo cardiopatas, conforme referéncia sugerida pela Sociedade
Brasileira de Pediatria para portadores de Sindrome de Down 06,
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Figura 10 — Radiogramas de térax representando dindmicas cardiopulmonares distintas. A esquerda,
paciente com idade de 7 meses, peso 5,5 kilogramas, com comunicac¢des interatrial e interventricular, e
persisténcia do canal arterial, apresentando aumento importante de area cardiaca e circulagdo pulmonar,
com aspecto de congestdo. A direita, paciente portador da sindrome de Down, 14 meses, peso 6,4
kilogramas com diagnéstico de defeito do septo atrioventricular. Observa-se aumento menos expressivo do
coracdo e da vascularidade pulmonar, sugerindo aumento da resisténcia arterial naquele territorio.

4.2.3 Dados funcionais obtidos pela ecocardiografia transtoracica

Os dados ecocardiograficos do periodo pré-operatério encontram-se
dispostos na Tabela 3. Além da andlise anatdmica pormenorizada do defeito
cardiaco congénito, a ecocardiografia forneceu dados que expressaram a funcao
ventricular direita e caracteristicas da circulacéo pulmonar. Devido as limitacfes
da prépria cardiopatia ou do método utilizado, ndo foi possivel a obtencédo de
todas as variaveis para todos os pacientes. Observa-se, pela analise dos dados
expressos na Tabela 2, que 25% dos pacientes apresentaram valores de Qp/Qs
acima de 3,2 e VTlve acima de 25 cm, sendo estes achados considerados como
aumento expressivo do fluxo sanguineo pulmonar °°. Por outro lado, houve
também situacdes em que nao foi identificado o hiperfluxo pulmonar, sendo que
em 25% dos pacientes 0 Qp/Qs estava abaixo de 1,8 e o VTlve abaixo de 20 cm,

sugerindo aumento da resisténcia vascular pulmonar. Com relacdo as variaveis
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gue refletem o desempenho do ventriculo direito, os valores de fractional area
change (FAC), indice de desempenho (performance) miocéardico (IPM) e
excurséo sistdlica do anel tricuspideo (TAPSE) encontraram-se dentro dos niveis
de normalidade, indicando que, de um modo geral, a funcdo ventricular direita
estava preservada no periodo pré-operatério. A variavel strain longitudinal de
pico sistélico do ventriculo direito foi avaliada em 12 pacientes. Destes, nove
apresentaram valores abaixo do considerado normal para criancas saudaveis®s.
Vale ressaltar que os valores reduzidos desta variavel podem estar relacionados
as caracteristicas anatdmicas da cardiopatia, o que representa uma limitacdo na

avaliacdo da mecanica ventricular direita.

424 Medidas hemodindmicas invasivas

Dois pacientes apresentaram sinais sugestivos de aumento importante
da resisténcia vascular pulmonar e tiveram indicacao clinica para a obtencéo de
medidas hemodinamicas de forma invasiva. O primeiro corresponde ao paciente
de nimero 1 e 0 segundo ao paciente de niumero 20 conforme representados na
Tabela 1. As medidas hemodinamicas obtidas foram respectivamente as
seguintes: pressdo média de artéria pulmonar 56 e 48 mmHg; resisténcia
vascular pulmonar indexada 7,70 e 5,76 unidades Wood x m?; razédo entre a
resisténcia vascular pulmonar e sistémica 0,37 e 0,23. Conforme protocolo
institucional, estes pacientes foram submetidos ao uso pré-operatério do inibidor
da fosfodiesterase 5, sildenafila, com o objetivo de promover melhores

resultados evolutivos 12.
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Tabela 3—- Dados ecocardiogréaficos do periodo pré-operatorio
Varlavel_s B N  Minimo Maximo Mediana Percentil Percentil
ecocardiograficas 25 75
PSVD (mmHg) 20 27,0 103,0 75,0 52,0 86,0
PMAP (mmHg) 23 120 64,0 48,0 34,0 54,0
Qp/Qs 40 1,2 4,6 2,3 1,8 3,2
VTl ve (cm) 40 13,0 32,0 21,5 20,1 25,0
FAC (%) 34 32,0 68,0 455 39,0 50,0
TAPSE (escore 2) 40 -3,67 3,84 0,50 -1,60 1,93
Strain longitudinal de
pico sistolico, VD (%) 12 18,0 31,5 21,0 19,0 28,4
IPM, VD 32 0,28 0,72 0,46 0,41 0,52

FAC, fractional area change; IPM VD, indice de desempenho (performance) miocardico de ventriculo direito;
PMAP, pressdo média da artéria pulmonar; PSVD, pressao sist6lica do ventriculo direito; Qp/Qs, razéo
entre fluxos sanguineos pulmonar e sistémico; TAPSE, excurséo sistélica do anel tricuspideo (medida de
funcé@o ventricular direita); VTlve, integral velocidade-tempo do fluxo sanguineo em veias pulmonares
(medida indireta do fluxo pulmonar).

S&o considerados valores normais para as variaveis: PSVD < 35mmHg'%’; PMAP < 25mmHg%; FAC >
35%1%8; IPM VD < 0,551%8, S&o0 considerados como aumento expressivo do ponto de vista hemodinamico
valores de Qp/Qs superiores a 2,89 e VTlvp acima de 24 cm, conforme estudo desenvolvido em nossa
Instituicdo®. O valor normal médio considerado para o strain longitudinal de pico sistdlico de VD em criangas
ndo cardiopatas é de 29% (intervalo de confianga de 95%, 26,54 - 31.5)1%%. Valores abaixo de 20% s&o
considerados anormais. TAPSE, valores de referéncia definidos para diferentes idades, sendo calculado o
escore Z para cada individuo®®,

4.2.5 Dados hematoldgicos de rotina pré-operatoria

Os dados laboratoriais hematolégicos habitualmente investigados no
periodo pré-operatorio encontram-se dispostos na Tabela 4. Observa-se que as
varidveis, em sua maioria, apresentaram-se dentro dos limites considerados

normais para a idade.
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Tabela4 - Dados hematologicos do periodo pré-operatério
Exames N Min  Max Mediana P25 pys  Vvaloresde
laboratoriais referéncia*
Eritrocitos (x10%/mm®) 40 3,5 5,0 4,5 42 50 3,7a6,0

Hemoglobina (g/dL) 40 8,5 15,8 12,1 114 128 10,3a 14,0
Hematdcrito (%) 40 28 47 36 34 39 33a44
Leucdcitos (por mm®) 40 4950 15660 10785 7140 12055 6000 a 15000
Plaquetas (x10°/L) 40 137 551 322 272 371 140 a 450
VPM (fL) 39 84 115 9,5 90 10 6,5a 12
PCR (mg/L) 30 042 11,00 207 122 456 < 5,00

PCR, proteina C reativa; P25 e P75, respectivamente, percentis 25 e 75; VPM, volume plaquetario médio.
* Valores de referéncia fornecidos pelo Laboratério de Andlises Clinicas do Instituto do Coragdo, Hospital
das Clinicas da Universidade de Sao Paulo.

4.2.6 Procedimentos e registros durante o ato operatério

Todos os pacientes foram submetidos a cirurgia corretiva com uso de
circulagdo extracorpérea. O tempo da mesma variou de 66 a 218 minutos
(120 [90 — 152], mediana e percentis 25 e 75) e o tempo de anoOxia de 45 a 170
minutos (96 [66 — 124]) e ndo foram apontadas dificuldades em sua retirada,
relacionadas ao aumento da pressdo arterial pulmonar. Quanto ao uso de
hemoderivados, 93% dos pacientes receberam concentrado de heméacias no
inicio da circulacdo extracorpérea, para o preenchimento do circuito; a
guantidade mediana foi de 34 mL/kg (25 — 43 mL/kg). Durante o ato cirargico, 0s
pacientes foram submetidos a hipotermia moderada de 29,9°C (28,9 — 31,5 C)
e, ao término do procedimento, foram reaquecidos a temperatura de 36,6°C (36,5

—36,7°C). Em relacéo a solucéo cardioplégica, trés tipos foram utilizados: 52,5%
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dos pacientes receberam cardioplegia sanguinea (St. Thomaz); 42,5%
receberam Custodiol® e a solucéo de Del Nido® foi usada em 5% dos casos.
Referente a protamina, medicamento necessario para reverter o efeito da
heparina utilizada para anticoagulacdo, a quantidade administrada foi de 11
mg/kg (10 — 14 mg/kg). Ao final da circulacéo extracorporea, todos os pacientes
foram submetidos a ultrafiltracdo pelo tempo de dez minutos e o volume retirado
foi de 60,5 mL/kg (41,3 — 70,6 mL/kg). ApoOs a ultrafiltracdo foi realizada a
ecocardiografia transesofdgica para avaliagdo da funcdo ventricular direita e
esquerda, os valores obtidos para FAC e fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo foram respectivamente 50% (45 - 57%) e 64 % (59 - 66%). Ao término
do ato cirargico, a totalidade dos individuos necessitou de um ou mais farmacos
vasoativos para manutencdo dos parametros de microcirculacdo, pressao
arterial sistémica e pulmonar em niveis ideais, sendo a combinagdo mais
comum, adrenalina e milrinone, presente em 85% dos casos. Com o objetivo de
evitar instabilidade do tbnus vascular pulmonar, 0s pacientes foram
encaminhados a unidade de terapia intensiva recebendo 6xido nitrico inalado na
dose de 20 ppm. Os dados individuais das variaveis relacionadas ao periodo
intra-operatério encontram-se dispostas no Anexo C . As pressGes em artéria
pulmonar e aorta (sisttmica) foram verificadas de maneira direta pelo
posicionamento de cateteres nestes vasos, imediatamente antes e apos a
circulagdo extracorpérea. A pressao média em artéria pulmonar foi 32 mmHg
(26 — 36 mmHg) e 22 mmHg (18 — 26 mmHg) (p < 0,001) respectivamente; a
pressdao média arterial sistémica foi 46 mmHg (40 — 54 mmHg) e 53 mmHg
(49 — 59 mmHg) respectivamente, (p < 0,001). Os dados hemodinamicos do

periodo intra-operatério encontram-se representados na Figura 11.
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Figura 11 — Pressdo média arterial pulmonar (PMAP) e sistémica (PMAS) imediatamente antes e apds a
circulacéo extracorpérea (CEC). Os graficos em barra representam a mediana e intervalos interquartilicos

(P25 e P75).
Para comparacéo entre as medidas pareadas foi utilizado o teste de Wilcoxon.
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4.2.7 Aspectos evolutivos do periodo pos-operatorio

Todos os pacientes, no periodo pds-operatorio imediato e mediato,
permaneceram sedados, em ventilacdo mecanica e em uso de 6xido nitrico
inalado, com o objetivo de se manter tanto quanto possivel estabilidade
pulmonar. Apesar de todos os cuidados e precaucdes no manejo dos pacientes
no periodo pés-operatério, 11 deles (27,5%), apresentaram alteracdes clinicas e
hemodinamicas de suficiente gravidade para serem caracterizadas como Evento
Cardiorrespiratorio e Hemodinamico Relevante (ECRHR). O periodo sob
ventilagdo mecanica variou de 1 a 32 dias, com mediana de 8 dias (7 - 11 dias).
Os ECRHR contribuiram para periodos de ventilagdo mecéanica prolongados
(> 7 dias em 22 pacientes), mas ndo para mortalidade. Outras causas que
colaboraram para o tempo prolongado sob ventilagdo mecanica foram
complicagBes infecciosas, distarbios respiratérios, arritmias e convulsdes. O
tempo de permanéncia dos pacientes sob cuidados intensivos e intermediarios
variou de sete a 38 dias, com mediana de 14 dias (11 - 21 dias) e o tempo total
de internacdo hospitalar apos a correcéo cirurgica foi de dez a 64 dias com
mediana de 27 dias (21 - 35 dias). Quanto aos 6bitos, duas pacientes (nUmero
23 e 28) evoluiram para desfecho fatal no décimo e no oitavo dia apds a correcao
cirargica, respectivamente. Nenhuma delas apresentou ECRHR e as causas de
Obitos estiveram relacionadas a complicacdes infecciosas (choque séptico, com
evolucao para faléncia de multiplos 6rgéos e parada cardiaca). A Tabela 5 expde

os dados individuais relacionados ao periodo pés-operatorio.
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Tabela 5 — Dados do periodo pds-operatorio
Pacientes Dias sob Dias sob Dias de ECRHR
ventilagéo cuidados internacao
N° Identificaggo ~ Mecanica e dxido intensivos / apos a . «
nitrico inalado intermediarios cirurgia Sim /N&o
1 IRGS 05 14 25 N
2 NAF 18 31 64 S
3 VHA 08 21 28 N
4 LBS 01 o7 10 N
5 EBES 13 29 43 S
6 YVHC 08 15 22 N
7 AAF 11 17 25 S
8 PVS 03 07 11 N
9 LAM 07 13 27 S
10 SBF 07 13 22 N
11 LGOS 12 35 58 S
12 LCHOSS 07 18 24 N
13 MHSAV 04 08 22 N
14 svec 32 38 49 S
15 IRF 06 08 20 N
16 PHR 15 28 30 S
17 KAO 15 21 28 S
18 MMS 07 10 18 N
19 MEGSC 10 23 37 N
20 KSO 11 23 36 S
21 MJS 07 12 23 N
22 VOS 13 21 36 N
23* GSB 05 10 10 N
24 NMMC 10 14 36 N
25 LMS 08 13 23 N
26 CILS 09 25 46 N
27 JVMA 10 14 29 N
28* AAG 08 08 08 N
29 GSS 11 16 27 N
30 CERA 07 13 27 N
31 SRL 23 37 63 S
32 SVsS 12 16 27 N
33 TMOM 07 14 23 N
34 MCS 06 09 17 N
35 LEQS 06 11 20 N
36 KPBS 07 16 35 N
37 RRG 07 19 29 N
38 TDN 08 13 21 S
39 ASRA 05 11 21 N
40 ASNA 07 14 27 N
Mediana 08 14 27 S: 11
P25 e P75 (7-11) (11-21) (21 -35)

ECRHR, Evento Cardiorrespiratério e Hemodinamico Relevante, definido como alteracdes relevantes e
concomitantes na circulagéo pulmonar e sistémica, associadas a queda na saturacéo periférica de oxigénio,
de gravidade suficiente para suscitar manobras de ressuscitacdo cardiopulmonar (bradicardia manifesta),
ou de duracado prolongada (mais de uma hora), ou ainda, de carater sub entrante, repetitivo ao longo do
periodo (manh3, tarde, noite) requerendo varios acertos de drogas vasoativas entre outras medidas.

*Os pacientes de numero 23 e 28 foram a Obito no 10° e 8° dias ap0s a cirurgia, respectivamente.
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4.2.8 Dados hematologicos e de microcirculacdo do periodo

pOs-operatorio inicial

Os dados laboratoriais referentes a indices hematologicos relacionados
a inflamacéo e microcirculagdo dos pacientes nas primeiras 48 horas apés a
correcdo cirurgica, bem como o Vasoactive Inotropic Score (VIS), encontram-se
dispostos na Tabela 6. E possivel observar um aumento significante dos niveis
de linfécitos e mondcitos. A razdo neutrdéfilo/linfocito, considerada como um
marcador de gravidade para algumas patologias, inclusive no periodo pos-
operatério de correcdes cardiacas pediatricas!®®, mostrou-se elevada no inicio
com uma tendéncia a diminuigdo posterior. Observa-se também um aumento
progressivo no volume plaquetario médio (VPM) e um aumento bastante
expressivo da proteina C reativa (PCR), ndo atribuido a processo infeccioso. O
nivel de bicarbonato de sodio esteve dentro dos limites de normalidade no
periodo pds-operatdrio imediato, evoluindo com um aumento progressivo. Ao
contrario do bicarbonato, o nivel de lactato esteve aumentado no pés-operatério
imediato e normalizou-se no primeiro e segundo dia do periodo pds-operatorio.
A saturacdo venosa central de oxigénio, parametro utilizado para avaliar a
adequada oferta de oxigénio aos tecidos, manteve-se dentro dos niveis de
normalidade nas primeiras 48 horas apos a cirurgia. Em relagcéo ao VIS, variavel
gue estima a quantidade de drogas vasoativas, 0 mesmo teve o valor mais baixo
mensurado no pés-operatério imediato, apresentando aumento significante nos

dois dias seguintes.
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Tabela 6 — Dados hematoldgicos parametros de microcirculacdo e escore
de drogas vasoativas no periodo pos-operatorio inicial
L. os-operatorlo rrmeiro dia egundado dia
Variaveis P bri Pri . di S dodi
imediato apés acirurgia apoés acirurgia
N 14,06 14,17 14,75
Leucocitos, WML (11 00 "1766)  (11.86-18,09)  (1213-2019) 0302
L 1,702 1,87 2 2,37
Linfocitos, k/uL (1,02 - 2,41) (1,22 - 2,23) (1,51 - 2,98) 0,018
. 1,032 1,47 1,34 @
Monocitos, KiuL 0 73"1 48) (0,86 — 1,93) ©085-181 090
» 10,59 10,64 10,97
Neutrofilos, Wkl (828 -1386)  (8,35-13,66)  (761-1529)  0-828
Razao neutrofilo/ 6,83 5,92 5,07 0.062
linfocito (4,06 — 10,88) (4,28 — 9,25) (2,94 - 9,13) !
141 136 138
Plaquetas, k/uL (118 — 170) (110 - 164) (107 - 178) 0.788
9,40 10,00 10,30
VPM, L (8,85 — 9,90) (9,40 — 10,40) ©75-10,70) <0001
2,882 69,50 P 136,19 ¢
PCR, mg/L (1,78 — 3,76) (53,80 —81,80) (108,24 — 201,06) <0.001
20,52 12,0 12,0
Lactato, mg/L (15,3 - 30,8) (9,0 - 15,5) (110-158 <0001
22,22 25,5 b 27,6
Ele, el (20,8 — 23,8) (23,6 — 27.1) @57-307)  ~0001
79,9 78,7 73,0
0, 1 ’ y
Sve0z, % (71,2 - 85,7) (71,1 - 84,4) (65,6 — 82,0) 0,58
152 22 22°P
= @ - 28) (11 - 43) (11 - 35) 00

Os resultados estédo expressos em mediana, percentis 25 e 75. As diferengas foram analisadas com o uso
do Teste de Friedman, seguida de compara¢des Post Roc. Valores ndo compartilhando a mesma letra séo
significantemente diferentes.

BIC, bicarbonato de sédio; PCR, proteina C reativa; SvcO2, saturagdo venosa central de oxigénio; VIS,
Vasoactive Inotropic Score; VPM, volume plaquetario médio.

Valores de referéncia fornecidos pelo Laboratério de Andlises Clinicas do Instituto do Coragéo, Hospital das
Clinicas da Universidade de Sao Paulo: BIC, 20,0 — 24,0 mmolL; Lactato, 4,0 — 14,0 mg/L; Leucécitos, 6,00
— 15,00 k/pL; Linfécitos, 1,5 — 7,0 k/uL; Mondcitos, 0 — 0,8 k/pL; Neutrdfilos, 6,00 — 8,00 k/pL; Plaquetas,150
— 450 k/uL; PCR, <5 mg/L; SvcO2, 60 — 85%.

Razao neutrofilo/ linfocito, 0,78 — 3,53, valores considerados segundo referéncia 1.
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4.3 Analise inferencial

4.3.1 Situacdo hemodinamicaimediatamente apds a cirurgia

A situacdo hemodinamica observada nas primeiras seis horas apos a
cirurgia trouxe elementos que correlacionaram tanto com os dados obtidos no
centro cirdrgico como com a evolugdo clinica dos pacientes nos trés dias
subsequentes a cirurgia. Esta associacado foi baseada na razdo entre pressao
pulmonar e pressdo sistémica, mais especificamente entre a pressdo média
arterial pulmonar e a pressédo meédia arterial sisttmica (PAP/PAS). O foco inicial
da andlise esteve nas quatro primeiras medidas obtidas com intervalos de duas
horas na unidade de terapia intensiva. Assim sendo, foi calculado um valor médio
para estas quatro medidas, para cada paciente. Esta variavel foi caracterizada
como PAP/PASpoi. A Figura 12 demonstra como a variavel PAP/PASpoi guardou
relacdo com a condicdo hemodinamica do paciente no centro cirlrgico e nos dois
a trés dias do periodo pds-operatorio.

Com base na variavel PAP/PASkpol, 0s pacientes foram categorizados em
dois grupos: aqueles com valores iguais ou inferiores a 0,40 e aqueles acima
deste nivel. Inicialmente, este valor de corte foi estabelecido por conveniéncia,
uma vez que resultava em grupos de tamanhos préximos: PAP/PASpol < 0,40,
com 22 pacientes; PAP/PASpol > 0,40, com 18 individuos. Posteriormente, o
mesmo demonstrou-se estratégico na predicdo de ECRHR a partir da variavel
PAP/PASpoi. Outros valores de corte foram testados, mas nao se demonstraram
adequados nem na obtencdo de grupos de tamanhos equivalentes, nem na

predicdo de eventos.
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A y=0,112 + 0,686 * x
R2=0,46
p < 0,001
0,8 -
S 0,6 -
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Figura 12 - Relagdo entre situagfes hemodindmicas em diferentes momentos. Em A, situacdo
hemodinamica do paciente nas seis primeiras horas de tratamento intensivo (PAP/PASrol, razdo entre
pressédo média arterial pulmonar e sistémica, valor médio de quatro medidas) em funcao daquela observada
no centro cirdrgico, logo apos a finalizagdo da circulacdo extracorpérea (PAP/PAScc). Em B, situagédo
hemodinamica nos dois dias e meio subsequentes (PAP/PAS subsequente, valor médio de 27
determinagdes), em funcéo daquela observada no inicio do periodo pds-operatério.
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Os parametros hemodinamicos observados no inicio do periodo de
cuidados intensivos tiveram associagao importante com a ocorréncia de eventos
nos dias que se seguiram. Ressalte-se que a variavel PAP/PASpoi caracterizou-
se como melhor preditor dos ECRHR, mostrando-se superior aos dados
pressoricos obtidos no centro cirdrgico (PAP/PAScc). A Figura 13 mostra curvas
ROC (Receiver Operating Characteristic) onde essas variaveis foram estudadas

como preditores.
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0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0
1 - Especificidade
Sensibilidade Especificidade  Areq IC 95%
Evento soba |imite  Limite p
% % CUrva inferior superior
PAP/PAScc >0,41 73 72 0,688 0,488 0,888 0,069
PAP/PASpor  >0,40 73 76 0,757 0,606 0,908 0,013

Figura 13 — Razao entre a pressao média arterial pulmonar e pressédo média arterial sistémica (PAP/PAS)
na predigdo de Eventos Cardiorrespiratérios e Hemodinamicos Relevantes. PAP/PAScc e PAP/PASrol,
variaveis obtidas respectivamente, no centro ciriirgico e no inicio do periodo de cuidados intensivos. Sdo
apresentados valores de corte e outros dados obtidos a partir da analise das curvas ROC.
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4.3.2 Evolucédo hemodinamica e oximétrica nos grupos considerados

A Figura 14 representa a evolucdo hemodindmica e oximétrica nos
grupos com PAP/PASpol < 0,40 versus > 0,40. Os dados foram registrados na
unidade de cuidados intensivos, com intervalos de duas horas, por um periodo
de dois dias e meio. Foi possivel observar que os individuos com PAP/PASkpol
> 0,40 mantiveram niveis de pressdo média arterial pulmonar superiores aos
demais, por todo o periodo de monitorizagdo. A pressao média arterial sistémica
nao foi diferente entre os grupos, enquanto a saturacdo periférica de oxigénio
teve tendéncia a niveis inferiores, em individuos com PAP/PASroi > 0,40, durante
as primeiras 36 horas. Os pacientes com PAP/PASror > 0,40 tiveram grande
variabilidade da pressdo média arterial pulmonar e da saturacao periférica de

oxigénio quando comparados aqueles com PAP/PASrol < 0,40.
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Figura 14 — Evolugdo hemodinamica e oximétrica nos grupos caracterizados de acordo com a razdo entre
a pressdo média arterial pulmonar e a sistémica, no inicio do periodo pés-operatdrio (PAP/PASpol). PMAP,
PMAS e Sat Oz, respectivamente, pressdo média arterial pulmonar, pressdo média arterial sistémica e
saturacao periférica de oxigénio, avaliadas a cada duas horas por dois dias e meios consecutivos. Os dados
séo apresentados como média e erro padrdo. Os quadrados vazios e os quadrados solidos representam,
respectivamente, pacientes com PAP/PASpoi < 0,40 e > 0,40, respectivamente.
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4.3.3 Aspectos daresposta inflamatoria

4.3.3.1 Dados

hematoldgicos

pOs-operatorio

comparativos

nos

momentos

pré e

A comparacao dos dados hematoldgicos entre os periodos pré e pos-

operatérios encontram-se demonstrados na Tabela 7. No periodo p6s-operatério

foi observada diminuigdo na contagem de linfocitos enquanto houve aumento no

nivel circulante de mondcitos e neutrofilos. Consequentemente a razao entre

neutroéfilos e linfécitos mostrou-se aumentada. Foi observado também declinio

na contagem de plaquetas e aumento no volume plaquetario médio e na proteina

C reativa.
Tabela7 - Dados hematolégicos nos momentos pré e pds-operatério
Varidvei Periodo pré- Periodo po6s-operatério
ariavels tério p
opera 4 horas 24 horas 48 horas
- 11,04 14,06 1 14,17 14,75 t
Leucocitos, WL (7 14 1221)  (11,02-17.66) (11,86-1809) (1213-20,19) 200!
L 4,66 1,70 1 1,87 1 2,37
Linfocitos, KL 366-7,76)  (1.02-2,41)  (1.22-2,23) (151-298 <0001
. 3,33 10,59 t 10,64 10,97 t
Neutrofilos, KL 200-4,91)  (8.28-13.86) (8,35-13,66)  (7.61-1529) - 001
Razao neutrdfilo/ 0,57 6,83 T 5,92 t 5,07 t <0.001
linfécito (035-1,05  (406-1088)  (428-9,25)  (2,94-9,13) !
- 0,71 1,03 1 1,47 1 1,34
Monocitos, KWL (950-1,04)  (0.73-1.48)  (0.86-1,93)  (085-181) <0001
329 141 1 136 1 138 1
Plaquetas, WL (575 _390) (118 — 170) (110 — 164) (107 — 178) <0001
9,50 9,40 10,05 ¢ 10,30 ¢
VPM, 1L (9.00-10,00)  (885-9,90)  (945-1040)  (9,75-10,70) - 001
2,07 2,88 69,50 1 136,19 1
PO, Mg (117-457)  (1,78-376) (53,80—81,80) ((108,24—201,06) - 2001

Os resultados estédo expressos em mediana, percentis 25 e 75. As diferengas foram analisadas com o uso
do Teste de Friedman.
T e 1, respectivamente, p < 0,001 e < 0,01 versus pré-operatoério (post hoc multiplas comparacdes); PCR,
proteina C reativa; VPM, volume plaquetario médio.
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4.3.3.2 Marcadores inflamatorios e comportamento hemodinamico

Os niveis pré-operatorios dos marcadores inflamatorios investigados
neste estudo ndo diferiram significantemente entre pacientes e controles. A Gnica
excecdo foi a quimiocina RANTES, que apresentou niveis mais elevados no
grupo de pacientes. Os dados referentes aos valores basais das proteinas

inflamatdrias em pacientes e controles estdo demonstrados na Tabela 8.

Tabela 8 — Niveis séricos pré-operatérios das proteinas inflamatérias
Controles Pacientes Controles Pacientes
(n =37) (n = 40) P (n =37) (n = 40) .
calcsa (801?37256) (1022;12280) 0209 | 1L-13 (2923%90) (31f—51256) 0492
ebaot (26;103-57%79) (28512-37?;70) 0677 | 118 (275-211116) (2625-618240) 0.749
G-CSF (19?;-1;03) (2455?267) 0120 | L7 (142?:50) (19?)?256) 0.204
GM-CSF (14%3???56) (1632;1-1292) 0450 | IL-17E (183;-1;65) (221?;86) 0.173
ORO 1514 perg) (1231-72%66) 0824 | IL-27 (133311) (1733(-):22) 0401
-309 (31?3?202) (255?-71210) 0301 | IL-32 (221?380) (25?—1;90) 0993
ICAM-L (304?5’9?:1;330) (297312?22504) 0847 | 1P-10 (242416185) (435—%41) 0.052
IFN-v (1633‘-53?89) (1936?238) 0434 | I-TAC (24?3?589) (30;01%24) By
IL-la (16:;6—3289) (20‘:3??12) 0407 | MCP-1 (26?-‘:37) (23‘21:8176) 0319
-1 (1016?;86) (11?—3215) 0.766 | MIF (543?;-29838) (46??56-777169) 0444
IL-ARA (751;—122776) (60?27:93) 0.903 | MiP-1o/B (231(—)5980) (242(-);14) 0.093
-2 (1126-3215) (123;?311) 0378 | SerpinE1 (400?.?2:‘:686) (35822?655188) 0,670
-4 (17?31?44) (2035’;-1;110) 0333 | RANTES (475?5?.(-):;624) (539?32;12405) 0012
-5 (56?f98) (76?;126) 0601 ) SDF- (3253(?-%%)36) (33:5—55;67) 0419
IL-6 (26?)(-5383) (19:;(-)7118) 0.197 | TNFa (1435273) (153:-1229) 0508
IL-8 (1328(-)3296) (15?—3:09) 0.272 iTREM_ (1521(-3243) (2335?;95) 0,312
IL-10 (1322???99) (1927?190) 0809 | 1L-18 (50(5)3-7;;18) (523-51202) 0909
!I.L2-p70 (11?—1265) (1422(?143) 0612 | IL-21 (18‘;(—)(1-12) (25?;?89) 0512

Os niveis séricos de todas as proteinas sdo apresentados em pixels, unidade de intensidade
(quimioluminescéncia). Os dados estdo apresentados em mediana e intervalo interquartilico. As diferencas
foram analisadas usando o modelo linear geral apds transformacao Box-Cox das variaveis dependentes.
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Os marcadores inflamatoérios foram analisados buscando diferencas ao longo do
tempo, isto €, comparativamente em trés momentos, situacao basal, quatro e 24
horas apds a cirurgia, e entre 0s grupos definidos sob aspectos hemodinamico
(PAP/PASPol < 0,40 e PAP/PASPol > 0,40). Todos os marcadores inflamatérios
analisados encontram-se dispostos no Anexo D. Horizontalmente, considerando-
se o0s trés momentos de observacao, diversos marcadores modificaram-se
significantemente em ambos o0s grupos. Por exemplo, IL-1 RA teve elevacao
importante quatro horas apés a circulacdo extracorporea em comparacao a
situacdo basal, e declinou a seguir (24h apés a cirurgia). Padrdo similar foi
observado em outras proteinas como IL-6 e IL-16. De outra forma, os valores de
CD40L, GROaq, Serpina E1, RANTES e SDF-1 diminuiram a partir da condicao
pré-operatoria. O nivel sérico de CD40L correlacionou positivamente com a
contagem de plaquetas antes da cirurgia (r = 0,41, p = 0,012), quatro e 24 horas
apos a circulacdo extracorpérea (respectivamente, r= 0,35, p=0,035er=0,41,
p = 0,011). Ademais, houve correlacdo negativa entre o nivel sérico de RANTES
e 0 uso de drogas vasoativas calculadas pelo VIS (r = -0,57, p < 0,001 e
r = -0,043, respectivamente, quatro e 24 horas apos circulacdo extracorporea).
Em relacdo a analise comparativa entre os grupos hemodinamicos, foram
verificadas diferengas significantes em cinco marcadores inflamatérios, sendo
eles, G-CSF, IL-1RA, IL-6, IL-21 e volume plaquetario médio, todos com niveis
mais elevados no grupo PAP/PASpol > 40. Os dados referentes as comparagoes
entre os trés momentos e entre os dois grupos estéo dispostos na Tabela 9. Os
achados referentes aos cinco mediadores que apresentaram diferencas

significantes entre 0s grupos encontram-se ilustrados na Figura 15.
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Tabela 9 —

trés momentos considerados no estudado

Marcadores inflamatorios nos grupos hemodinamicos, nos

PAP/PASroi £ 0,40 (n = 22)

PAP/PASpol > 0,40 (n = 18)

Pré- Pés-operatorio Pré- Pés-operatorio

operatério operatério Entre os Entre

4h 24h 4h 24h momentos grupos
4310 1898 2307 5916 2142 2760

CD40L  (2740-8359)  (1178-2993)  (1585-4034) (3162-6983)  (1263-5321) (1315-4373)  <0,001 0,873
391 814 401 689 1234 679

G-CSF (154-800) (360-1397) (247-619) (294-923)  (766-1949)  (343-1597)  <0,001 0,040
1588 1191 741 1796 1594 1210

GROa.  (1269-2980)  (684-1353)  (443-1476) (1189-2047)  (683-2828)  (646-1670)  <0,001 0,292
1210 13140 4662 1925 18853 7036

IL-IRA (518-2249)  (9524-18184)  (1770-6574) (1070-2633) ~ (14058-21786)  (4654-12461) ~ <0,001 0,020
281 826 601 477 2056 961

IL-6 (141-637) (368-1215)  (330-1071) (225-1210)  (1010-2839)  (450-2181)  <0,001 0,003
279 292 227 317 511 269

IL-8 (146-403) (169-621) (144-448) (155-655) (267-864) (189-610) 0,014 0,167
564 1241 908 578 2768 1133

IL-16 (261-1083)  (1001-2715)  (349-1218) (448-1518)  (1529-3923)  (635-2878)  <0,001 0,155
904 1466 659 824 3186 702

IP-10 (410-1808)  (637-2723)  (166-1122) (623-2033)  (1015-4080)  (186-2109)  <0,001 0,305
381 447 364 560 881 508

MCP-1 (230-786) (323-830) (254-631) (246-962)  (610-1269)  (241-1100) 0,002 0,178
5514 7117 5587 6078 9010 6753

MIF (4113-7055) (6604-9722) (3662-8508) (5192-7330)  (7209-11057)  (5465-8794) <0,001 0,299
Serpin 44650 37559 34719 52910 44831 40841

E1 (35485-57863) (30688-46958)  (27139-40310) (40782-62429)  (32830-53588)  (35076-51601) <0,001 0,086
64525 50828 46564 68037 51934 48699

RANTES (50627-81348) (39911-78459)  (36403-66291) (59861-74569)  (42454-68576)  (33868-60721) <0,001 0,956
4123 3807 2668 4695 4797 3566

SDF-1  (3615-6061) (2486-7486)  (2098-4702) (3031-5795)  (4031-7014)  (2980-4947) 0,002 0,734
338 349 321 658 562 479

IL-21 (152-589) (257-558) (211-585) (344-949) (353-912) (278-834) 0,181 0,047
9,40 9,20 9,80 10,00 9,40 10,30

VPMfL  (365-9,80) (8,65-9,85)  (9,20-10,30) (9.30-10,85)  (9,05-10,00) (9,75-10,85)  <0,001 0,018
0,54 6,83 5,14 0,77 6,50 7,09

RNL (0,38-0,81)  (4,23-9,41)  (3,54-9,17) (0,43-1,40)  (3,85-16,72)  (4,82-9,28) <0,001 0,148
PCR, 2,62 2,05 61,99 1,54 3,05 69,12

mglL (1,27-499)  (1,56-3,20)  (51,09-78,33) (0,90-3,39)  (2,01-45)  (5562-82,65)  <0,001 0,942

Sao apresentados somente os marcadores inflamatérios para os quais houve diferenca significante entre
0S momentos e/ou entre 0S grupos.

Salvo especifica¢Bes, 0s niveis dos marcadores sdo dados em pixels, unidades de intensidade
(quimioluminescéncia).

Os resultados estdo apresentados em mediana e intervalos interquartilicos (P25 e P75).

Os dados foram analisados, apos transformagdo Box-Cox, usando o modelo linear geral para medidas

repetidas.

PAP/PASPoi, razdo entre a pressdo meédia arterial pulmonar e a sistémica, no inicio do periodo pds-
operatorio; PCR, proteina C reativa; RNL, razdo entre numero de neutrofilos e linfocitos em circulacéo;

VPM, volume plaquetario médio.
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Figura 15 - Marcadores inflamatérios com diferenga significante entre os grupos definidos de acordo com
caracteristicas hemodinamicas.

Os valores estao expressos em média e erro padrao.
* Quimioluminescéncia, valores obtidos apos transformacéo Box-Cox.

CEC, circulacéo extracorpérea; IL-6 e 21, respectivamente, interleucina 6 e 21; VPM, volume plaquetario
médio.
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4.3.4 Associacao das variaveis com os Eventos Cardiorrespiratorios e

Hemodindmicos Relevantes (ECRHR)

As variaveis do estudo foram testadas buscando encontrar associacao
destas com os ECRHR. Com este objetivo, foram realizadas analises univariada
e multivariada. A Tabela 10 mostra as variaveis para as quais se obteve um valor
de p < 0,10 na analise univariada. Com excecao da razdo neutrofilos/linfocitos,
gue apresentou coeficiente negativo na andlise de regressao, as variaveis
mostradas na Tabela 10 sdo positivamente relacionadas a ocorréncia dos
ECRHR. A razdo PAP/PASrol > 0,40 assim como os marcadores inflamatorios
IL-16, MIF e razdo neutrdfilos/linfécitos, mensurados quatro horas apods a
circulacdo extracorpoérea, apresentaram valor de p < 0,05. No entanto, quando
utilizado o procedimento forward LR para inclusdo das variaveis na andlise
multivariada, apenas PAP/PASpor > 0,40 e MIF permaneceram no modelo
preditivo. O hazard ratio para PAP/PASprol > 0,40 foi 5,07 (IC 95% 1,10 — 23,45,
p=0,038) e para o nivel sérico de MIF, quatro horas apés a circulagédo
extracorporea, analisado em quartis, foi 3,29 (IC95% 1,38 — 7,88, p < 0,001). As
variaveis analisadas, porém, sem associacdo significante a ocorréncia de
eventos foram idade, presenca ou auséncia da sindrome de Down, saturacéo de
oxigénio basal, Qp/Qs, razéo entre a pressdo média arterial pulmonar e sistémica
antes e ap0s a circulacdo extracorpérea, Vasoaticve Inotropic Score, niveis
séricos de lactato e saturacdo venosa central de oxigénio no periodo pos-
operatorio e niveis séricos de marcadores inflamatorios pré e pos-operatorio.

Estes achados encontram-se pormenorizados no Anexo E.
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Tabela 10 - Variaveis com potencial impacto na ocorréncia dos ECRHR

ECRHR P
Nao Sim Analise Analise Anadlise
(n =29) (n=11) univariada multivariadal multivariada 2
EAE\(VPO/)PASPW >0,40, (;g) (783) 0,038 0,046 0,047
4348 6163
0,078 0,291 -
SEDRL BEEE (2871-6863)  (3642-11641)
281 499
IL-6, basal (180-637) (179-1267) 0,079 0406 -
188 403
IL-8, basal S O 0,089 0,767 -
IL-16, 1241 2140
4h ap6s a CEC (956-2767) (1265-5703) 0,048 0,859 -
IL-1RA, 14181 20302 _
4hapésa CEC  (9916-19524)  (14144-22796) SO DR
MIF, 7221 10851
4h ap6s a CEC (6660-9356)  (7224-14947) 0,021 0,059 0,023
RANTES, 49528 69437
4hapésaCEC  (41541-59176)  (40039-95821) RO et -
SDF-1, 4131 6584
4h apés a CEC (2477-6277)  (3931-10135) 0,075 0878 -
NLR, 7,58 3,79 B
shapésaCEC  (44211171)  (2,24-682) S S
PCR, mglL, 118.89 163.43 0,077 0.419 B

48h apés a CEC  (95,70-193,51)  (136,59-213,60)

Sao apresentados somente as variaveis para as quais se obteve um valor de p < 0,10 na analise univariada.

Salvo especificagdes, 0s niveis dos marcadores sdo dados em pixels, unidades de intensidade
(quimioluminescéncia).

Os resultados estdo apresentados em mediana e intervalos interquartilicos (P25 e P75).

CEC, circulacdo extracorpérea; ECRHR, Evento Cardiorrespiratério e Hemodinamico Relevante;
PAP/PASPpo, razdo entre a pressao média arterial pulmonar e a sistémica, no inicio do periodo pdés-
operatorio; PCR, proteina C reativa; RNL, razdo entre nimero de neutrdfilos e linfécitos em circulacgao;
VPM, volume plaquetéario médio.

4.3.5 Avaliacdo ecocardiografica no final do periodo de cuidados

intensivos e intermediarios

A andlise dos dados da ecocardiografia transtoracica referentes a 37
pacientes, avaliados ao final do periodo de permanéncia sob cuidados intensivos

e intermediarios, encontra-se na Tabela 11. De modo geral, ndo se observou
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decréscimo importante na funcéo sistolica dos ventriculos direito e esquerdo. A
variavel FAC, que estima a fracdo de ejecdo do ventriculo direito, manteve-se
acima do nivel minimo considerado normal em 34 dos 35 pacientes em que foi
possivel verificar este parametro. A variavel TAPSE mostrou valores reduzidos
em praticamente todos os pacientes avaliados. Entretanto, € importante ressaltar
gue, reconhecidamente, esta variavel sofre influéncia da pericardiotomia. A
variavel strain longitudinal de pico sistolico também se mostrou reduzida em
relacdo ao que se considera normal. Porém, sabe-se que esta redugéo pode ser
decorrente, em grande parte, da colocacdo do retalho para o fechamento da
comunicacédo interventricular 1*2. A avaliacdo do indice de performance
miocardica (IPM) apresentou valores que tenderam ao aumentado, sugerindo a
presenca de disfuncao diastélica. Com relacdo a funcéo sistolica ventricular
esquerda, a fracdo de encurtamento foi 36% (32% — 37%), sendo considerados
valores de referéncia 25% a 43%'% e a fracdo de ejecédo foi 66% (63% — 67%),
sendo considerados valores normais acima de 54% %8, As seguintes variaveis
perioperatorias foram testadas quanto a uma possivel associacdo com dados
ecocardiograficos: tipo do defeito cardiaco, tempo de circulacdo extracorporea,
PAP/PASroi, Vasoactive Inotropic Score, saturacéo venosa central de oxigénio,
nivel sérico de lactato, tempo de ventilacdo mecénica e niveis circulantes de
mediadores inflamatorios. Nenhuma destas variaveis mostrou associacao

significante com os dados obtidos pela ecocardiografia.
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Tabela 11 — Dados ecocardiograficos relacionados ao ventriculo direito
analisados comparativamente em dois momentos

Avaliacéo Avaliacéo
pré-operatoria pos-operatoria* P
FAC (%) 45,5 (39,0 — 50,0) 47,0 (42,0 — 54,0) 0,141
TAPSE (escore Z) 0,50 (-1,60 — 1,93) -4,07 (-4,53--3,45)  <0,001
Ztsrf(‘;{i‘c'g,”%“%a' de pico 21,0 (19,0 — 28,4) 17,0 (15,0 — 19,5) 0,009
IPM, VD 0,46 (0,42 — 0,52) 0,55 (0,42 —0,60) 0,092

FAC, fractional area change; IPM, indice de desempenho (performance) miocardico; TAPSE, excursdo
sistélica do anel tricuspideo (medida de funcéo ventricular direita); VD, ventriculo direito; VE, ventriculo
esquerdo. P25 e P75, respectivamente, percentil 25 e percentil 75.

S&o considerados valores normais para as variaveis: FAC > 35%'%; IPM, VD < 0,558, O valor normal
médio considerado para o strain longitudinal de pico sistélico de VD em criangas ndo cardiopatas é de 29%
(intervalo de confianga de 95%, 26,54 - 31.5)!%3, Valores abaixo de 20% s&o considerados anormais.
TAPSE, valores de referéncia definidos para diferentes idades, sendo calculado o escore Z para cada
individuo0?,

Para comparacéo entre as medidas pareadas foi utilizado o teste de Wilcoxon.

*Dados ecocardiograficos avaliados ao final da estadia dos pacientes sob cuidados intensivos e
intermediarios.

4.3.6 Situacdo hemodinamica seis meses ap0s o tratamento cirargico

A hipertensdo arterial persistente ap0s a correcdo cirdrgica das
cardiopatias € uma condicao grave que requer diagndstico precoce e tratamento
adequado para um melhor progndstico. Assim sendo, a ecocardiografia
transtoracica foi realizada seis meses ap0s a cirurgia com o objetivo de identificar
pacientes com pressao sistélica arterial pulmonar acima de 30 mmHg, nivel a
partir do qual se considera a presenca de hipertenséo discreta ou inicial . Foi
possivel obter valores confidveis em 37 pacientes, jA considerados os dois
desfechos fatais. A pressao sistélica arterial pulmonar variou de 19 a 54 mmHg.
Foram encontrados valores acima de 30 mmHg em 18 pacientes e acima de

40 mmHg em quatro deles. As variaveis PAP/PASpoi € PAP/PAScc foram
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investigadas quanto a capacidade de predizer a presenca de presséao arterial
pulmonar elevada seis meses apos a cirurgia. A variavel PAP/PASpor mostrou-
se superior em relagdo a PAP/PAScc, conforme curva ROC demonstrada na
Figura 16. O hazard ratio associado com o aumento de 0,10 na PAP/PASpo foi
5,48 (IC 95% 1,72 — 17,44, p = 0,004). O hazard ratio associado a PAP/PASroi
> 0,40 (versus < 0,40) foi 7,50 (IC 95% 1,72 — 32,80, p = 0,007). A presséao
sistolica arterial pulmonar seis meses apds a cirurgia em pacientes com
PAP/PASPoi < 0,40 (n= 21) versus > 0,40 (n = 16) foi 26 (23 — 33) mmHg e 32
(28 — 36) mmHg, respectivamente (p = 0,030).

A relacdo entre o comportamento hemodinamico logo apés a cirurgia
(representado pela variavel PAP/PASrol) € aqueles observados seis meses
depois (com base na presséao sistdlica arterial pulmonar pela ecocardiografia)
esta representada na Figura 17. As variaveis idade, tipo de anomalia cardiaca,
presenca da sindrome de Down, niveis séricos pré e poés-operatorios de
RANTES, G-CSF, IL-1RA, IL-6 e IL-21, bem como o volume plaquetario médio
foram testadas para verificar possivel correlacdo com a persisténcia de presséo
arterial pulmonar elevada, mas ndo foram encontradas associacoes

significantes.
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PAP/PAScc >0,39 79 68 0,746 0,587 0,905 0,011
PAP/PASpar  >0,40 72 79 0,832 0,704 0,960 0,001

Figura 16 — Razédo entre a pressdo média arterial pulmonar e pressdo média arterial sistémica obtida no
centro cirargico e no inicio do periodo de cuidados intensivos (respectivamente PAP/PAScc e PAP/PASrol)
na predicdo da persisténcia de pressédo sistédlica arterial pulmonar > 30 mmHg, estimada pela
ecocardiografia transtoracica, seis meses apos a corre¢cao da anomalia cardiaca.

Sao apresentados valores de corte e respectivos de sensibilidade e especificidade a partir da analise das
curvas ROC.
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Figura 17 — Comportamento hemodinamico no periodo poés-operatério (razdo PAP/PAS entre pressdes
arteriais pulmonares e sistémica medidas diretamente através de cateteres) e seis meses apos o tratamento
cirtrgico (presséo sistélica arterial pulmonar estimada pela ecocardiografia). No gréafico superior, os grupos
séo caracterizados pela presenca de pacientes com a média das quatro primeiras medidas de PAP/PAS
(variavel definida como PAP/PASpoi) igual ou superior a 0,40 (circulos) ou acima deste valor (quadrados).
Os dados sdo expressos em média e erro padrdo de PAP/ PAS, cada momento nos grupos. No grafico
inferior, a pressao sistélica arterial pulmonar aos seis meses de pds-operatério € apresentada para 0s
grupos hemodinamicos entédo definidos. A medida central e de disperséo corresponde, respectivamente, a
mediana e percentil 25 e 75.
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Este estudo analisou o comportamento das curvas de pressao (pulmonar
e sistémica) e a ocorréncia de Eventos Cardiorrespiratorios e Hemodindmicos
Relevantes (ECRHR) no periodo pds-operatorio, como desfechos precoces. E
como desfecho a médio prazo, a presséo sistolica pulmonar, mensurada pela
ecocardiografia transtoricica, seis meses apos a cirurgia. Paralelamente, foi
investigado como os desfechos poderiam estar relacionados com a inflamacao
sistémica, analisada por meio dos niveis de mediadores inflamatdrios circulantes
mensurados no periodo pré e pdés-operatdrio. Um padrdo hemodinamico no
comportamento das curvas de pressao foi identificado nas primeiras seis horas
do periodo po6s-operatério, na unidade de cuidados intensivos (PAP/PASkFol).
Este padrdo apresentou correlacdo com o nivel sérico de cinco marcadores
inflamatorios. Os ECRHR foram relacionados com o padrdo hemodinamico
pulmonar do periodo pds-operatério imediato e com o nivel sérico da proteina
MIF, além de terem constituido uma das causas de ventilagdo mecanica
prolongada. A presséo sistélica arterial pulmonar seis meses ap0s a cirurgia
correlacionou-se também com o padrao hemodinamico pulmonar pés-operatorio.
A funcao do ventriculo direito foi analisada pela ecocardiografia ao final dos
cuidados intensivos e intermediarios. Os resultados mostraram disfuncao de
discreta a moderada, mas nao se correlacionaram com nenhum dos parametros
pOs-operatorios.

A variavel PAP/PASpol foi caracterizada como um parametro novo e
potencialmente Util. As pressdes das primeiras seis horas do periodo pos-
operatorio foram observadas antes da curva inteira de pressédo (30 momentos
mensurados em dois dias e meio) porque neste periodo 0s pacientes ainda

estavam profundamente sedados, em ventilagho mecanica e relativamente



82

Discusséao

estaveis em termos fisioldgicos, apos a circulacdo extracorpérea. Especula-que
gue o padrdo PAP/PASrol representa uma manifestacdo fenotipica de
hipertensdo pulmonar associada com doenca cardiaca congénita. Primeiro, a
PAP/PASroi correlacionou-se significantemente com os valores das pressoes
obtidas no centro cirdrgico logo apds a circulacdo extracorpérea (PAP/PAScc).
Estudo prévio demonstrou que elevacdes da pressao arterial pulmonar neste
periodo estdo associadas com polimorfismo da enzima endotelial 6xido nitrico
sintetase Glu298Asp 3. Segundo, a PAP/PASpoi associou-se com niveis de
marcadores inflamatorios mensurados no periodo pré e pés-operatorio. Terceiro,
a PAP/PASrolantecipou o comportamento da curva de pressao arterial pulmonar
pelos dois dias e meio seguintes. Quarto, a PAP/PASpol apresentou relacdo com
a pressao arterial pulmonar avaliada seis meses apds a cirurgia. Associacao
entre a elevacdo da pressdo arterial pulmonar no periodo pdés-operatério e
variacbes genéticas da enzima mitocondrial carbamil-fostato sintetase | foi
evidenciada em pacientes com defeitos cardiacos congénitos #?. Nesse estudo,
a elevacdo da presséo pulmonar foi definida como pressdo média acima de 20
mmHg por pelo menos uma hora, no periodo de 48 horas seguintes a correcao
cirrgica 2,

No geral, a reacdo inflamatoria foi caracterizada por mudancas no nivel
sérico de varios marcadores inflamatorios, como mostrado na Tabela 9. O nivel
da maioria deles aumentou em relagao ao valor basal, enquanto a concentracéo
de cinco proteinas diminuiu consideravelmente apds a cirurgia: CD40L,

RANTES, GROa, Serpina E1 e SDF-1. Provavelmente, ndo foi possivel verificar

niveis elevados de GROaq, Serpina E1 e SDF-1 porque 0 pico de concentracéo
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destas proteinas geralmente ocorre durante ou imediatamente apés a circulacéo
extracorpérea 113115, A queda no nivel de CD40L foi provavelmente resultado da
diminuicdo do namero circulante de plaquetas apés a cirurgia. As plaquetas séao
uma fonte importante de CD40L 16, além da expressao por células T CD4+ 117,
Nos pacientes do presente estudo, os niveis séricos de CD40L correlacionaram-
se positivamente com a contagem de plaquetas no periodo pré e pés-operatorio.
A quimiocina RANTES esteve aumentada em pacientes versus controles no
periodo pré-operatério, confirmando observacdes prévias do nosso grupo . No
periodo pés-operatdrio, RANTES diminuiu, provavelmente como resultado do
uso de agentes inotropicos e vasopressores. A quimiocina RANTES é produzida
por células endoteliais em condi¢des inflamatérias '8, assim como expressa por
linfocitos T ativados e plaquetas '°. Em pacientes pediatricos apds a cirurgia
cardiaca, os niveis circulantes de RANTES apresentam-se diminuidos, sendo
gue as concentracbes mais baixas sdo associadas com tempo cirdrgico
aumentado, necessidade de suporte inotropico e reoperagdo *?°. No presente
estudo, os niveis pés-operatério de RANTES correlacionaram-se negativamente
com Vasoative Inotropic Score (VIS). Além disso, a circulacdo extracorpérea
causa acentuada reducéo nos linfécitos T 2! e nas quimiocinas recrutadoras de
macréfagos, incluindo MIP-18 e RANTES. O recrutamento e a ativagao de
neutréfilos sdo associados com disfuncdo de multiplos 6rgédos 1?2. Neste estudo,
a circulacdo extracorpOrea ocasionou queda na contagem de linfocitos, e
aumento importante da razdo neutréfilo/linfécito.

Cinco marcadores inflamatorios com niveis ou valores aumentados no
periodo pés-operatorio, IL-6, IL1-RA, G-CSF, IL-21 e volume plaquetario médio

correlacionaram-se com o padrdo hemodinamico pulmonar nas primeiras seis
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horas do periodo pos-operatério na unidade de cuidados intensivos, enquanto
altas concentracdes da proteina MIF, quatro horas apdés a circulacdo
extracorpdrea associaram-se com a ocorréncia dos ECRHRs. Em geral, a
citocina IL-6 é considerada pro-inflamatoria e as citocinas e IL-1RA, G-CSF e
IL-21 tém efeitos que as caracterizam como anti-inflamatérias 123124, No contexto
fisiopatoldgico deste estudo, o aumento do volume plaquetario médio pode ser
interpretado como um evento pré-inflamatério 125, Em pacientes pediatricos
submetidos a cirurgia cardiaca, o aumento da concentragdo de citocinas proé-
inflamatorias, como IL-6 e IL-8 no plasma e nos tecidos é contrabalanceado por
respostas anti-inflamatorias também no plasma (IL-10 seguida pela IL-1RA) e
nos tecidos (IL-10) %6 127, O aumento exuberante do nivel sérico de IL-1RA,
observado no periodo pés-operatério, ha auséncia de aumento significante de
IL-1a0 ou IL-1B8 (ndo mostrado), ndo foi surpresa. Sabe-se que grandes
guantidades de IL-1RA s&o requeridas para inibir funcionalmente o efeito
biolégico de um pequeno aumento no nivel sérico de IL-1 %8, As proteinas
IL-1RA, IL-10 e MCP-1 séao conhecidas por desempenhar importante papel na
recuperacdo da funcdo dos mondcitos apds a cirurgia cardiaca pediatrica 1%°.
Estudos experimentais mostram o papel fisiopatologico da IL1-RA na
hipertensdo pulmonar 30132 mas ndo ha estudos em hipertensdo pulmonar
pediatrica. Particularmente, ndo ha estudos pediatricos no contexto da
hipertensdo pulmonar no periodo pdés-operatério de correcdo dos defeitos
cardiacos congénitos. Os dados da presente pesquisa parecem indicar que
ambas as respostas, pro-inflamatoria (IL-6) e anti-inflamatéria (IL-1RA, G-CSF e

IL-21) foram mais proeminentes em pacientes que apresentaram pressao arterial
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pulmonar elevada no periodo pos-operatério. Especula-se que a resposta anti-
inflamatéria, embora evidente, tenha sido insuficiente para antagonizar o efeito
pré-inflamatério que estimulou o ténus vascular pulmonar nestes pacientes.

Os ECRHR ocorreram em 27,5% dos pacientes. Esta prevaléncia
relativamente alta deve-se, possivelmente, a dois motivos. Primeiro, pela
inclus@o de eventos que provavelmente ndo seriam classificados como crise de
hipertenséo pulmonar, conforme as defini¢cdes atuais, mas que contribuiram para
a necessidade de ventilacdo mecanica prolongada. Segundo, diferente de outros
estudos que avaliaram crise de hipertensdo pulmonar em toda populacéo
pediatrica submetida a cirurgia cardiaca 4° °1, este foi realizado com casuistica
muito especifica e sujeita a apresentar intercorréncias relacionadas a
instabilidade vascular pulmonar (pacientes até trés anos, com comunicagcdes
cardiacas congénitas ndo restritivas e hipertensdo pulmonar pré-operatoria).
Desta forma, foi esperada prevaléncia mais elevada de transtornos
hemodinamicos. Das variaveis testadas para correlagdo com os ECRHR, a
PAP/PASrol € 0 nivel sérico da proteina MIF quatro horas apds a circulagcéo
extracorpdrea, atingiram significancia estatistica nas analises univariada e
multivariada. A pressdo arterial pulmonar elevada no inicio do periodo pés-
operatério (isto €, PAP/PASprol > 0, 40) pode ter levado alguns pacientes mais
susceptiveis a apresentarem ECRHR. Estes eventos podem ter sido
desencadeados por fatores como hipoxia alveolar e mudangas no pH,
conhecidos por comprometer o tbnus vascular pulmonar no periodo pés-
operatorio. Somados a estes fatores, a sobrecarga e a disfuncéo do ventriculo
direito, contribuem para o baixo débito cardiaco que, se ndo revertido, leva a

faléncia cardiaca global . A proteina MIF é um ligante ndo canoénico para
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receptores de quimiocinas, conhecido por desempenhar papel central na
imunidade inata 2 e em numerosos processos biolégicos no remodelamento
vascular, incluindo o pulmonar 34, O MIF liga-se aos receptores CXCR2, CXCR4
e CXCR2/CD74 levando a ativacdo e sinalizacdo de vias que resultam em
proliferacdo de células musculares lisas vasculares, inibicdo da apoptose de
células endoteliais, recrutamento periférico de células sanguineas
mononucleares e transicdo de células endoteliais para um fendétipo pro-
inflamatério 8" 135 136 pPreviamente, 0 nosso grupo encontrou associacdes do
nivel sérico de MIF com hipertrofia arteriolar pulmonar, resisténcia vascular
pulmonar e resposta ao 6xido nitrico inalado em pacientes pediatricos com
comunicacdes cardiacas congénitas 33. De potencial interesse, em termos de
mudancas agudas no ténus vascular pulmonar, foi demonstrado que a adi¢édo de
MIF em anéis isolados de artérias pulmonares realca a vasoconstricdo em
resposta a hipéxia e potencializa a constricdo induzida por agonistas 4*.

Neste estudo, procurou-se por possiveis preditores de pressao arterial
pulmonar elevada apds a alta hospitalar. Foi interessante observar que nem 0s
ECRHR, nem a pressdo pulmonar seis meses apds a cirurgia correlacionou-se
com idade do paciente ou presenca da sindrome de Down, classicamente
considerados fatores de risco para hipertensdo pulmonar pés-operatéria. No
entanto, a PAP/PASerol foi preditiva tanto dos ECRHR como da pressao pulmonar
elevada apoés a alta hospitalar. Em estudo prévio do nosso grupo envolvendo
pacientes com hipertensao pulmonar mais acentuada, a magnitude da resposta
ao teste de vasodilatacdo pulmonar com Oxido nitrico (cateterismo cardiaco pré-
operatério) e o grau de hipertrofia arteriolar (biopsia pulmonar intra-operatéria)

foram caracterizados como preditores da hemodinamica pulmonar seis meses
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apés a cirurgia 2. Em outro estudo do nosso grupo, foi demonstrado que
pacientes com sindrome de Down que apresentaram, no periodo pré-operatorio,
nivel sérico de MIF no quartil inferior, ficaram livres de hipertensao arterial
pulmonar seis meses apos a cirurgia 3*. Parece que nem todos os pacientes
considerados como sendo de risco para hipertensdo pulmonar pés-operatéria,
na verdade persistem com pressao elevada em curto ou longo prazo apos a
cirurgia cardiaca. Novos marcadores (biol6gicos e ndo biol6gicos) precisam ser
caracterizados e adicionados aos fatores de riscos classicos para identificar mais
precisamente pacientes que irdo evoluir para completa normalizacao clinica e
hemodinamica e os que néo irdo. A detecgéo precoce de elevacdo da pressao
arterial pulmonar ap6s a correcdo cirargica das comunicacbes cardiacas é
crucial, levando em consideracdo que a hipertensédo pulmonar pos-operatoria é

associada a um progndstico extremamente desfavoravel 37, 138,
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Baseado nos achados deste estudo foi possivel chegar as seguintes

conclusoes:

1.

O padrao de comportamento hemodinamico pulmonar pode ser identificado
no inicio do periodo poés-operatorio de correcdo das comunicacdes
cardiacas congénitas. Este padrdo correlacionou-se com parametros

hemodinamicos do centro cirdrgico ao final da circulacao extracorporea.

O padrao hemodindmico pulmonar identificado no inicio do periodo pés-
operatério correlacionou-se com niveis circulantes de marcadores
inflamatérios mensurados tanto no periodo pré como no poés-operatorio

imediato: IL-6, IL1-RA, G-CSF, IL-21 e volume plaquetario médio.

O comportamento hemodinamico inicial no periodo pds-operatorio e o nivel
da proteina MIF na quarta hora correlacionaram-se com Eventos
Cardiorrespiratérios e Hemodinamicos Relevantes ocorridos na unidade de

cuidados intensivos.

A evolucdo da pressado arterial pulmonar seis meses apo0s o tratamento
cirurgico pode ser prevista a partir do comportamento hemodindmico

pulmonar no periodo pds-operatdrio imediato.
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A hipertenséo arterial pulmonar associada as comunica¢cdes congénitas
entre camaras cardiacas, ainda hoje, € um problema relevante na pratica
assistencial em pacientes pediatricos. No periodo pré-operatério, a presenca da
pressao pulmonar elevada tem implicacdo na indicac&o do tratamento corretivo.
No periodo pés-operatorio imediato, pode levar a instabilidades hemodinamicas
e eventos clinicos graves que aumentam a morbimortalidade. E, apos a alta
hospitalar, a persisténcia da pressao pulmonar elevada implica em piora do
progndstico.

Conhecer fatores preditores de instabilidade pos-operatérios torna-se
crucial para o manejo individualizado na unidade de cuidados intensivos visando
a reducdo de comorbidades, de permanéncia e de custos. Identificar preditores
de hipertensdo pulmonar persistente ap0s a cirurgia corretiva de lesdes
cardiacas é critico para a adequada assisténcia, que nao termina na alta
hospitalar. Muitos pacientes necessitardo de intervencbes farmacoldgicas
complexas no sentido de se tentar abortar a evolucdo de uma condicéo
reconhecidamente grave.

A presenca de alteracdes em mediadores inflamatérios, algumas mesmo
antes da cirurgia, com acentuacao posterior, associada ao aumento de pressao
pulmonar que se estende do periodo de cuidados intensivos até meses (ou anos)
apos a alta, sugere algo além de simples comportamento reativo perioperatorio
da circulacdo pulmonar, parecendo -caracterizar um fendtipo. Se assim
considerarmos, os achados do estudo justificam investigagcbes continuadas
acerca de mecanismos fisiopatologicos, assim como a busca por intervencoes

terapéuticas cada vez mais especificas.
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Anexo A — Termo de consentimento livre e esclarecido

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS SOBRE A PESQUISA

TITULO DA PESQUISA: Estudo do impacto da resposta inflamatéria sobre
complicagdes cardiocirculatorias em criangas com defeitos septais cardiacos e
hipertensdo pulmonar no contexto do tratamento cirlrgico: analise de morbimortalidade
segundo o perfil de risco — 12 parte Periodo Peri-operatério

Pesquisador Principal: Prof. Dr. Antonio Augusto B. Lopes
Pesquisador Executante: Enfa. Maria Francilene Silva Souza

Departamento/Instituto: Unidade Clinica de Cardiologia Pediatrica e Cardiopatias
Congénitas do Adulto, Instituto do Coragéo (InCor) — HC-FMUSP

Como vocé ja sabe, o seu filho é portador de uma ma formacgéo no coragéo e
sera submetido a uma cirurgia para correcao.

Para toda cirurgia, como a do seu filho, é necessario que o coracao fique
parado por algum tempo. Para isto, o paciente é ligado a uma maquina chamada de
circulacao extracorpérea ou CEC, que faz o papel do coracéo e do pulmdo enquanto o
cirurgido opera o coragdo. Esta maquina funciona como se fosse um coracao artificial.
E sabido que um dos efeitos provocados por ela € uma reacao inflamatéria temporaria
no organismo. Esta é uma reac¢ao que ocorre em todos 0s pacientes, embora em alguns
possa ocorrer de forma mais intensa que em outros. Rotineiramente, durante a cirurgia,
sdo tomadas providéncias para minimizar esta reacdo. Esta € uma reacgéo inflamatoria,
mas nao é infecciosa, ou seja, ndo é causada por bactéria, mas pela prépria maquina
enquanto bombeia o sangue.

Apbs a cirurgia o seu filho serd encaminhado a UTI de Pd&s-Operatorio,
conhecida na instituicdo como REC. Este é um periodo bastante delicado em que
mesmo com todos os cuidados prestados, ha risco de acontecer intercorréncias como
0 aumento da pressdo do sangue dentro dos pulmdes, perda temporaria da forca do
coracado e necessidade do uso de medicamentos para fazé-lo bater com mais forca,

entre outras.

Nesta pesquisa, nos estamos interessados em saber se ha alguma relagéo
entre a reacdo inflamatéria provocada pela maquina de circulacdo extracorpérea e
intercorréncias, como as citadas acima, que ocorrem no pds-operatorio. Gostariamos
também de ver se tudo isso interfere na funcdo do coragdo como “bomba”, no momento
da saida da UTI. Isto sera feito pelo ecocardiograma, que vocé ja conhece.

Se vocé autorizar a participacdo do seu filho neste estudo, sera necessario
coletar uma pequena amostra de sangue em trés momentos:
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1) A primeira amostra sera coletada um dia antes da cirurgia, juntamente com
a coleta dos exames pré-operatdrios, que € um procedimento de rotina. Nao sera
necessario “pica-lo” apenas para este fim.

2) A segunda amostra sera coletada nas primeiras horas apds a cirurgia. Essa
coleta sera feita pelo cateter ligado a veia do paciente, que é passado durante a cirurgia,
de forma que nao sera necessario “pica-1o0”.

3) A terceira amostra sera coletada 24 horas apés a cirurgia, da mesma
maneira que a segunda.

Outro procedimento que sera feito, € um ecocardiograma mais detalhado, antes
da cirurgia e antes da alta do seu filho para casa. O ecocardiograma € um exame néo
invasivo gue voceé ja conhece, e tem duracéo de aproximadamente 30 minutos.

Como vocé pode perceber seu filho ndo sofrera nenhum dano ou prejuizo. Nao
sera administrado nenhum medicamento novo.

N&o existem despesas com relacdo a exames ou consultas, normais ou
extraordinarias. Entretanto, esclarecemos que ndo haverd compensagéo financeira por
sua participagao.

A participagéo do seu filho é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara
gualquer penalidade ou modificacdo na forma como ele seré atendido.

Os dados coletados serdo analisados de forma coletiva, e o nome dele nao
sera citado ou revelado em nenhuma publicacgéo.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de duvidas. Os investigadores sdo o Dr. Antonio
Augusto B. Lopes e a Enfa. Maria Francilene Silva Souza, que podem ser encontrados
no endereco Instituto do Coracdo (InCor), Av. Dr. Eneas de Carvalho Aguiar, 44,
Telefone (11) 2661-5000, e-malil antonio.ablopes@hc.fm.usp.br e
maria.francilene@incor.usp.br. Se vocé tiver alguma consideracdo ou davida 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: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 2661-
7585 — E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito do estudo "Estudo do
Impacto da resposta inflamatéria sobre complica¢des cardiocirculatérias em criancas
com defeitos septais cardiacos e hipertensdo pulmonar no contexto do tratamento
cirargico — 12 parte Periodo Peri-operatério”.

Eu discuti as informacdes acima com o Pesquisador Responsavel (Dr. Antonio
Augusto B. Lopes) ou pessoa (s) por ele delegada (s) (Enfa. Maria Francilene Silva
Souza) sobre a minha decisdo em patrticipar nesse estudo. Ficaram claros para mim os
objetivos, os procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos e as garantias.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo, assino este termo de
consentimento e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.

Assinatura do participante/representante legal Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /


mailto:antonio.ablopes@hc.fm.usp.br
mailto:cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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DADOS DE IDENTIFICACAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICAGAO) DO
PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

A N M. oottt et e e e e e e e e e e e ————eeeaa_———e Seaateeeeesatteteteeaaa—eeeeeaatteteeaaaatteteeaaanteeeeeeaaateeeeeaanrareeeeaanres
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO & ..ottt ettt ettt et ae e e e e eeeeeeeaeaeaeaeans SEXO: MoFo

DATA NASCIMENTO: ........ - [

ENDERECO
BAIRRO: ..........

DATA NASCIMENTO.: ......fuecvc ...

N 0= =TT H R [N JN =3 (o
BAIRRO: ..o CIDADE: ..o
CEP: oo TELEFONE: DDD (............ Yoot eee ettt
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Anexo B — Aprovacao CAPPesq

4 and USP - HOSPITAL DAS .
4 CLINICAS DA FACULDADE DE £ ,@‘;‘,‘9‘“""
s MEDICINA DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Estudo do impacto da resposta inflamatéria sobre complicagées cardiocirculatorias em
criangas com defeitos septais cardiacos e hipertensdo pulmonar no contexto do
tratamento cirurgico: analise de morbimortalidade segundo o perfil de risco.

Pesquisador: Antonio Augusto Barbosa Lopes

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 54521916.8.0000.0068

Instituicao Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU S P

Patrocinador Principal: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU S P
FUNDACAQO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.068.696

Apresentacao do Projeto:
Claro e objetivo quanto a proposta do estudo

Objetivo da Pesquisa:

Analisar possiveis associagdes entre mediadores de inflamagédo presentes em circulagéo (juntamente com
outros fatores peri-operatdrios) e a morbidade e mortalidade intra-hospitalares {com foco na disfungdo
coragdo-pulmao) em pacientes pediatricos com anomalias de septagdo cardiaca (sem estenose pulmonar)
submetidos a tratamento cirtrgico sob CEC; Analisar, em pacientes com as mesmas caracteristicas. o perfil
de marcadores inflamatérios e resposta imune na vigéncia de ocorréncias infecciosas respiratorias de
natureza viral (incidentes no periodo pré-operatorio) e na condicao de resclugdo do processo,
comparativamente a situagao de auséncia de infecgdo e a controles pediatricos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos; Serado coletadas 03 amostras de sangue entre pré e pos operatdrio, o que néo implica em
procedimentos fora da rotina de um paciente cirurgico.

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos. 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010

UF: SP Municipio: SAO PAULC

Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Fagina 01 de 03
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Continua ;30 do Parecor 2 058 595

Beneficios: permitira melhor entendimento fisiopatolégicos dos transtomos cardiopulmonares que acorrem
no periodo pods-operaldrio de cirurgia cardiaca pediatrica

Comentarios e Consideracoes sobre a Posquisa:

O estudo serd incluido do subprojeto de Doutorado intitulado “Estude do

Impacio da Respesta Inflamatoria sobre complicagdes Cardiocirculatonias em Criangas

com Defeitos Septais Cardiacos e Hipertensao Pulmonar no Contexto do Tratamento

Cirdrgico: Analise de Morbimortalidade segundo o perfil de nisco - 1* Parte Periodo Perloperatdrio”.cuja
executante sera a enfermeira MARIA FRANCILENE SILVA SOUZA.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

TCLE esclarece aos responsaveis os procedimentos que serfio realizados com linguagem que permite a
compreensao do estudo.

Recomendagoes:

Nao ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Sem pendéncias.

Consideragdes Finais a criterio do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_853658] 09/05/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 16:22:38
Qutros LopesAADoutoradoFran_cartasub,pdf 09/05/2017 | Antonio Augusto Acedto

16.20:56 | Barbosa Lopes
Projeto Detathado / | Francilene_Projeto_revisado_submissaol 03/04/2017 | Antonio Augusto Aceito
Brochura pdt 0831:46 |Barbosa Lopes
L Investigador —
TCLE / Termos de | LopesAADoutoradoFrancileneTCLE _revf  31/03/2017 | Antonic Augusto Aceito
Assentimento / sado.doc 124623 |Barbosa Lopes
Justificativa de
Auséncia
Outros PARECER_PCAR_anonimizado_SUB_F| 13/01/2017 |Elaine Lagonegto Aceilo
RANCILENE SDC 4324 15 151 pdf 15:58:10 | Santana Martinho
Qutros Analise_Orcamentana_SDC_4324_15_1| 13/01/2017 |Elaine Lagonegro Aceito
51 _sub Francilene pdf 15:56:20 | Santana Martinho
Outros FAPESP_Auxilio_a_Pesquisa pdf 13/01/2017 |Elaine Lagonegro Aceito
15:62:03 | Santana Martinho

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos. 225 5% andar

Bairro: Cerguera Cosar CEP: 05403010
UF: 5S¢ Municiplo:  SAQ PAULO
Telefone:  (11)2861.7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.admaEhc knusp e

1Mgns 03 ae 03
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Outros Carta.pdf 13/01/2017 |Elaine Lagonegro Aceito
15:50:59 | Santana Martinho
QOutros ON_LINE_ASSINADO pdf 24/03/2016 |Elaine Lagonegro Aceito
17:11:43 | Santana Martinho
Folha de Rosto FR_ASSINADA.pdf 24/03/2016 |[Elaine Lagonegro Aceito
17:10:45 | Santana Martinho
Outros PARECERSCOCanonimizadoSDC4324 | 17/03/2016 |Antonio Augusto Aceito
15 151 pdf 15.29:14 |Barbosa Lopes
Outros LopesAAModeloParecerPartel pdf 17/03/2016 |Antonio Augusto Aceito
15:27:33 | Barbosa Lopes
Outros LopesAAInflamacaoHPAnexoA. pdf 17/03/2016 [Antonio Augusto Aceito
15:26:50 |Barbosa Lopes
Qutros CartadeAnuenciaProSangue.pdf 17/03/2016 [Antonio Augusto Aceito
15:26:31 |Barbosa Lopes
TCLE !/ Termos de  |LopesAATCLEInflamacaoHP pdf 17/03/2016 |Antonio Augusto Aceito
Assentimento / 15:23:44 |Barbosa Lopes
Justificativa de
Auséncia
Orgamento AnaliseOrcamentariaSDC4324_15_151.| 17/03/2016 |Antonio Augusto Aceito
pdf 15:22:54 |Barbosa Lopes
Projeto Detalhado / | LopesAAProjetolnflamacaoHP pdf 17/03/2016 | Antonio Augusto Aceito
Brochura 16:22:18 |Barbosa Lopes
Investigador
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Néao
SAO PAULO, 17 de Maio de 2017
éssinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)
COMISSAO CIENTIFICA
RECEBIDO
30 / a5 /.A9
SRR LR L
!
Endere¢o: Rua Ovidio Pires de Campas, 225 5" andar
Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7685 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Anexo C - Dados individuais do periodo intra-operatoério
Tempo  Tempo UFM Conc. . . . : . . -

v deese GO mbw  mm/ wemdia [POUTE Acrene MRS s oouenre v
1 IRGS 157 134 68 24 29,7 36,7 11 0,40 20,00 0,75
2 NAF 218 170 66 43 29,6 36,7 27 0,15 0,37
3 VHA 139 120 57 29 30,6 36,5 11 3,00 0,75
4 LBS 110 84 40 28 28,3 36,5 10 0,20 2,00

5 EBES 144 123 53 23 27,2 36,4 09 4,00

6 YVHC 153 124 60 34 29,7 36,7 16 0,20 10,00 0,50
7 AAF 103 83 40 0 29,7 38,7 21 0,10 5,00

8 PVS 88 70 36 0 30,8 37,1 09 0,50
9 LAM 100 66 85 28 27,6 36,7 20 0,10 0,25
10 SBF 144 108 36 35 28 36,5 15 0,20 0,50
11 LGOS 90 76 41 36 27 37,7 11 0,15 0,50
12 LCHOSS 157 132 77 46 29 37 23 0,20 5,00 0,50
13 MHSAV 148 119 69 52 28,5 36,7 12 0,40 0,70
14 SvC 150 132 52 40 29,3 36,7 13 0,10 0,50
15 IRF 66 45 38 31 29,7 36,5 10 5,00 0,30
16 PHR 86 66 63 39 29,7 36,3 10 0,10 0,37
17 KAO 139 111 51 0 31 36,8 10 0,10 5,00

18 MMS 120 85 49 85 30,4 37,9 09 0,10 0,40
19 MEGSC 156 134 51 42 32 37,1 17 0,18

20 KSO 134 115 29 23 29,9 36,5 10 0,20 0,50
21 MIS 125 64 70 28 32 36,5 11 5,00 0,75
22 e 110 85 112 51 31,3 36,4 16 0,20 0,50
23 GSB 167 150 67 25 33,9 36,6 13 0,10 0,50
24 NMMC 133 120 39 10 28 34,4 13 0,10 6,00

25 LMS 80 56 80 50 31,1 36,4 16 0,01 2,00 0,15
26 CILS 155 129 97 48 32,2 36,4 11 0,15 10,00 0,37
27 JVMA 164 128 78 39 31,8 37,1 12 0,15 5,00

28 AAG 105 85 65 32 32 36,5 12 0,10 0,75
29 GSS 117 79 42 11 29,4 36,3 10 7,00 0,75
30 CERA 90 59 78 49 28 36,7 10 0,01 2,00 0,75
31 SRL 141 122 32 16 32 38,7 11 0,05 4,00 0,75
32 SVs 108 i 79 59 31,6 36,6 16 6,00 0,37
33 TMOM 80 64 55 52 34 36,7 11 0,05 0,75
34 mcs 131 107 44 & 30 36,2 11 0,10 0,50
35 LEQS 81 55 69 39 30,4 36,6 11 3,00 0,30
36 KPBS 92 52 150 63 29,9 36,6 13 0,05 0,50
37 RRG 175 125 71 44 28 36,2 11 0,15 10,00

38 TDN 74 53 37 27 28,4 37,9 14 2,00 0,50
39 ASRA 74 54 39 24 31,9 36,5 08 0,03 0,50
40 ASNA 172 142 63 31 31,5 36,7 11 0,20 0,50

N°, nimero do paciente pela ordem de entrada no estudo; Tempo de CEC min, tempo de circulagéo extracorpérea em minutos;
Tempo de andxia min, tempo de andxia em minutos durante a circulagéo extracorpérea, UFM mL/kg/retirado, quantidade de
liquido retirado durante a ultrafiltragdo em mililitros por quilogramas; Conc Hemacias mL/kg, concentrado de heméacias recebido
durante a cirurgia em mililitros por quilogramas; Hipotermia temp. min °C, temperatura minima atingida em graus Celsius durante
a cirurgia; Aquecimento max °C, temperatura maxima atingida em graus Celsius ao término da cirurgia; Protamina mg/kg,
quantidade de protamina administrada em miligramas por quilograma; Adrenalina, Dobutamina e Milrinome pg/kg/mim, doses
ponderais em microgramas por quilogramas por minuto ao final do procedimento cirdrgico.
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Anexo D - Marcadores inflamatdrios nos grupos
definidos, nos trés momentos estudados

hemodinamicamente

PAP/PASroi < 0,40 (n = 22)

PAP/PASpol > 0,40 (n = 18)

Pré- Pé6s-operatério Pré- Pés-operatério mOEn:‘;ﬁos ;S;fs
operatério operatério
4h 24h 4h 24h
C5/C5a o7iades 855400 617 4865 L2 eize  12vides0 12305763 0.128 0,463
St heEn e (i S T R SUCCIECEE
G-CSF 154800 s601507 247610 200623 766,049 3431507 <0001 0040
CliHesF e —_ e . e e QeSS LES
GROa 12069080 6341353 w431476 11892047 6832628 646.1670 <000l 0292
He S ot i it e o ez Bk
CAM-L o liirs  omiTadsior  0esidavsa s 2126400 3366548813 0134 0198
TR o o st e e e B e
IL-1a 17?377 1 202?3 19 16‘;?7260 22?)?7198 301?3 14 193?529 0,460 0,903
LA sie o e i e e Qs e
IL-1RA 6162240  952aislsa  1TIOERTA 10700633  140BB0L785  AGoe12461 <0001 0020
L2 1231?262 13?-):?21 982—];1%0 1231?232 15%4-1;131 94113%8 QLc2 ey
IL-4 210456 171 218,467 201501 223501 165250 0.120 0,604
LS s e R oh Sastn i o g U2
IL-6 141637 s68.1215 5301071 281910 1010.2830 4502181 <0001 0003
s o o o e T e Dok Dl
IL-10 1231‘-‘371 195304 185(-33794 213;—1-387 24?3 63 103?547 0,244 0.187
LA Bl e ey s e s Q2 oSSt
IL-13 3021-%%97 2771053 2271262 w8241 s0ntrrs so 1665 0,494 0,260
HE S AR S it e oot SUCCIC LS
IL-17 211485 179.363 149-360 169 627 200071 196,695 0,546 0,371
L R e o o e 1o o O2es el
IL-27 211422 16%301 192(-)3?91 151?213 1535’ 21 15%1-35154 0,975 0,946
LS2Y o . o it i o Q228 b2
IP-10 oak0s 6379523 1660122 6200033 10154080 1862100 <0001 0305
Fie s e e o s e 052 e
MCP-1 230786 205830 250631 249062 6101269 2414100 0,002 0178
M T D L O R ROCOTIC Y
MIP-1o/p a5 soteasy 10a0708 s6aa%0 aetazs6 2omase8 0,192 0,328
Selfsln EL 354:18‘;§557%63 3063833?4569958 2713324109310 4075822?32(129 32;3‘(1)?533]%88 35:7%?:11301 <ol g0ss
64525 50828 46564 68037 51934 48699

RANTES 50627-81348  39911-78459 36403-66291 59861-74569 4245468576 <0,001 0,956

33868-60721
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PAPIPASpo < 0,40 (n = 22) PAPIPASor > 0,40 (n = 18) P
. - h L. Entre Entre
Pré- Pés-operatorio Pré- Pé6s-operatoério momentos grupos
operatorio operatorio
4n 24h 4h 24h
4123 3807 2668 4605 4797 3566
Sl 3615-6061  2486-7486  2098-4702 3031-5795  4031-7014  2980-4947 Ofalarz UriEs
348 279 372 335 519 350
TNFa 138-557 186-560 179-483 174-880 210-835 157-744 0,382 0,451
308 307 307 304 315 316
SR 273-604 200-655 186-651 112-593 223-701 203-955 U s
672 716 812 1137 1476 1587
IL-18 444-1522  463-1073 544-1304 675-1742 699-2439 588-2521 0,454 0,062
338 349 321 658 562 479
Lzl 152-589 257-558 211585 344-949 353-912 278-834 e Yo
9,40 9,20 9,80 1,00 9,40 10,30
VPM, fi 865980  865-985  9,20-10,30 9,30-10,85  9,05-10,00  9,75-10,85 <0001 0018
0,54 6,83 514 0,77 6,50 7,09
IRNIE 0,38-0,81 423941 3,54-9,17 0,43-1,40 3,85-16,72 4,82-9,28 <ol e
Monocltos, 0,64 097 1,66 0,78 1,17 1,48
KiuL 044-095  0,69-1,38 0,83-2,09 0,62-1,13 0,93-1,50 1,22-193 <0001 0266
2,62 2,05 61,99 1,54 3,05 69,12
PCR.mglL 157499 156320  51,09.7833 0,90-3,39 201435  556282,65 SOOI a2

Salvo especificagbes o0s niveis dos marcadores sdo dados em pixels, unidades de intensidade
(quimioluminescéncia).

Os resultados estédo apresentados em mediana e intervalos interquartilicos (P25 e P75).

Os dados foram analisados, ap0ds transformagdo Box-Cox, usando o modelo linear geral para medidas
repetidas. PAP/PASpol, razéo entre a pressédo média arterial pulmonar e a sistémica, no inicio do periodo

pés-operatorio; PCR, proteina C reativa; RNL, razao entre numero de neutrdéfilos e linfocitos em circulagéo;
VPM, volume plaquetéario médio.
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Anexo E - Variaveis com potencial impacto na ocorréncia dos ECRHR

ECRHR p
Nao Sim Anélise Andlise Andlise
(n=29) (n=11) univariada  Multivariada 1 multivariada 2
11 11
Idade, meses 0,624 - -
(8-18) (7-15)
Saturag&o periférica de 97 95 0.322 N _
oxigénio basal, % (94-99) (93-98) !
2,50 1,90
i oz (1,80-3,2) (1,70-3,30) ek - -
) 0,74 0,67
PAP/PAS pré-CEC (0,53-0,86) (0,63-0,84) 0,974 - -
) 0,38 0,47
PAP/PAS p6s-CEC (0,33-0,45) (0.42-0,49) 0,387 - -
) 125 134
Tempo de CEC, min (91-156) (90-144) 0,915 - -
VIS
POI 16 (10-30) 14 (8-25) 0,690 - -
1PO 21 (10-41) 33 (15-48) 0,435 - -
2PO 22 (11-33) 26 (14-41) 0,705 - -
Sv02, %
POI 70 (69-86) 81(76-83) 0,514 - -
1PO 82 (71-87) 76 (71-81) 0,297 - -
2PO 76 (70-84) 70 (61-78) 0,299 - -
Lactato, mg/dl
POI 21(16 -31) 18 (15-31) 0,553 - -
1PO 13 (9-16) 11 (9-14) 0,333 - -
2PO 12 (11-16) 13 (11-20) 0,798 - --
] 18 7
Sindrome de Down, n (%) 62) (64) 0,927 - -
10 8
0,
PAP/PASroi >0,40, n (%) 35) 73) 0,038 0,046 0,047
. 4348 6163
CDA40L basal, upi (2871-6863) (3642-11641) 0,078 0,291 -
: 281 499
IL-6 basal, upi (180-637) (179-1267) 0,079 0,406 =
! 188 403
IL-8 basal, upi (119-351) (283-618) 0,089 0,767 --
IL-16, upi 1241 2140
4h ap6s a CEC (956-2767) (1265-5703) 0,048 0,859 B
IL-1RA, upi 14181 20302
4h apos a CEC (9916-19524)  (14144-22796) 0,078 0,446 -
MIF, upi 7221 10851
4h apés a CEC (6660-9356) (7224-14947) Bfort o g
RANTES, upi 49528 69437
4h ap6s a CEC (41541-59176)  (40039-95821) 0,080 0,451 -
SDF-1, upi 4131 6584
4h apos a CEC (2477-6277) (3931-10135) e Olisnt -
RNL 7,58 3,79
4h apos a CEC (4,42-11,71) (2,24-6,82) 0,043 0,105 -
PCR, mg/L 118,89 163,43
48h ap6s a CEC (95,70-193,51) (136,59-213,60) el B -

Os resultados estédo apresentados em mediana e intervalos interquartilicos (P25 e P75).

CEC, circulagdo extracorporea; ECRHR, Evento Cardiorrespiratério e Hemodinamico Relevante;
PAP/PASPol, razdo entre a pressdo média arterial pulmonar e a sistémica, no inicio do periodo pds-
operatorio; PCR, proteina C reativa; RNL, razdo entre nimero de neutrdfilos e linfécitos em circulacéo;
VPM, volume plaquetéario médio.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Chemokines

Inflammation and immunity are central in the pathobiology of pulmonary vascular disorders. Preliminary
headway has been made in understanding the relationships between inflammatory proteins and clinical para-
MIF meters in pediatric congenital heart disease. In this study, we analyzed serum levels of macrophage migration
CCL5/RANTES inhibitory factor (MIF) and regulated on activation normal T cell expressed and secreted chemokine (RANTES) in
Congenital heart disease . . L . . s . .
Down syndrome 87 patients with unrestrlct{ve Fongemtal cardiac comnlmmca%tlons afld sngn§ of pulr)‘foTLary hypertension (age
Pulmonary hypertension 2-36 months) and 50 pediatric controls. They were investigated in relation to clinical and hemodynamic
parameters and the presence of Down syndrome. Hemodynamics was assessed by transthoracic Doppler echo-
cardiography and cardiac catheterization. Chemokines were analyzed in serum using a chemiluminescence
assay. The highest MIF levels were observed in very young subjects with heightened pulmonary vascular re-
sistance but who presented a positive response to vasodilator challenge with inhaled nitric oxide. In contrast,
RANTES levels were higher in patients with pulmonary overcirculation and congestion, correlating nonlinearly
with pulmonary blood flow. Levels of both chemokines were higher in subjects with Down syndrome than in
nonsyndromic individuals, but the difference was observed only in patients, not in the control group. In patients
with Down syndrome, there was a direct relationship between preoperative serum MIF and the level of pul-
monary artery pressure observed 6 months after surgical repair of cardiac anomalies. Thus, it was interesting to
observe that MIF, which is key in the innate immune response and chemokine RANTES, which is highly ex-
pressed in respiratory viral infections were related to clinical and hemodynamic abnormalities associated with
pediatric congenital heart disease.

1. Introduction RANTES) are representative members of a large list of inflammatory

proteins and receptors involved in cellular growth and inhibition of

Inflammation and an altered immune response play a key role in the
pathogenesis of pulmonary vascular disorders [1,2]. This has been de-
monstrated in pulmonary hypertension in general, and more specifi-
cally in pediatric pulmonary hypertension, in the human clinical setting
and experimental models [3-5]. There have been studies focusing on
specific etiologies of pediatric pulmonary hypertension [6], such as
congenital heart disease [7,8].

Macrophage migration inhibitory factor (MIF) and regulated on
activation normal T cell expressed and secreted chemokine (CCL5/

apoptosis, extracellular matrix deposition and vascular remodeling in
general. Their role in pulmonary vascular remodeling has been con-
sistently demonstrated [9-12]. MIF is a noncanonical ligand of CXC
chemokine receptors (CXCR2, CXCR4 and the CXCR2/CD74 complex),
leading to the activation of signaling pathways that results in the in-
duction of vascular smooth muscle cell proliferation and inhibition of
endothelial cell apoptosis. It is also associated with the recruitment of
peripheral blood mononuclear cells and endothelial cell transition to-
wards a proinflammatory phenotype [13-15]. RANTES is a CC
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chemokine acting via the CCR1 and CCR5 receptors as an important
chemoattractant for monocytes and T cells [16,17], which constitute
the main perivascular cell population in pulmonary arterial hyperten-
sion. The chemokine RANTES is produced by human pulmonary vas-
cular endothelial cells under proinflammatory conditions [10], in ad-
dition to its expression by activated T cells. It is involved in vascular
smooth muscle cell proliferation in the systemic [18] and pulmonary
circulation [11].

We recently investigated serum levels of cytokines, chemokines and
related molecules in pediatric patients with congenital systemic-to-
pulmonary shunts and pulmonary hypertension [19,20]. Among the
proteins that were analyzed, MIF and RANTES were the ones most
closely related to the clinical presentation and parameters of disease
severity. However, in view of the relatively small patient populations, it
was difficult to draw consistent conclusions about their relation to
pulmonary hemodynamics. This was particularly true for the chemo-
kine RANTES. In another study on the circulating levels of in-
flammatory mediators in children with congenital cardiac shunts (not
including MIF and RANTES), the authors did not observe any sig-
nificant correlation between pulmonary hemodynamics and the pro-
teins under investigation [21]. Similarly, they did have limitations in
terms of the number of patients included in specific protein analyses.

Therefore, we carried out the present prospective study to specifi-
cally analyze the relationships of MIF and the chemokine RANTES with
pulmonary hemodynamics in a larger population of young pediatric
patients with systemic-to-pulmonary shunts and pediatric controls. The
study population was large enough to allow comparisons between pa-
tients with and without Down syndrome. This was considered necessary
due to the high prevalence of this syndrome in the aforementioned
population and the possibility of altered immune response in affected
individuals [22]. In addition to analyzing data at baseline, we in-
vestigated possible correlations of preoperative clinical parameters and
the aforementioned cytokines with the level of pulmonary arterial
pressure assessed by echocardiography 6 months after surgical treat-
ment of cardiac anomalies.

2. Methods
2.1. Patients and study groups

Patients were from the Heart Institute (InCor), University of Sao
Paulo School of Medicine, Sao Paulo, Brazil. They were enrolled from
March 2012 to October 2018 based on the following criteria: age up to
3 years; the presence of unrestrictive communications between the
cardiac chambers and/or the great arteries, in the absence of pul-
monary stenosis; hearts with biventricular physiology; clinical features
suggestive of at least moderately elevated pulmonary arterial pressure;
the absence of extracardiac syndromes other than Down syndrome; and
the absence of any signs of inflammatory or infectious diseases.
Neonates, patients under intensive care, those with relevant co-
morbidities, and those with restrictive cardiac communications or
complex heart anomalies were not included. Patients fulfilling these
criteria corresponded to 20-25% of pediatric subjects with congenital
cardiac septal defects referred to the Heart Institute for surgical treat-
ment. Having met the inclusion criteria, with informed consent signed
by family members, patients entered the study consecutively and were
divided into 2 groups according to the clinical presentation: High PBF
(high pulmonary blood flow), corresponding to subjects with a clinical
history of congestive heart failure and failure to thrive, with clinical
signs of pulmonary congestion eventually requiring diuretic therapy,
generally with an enlarged heart on chest radiography; and High PVR
(high pulmonary vascular resistance), consisting of patients without
these features, thus suggesting variable degrees of precapillary pul-
monary vascular obstruction. The characterization of clinical pre-
sentation was performed at bedside by three independent physicians
prior to the completion of diagnostic investigation (echocardiography
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and cardiac catheterization). These clinical profiles, corresponding,
respectively, to the presence and absence of pulmonary overcirculation,
have been taken into consideration for patient assignment to cardiac
catheterization and decision about surgical treatment in tertiary in-
stitutions [23,24]. High PBF patients are typically assigned to surgery
based on noninvasive diagnostic evaluation, while High PVR subjects
are generally subjected to cardiac catheterization prior to operation.
Pediatric controls with age range as close as possible to that of patients
were recruited from the same geographic area and screened at the Heart
Institute. This group was made up of subjects with Down syndrome as
well, but with no signs of altered pulmonary hemodynamics. The study
protocol was approved by the Institutional Scientific and Ethics Com-
mittee (CEP nos. 0502.11 and 2.068.696).

2.2. General diagnostic and hemodynamic data

Parameters such as age, sex, weight, height, peripheral oxygen sa-
turation (pulse oximetry) and the presence or absence of Down syn-
drome were computed for all patients. In addition to providing detailed
anatomic data, transthoracic Doppler echocardiography was used to
estimate the pulmonary-to-systemic blood flow ratio (Qp/Qs) according
to previously described methodology [25,26]. Cardiac catheterization
was performed only in patients with a High PVR clinical profile to
confirm whether pulmonary vascular resistance was elevated and to
measure its decline during nitric oxide inhalation (acute pulmonary
vasodilation test). Compared to High PBF subjects, High PVR patients
frequently had bidirectional rather than left-to-right shunting across the
cardiac septal defects and less pronounced enlargement of left cardiac
chambers at precatheterization echo evaluation. Catheterization was
performed under general anesthesia and mechanical ventilation. Pul-
monary and systemic blood flow were determined using the Fick
principle and used for the assessment of pulmonary and systemic vas-
cular resistance (expressed as Wood units x m?) [27]. The pulmonary-
to-systemic vascular resistance ratio was subsequently calculated. The
use of this ratio as an additional parameter was important because it
can be obtained regardless of the level of oxygen consumption, which is
a potential source of error while calculating blood flow by the Fick
method [27]. Parameters were obtained at baseline (21-25% oxygen)
and after 10 min of nitric oxide inhalation (40 ppm, in the presence of
40% oxygen).

2.3. Chemokines

Serum samples were obtained from peripheral venous blood and
stored at —80 °C until use. MIF and the chemokine RANTES were
analyzed using a human cytokine detection kit (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). After protein immobilization on nitrocellulose
membranes, processing (immunoblotting) was carried out using specific
antibodies as previously described [28]. Chemiluminescence was used
for the semiquantitative assessment of MIF and RANTES levels in serum
(Fig. 1). For each protein, the average signal of a pair of duplicate spots
(dot blots) was normalized using internal controls, and the results are
expressed as units of pixel intensity (upi). The inter- and intra-assay
coefficients of variation were 3.7% and 2.0%, respectively.

2.4. Postoperative pulmonary arterial pressure

Systolic pulmonary artery pressure was assessed by transthoracic
echocardiography 6 months after surgical repair of cardiac lesions.
Because measurements are based on the tricuspid regurgitation peak
velocity, parameter obtainment was not possible in patients with absent
or negligible tricuspid insufficiency. An estimated pulmonary artery
systolic pressure greater than 40 mmHg (which corresponds to a tri-
cuspid regurgitation peak velocity of 3.15 m/s) was considered sug-
gestive of persistent (residual) pulmonary hypertension [29]. Pre-
operative clinical parameters as well as the circulating levels of MIF and
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Fig. 1. Representative dot blots showing chemiluminescence signals for serum
macrophage migration inhibitory factor (MIF) and regulated on activation
normal T cell expressed and d ct kine (RANTES) lyzed in dupli-
cate. In A, healthy pediatric control. In B, a 9-month-old patient with atrio-
ventricular canal presented phenotypic features of Down syndrome and a High
PVR clinical profile. Pulmonary vascular resistance was 5.3 units X m?, de-
creasing to 1.8 units x m? during nitric oxide inhalation. Markedly increased
serum MIF but only mildly elevated RANTES level were observed in this patient
compared to control.

RANTES proteins were tested for a possible correlation with post-
operative pulmonary arterial pressure. Univariate and multivariate
analyses were used for this purpose.

2.5. Data obtainment

In this study, preoperative and postoperative assessments (re-
sponsible authors, MFS, ESC, AMT, LZ and CRC) and laboratory ana-
lyses (NYM) were carried out in a blinded fashion.

2.6. Statistical analysis

Numeric variables were tested for closeness to normal (Gaussian)
distribution, and the results are expressed as means with SE or median
values with interquartile range. When appropriate, analyses were per-
formed after Box-Cox transformation. Categorical variables are pre-
sented as the absolute number of cases and percentages or proportions.
Differences between groups were analyzed using the Student’s “t” test
or the Mann-Whitney test (numeric variables, 2 groups), ANOVA (nu-
meric variables, more than 2 groups) or the chi-square family of tests
(categorical variables). Group and subgroup analyses requiring the in-
clusion of covariates were carried out using the general linear model,
and results are presented as adjusted means with SE. The association
between variables was tested using linear and nonlinear regression
analyses. Outcome analysis (i.e., factors with potential impact on
postoperative pulmonary arterial pressure) was performed using uni-
variate and multivariate regression modelling and receiver operating
characteristic curves. In all procedures, 0.05 was adopted as sig-
nificance level. All tests were performed using the IBM SPSS statistical
software (version 25, Armonk, NY, USA).

3. Results

Eighty-seven patients were enrolled, within an age range of
2-36 months (11 [7-17] months, median with interquartile range) and
an overall prevalence of Down syndrome of 65.5%. Fifty pediatric
controls were included as well (age 1 to 38 months, 17 [11-25] months,
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Table 1
Demographic and diagnostic data in the study groups.

High PVR High PBF p value
(n = 18) (n = 69)
Age, months 13.0 (8.5-26.0)  10.0(7.0-14.5)  0.083*
Weight, Kg 6.45 6.30 0.283*
(5.55-10.10) (5.41-7.50)
Height, cm 68 (62-82) 67 (62-73) 0.398*
Oxygen saturation, % 92 (89-96) 97 (94-98) 0.001*
Sex, M:F 5:13 24:45 0.779"
Down syndrome, n (%) 13 (72.2) 44 (63.8) 0.694'
Pulmonary-to-systemic blood flow  2.00 (1.35-2.60)  2.50 0.043*
ratio” (1.80-3.25)
Cardiac communications
Post-tricuspid except 9 (50.0) 41 (59.9) 0.651"
atrioventricular canal, n (%)
Atrioventricular canal, n (%) 9 (50.0) 28 (40.6)

Numeric variables are presented as median with interquartile range.
* Mann-Whitney test.
' Chi-square test.
* Transthoracic echocardiographic assessment.

40.0% prevalence of Down syndrome). The demographic and diag-
nostic features of High PVR and High PBF patients are shown in
Table 1. Patients initially classified as High PBF were subsequently
shown to have higher pulmonary-to-systemic blood flow ratio and
higher peripheral oxygen saturation compared to High PVR subjects.
Patient age, the percentage of cases with Down syndrome and the type
of cardiac communication did not differ between the groups. For the
High PVR group, increased pulmonary vascular resistance was con-
firmed by cardiac catheterization, with an average decline of 27%
during nitric oxide inhalation (Table 2).

In the control group, i.e., individuals not presenting any signs of
altered systemic or pulmonary hemodynamics, serum levels of MIF and
RANTES did not differ between subjects with (n = 20) and without
(n = 30) Down syndrome (p = 0.550 and p = 0.608 for the differences
in MIF and RANTES concentrations, respectively). For the entire patient
population, serum MIF was only slightly (not significantly) elevated
compared to controls (Fig. 2A). However, the MIF concentration tended
to decrease with increasing age (Fig. 3A). This was particularly true for
High PVR subjects (Fig. 3B). Therefore, we used age as a covariate in
subsequent analyses whenever appropriate to improve prediction. For
the High PVR group, prediction (MIF level) was further improved by
including pulmonary vascular response to inhaled nitric oxide (decrease
from baseline in the pulmonary-to-systemic vascular resistance ratio) in
the model: MIF ~ age + magnitude of pulmonary vasodilation,
p = 0.006. The relationship between the clinical presentation and
serum MIF is summarized in Fig. 2B and C. The High PVR clinical
profile, which was associated with elevated pulmonary vascular re-
sistance at baseline, and the presence of Down syndrome were in-
dependently associated with higher MIF levels in serum. A re-
presentative case is shown in Fig. 1.

Serum RANTES was increased in patients compared to controls
(Fig. 4A) and was nonlinearly related to pulmonary blood flow. Mod-
erately elevated RANTES levels were seen in patients with the highest
averaged pulmonary blood flow, while for subjects in the upper tertile
of RANTES, pulmonary flow was less impressively increased (Fig. 5A).
Therefore, we used pulmonary blood flow as a covariate to analyze the
relationship between circulating RANTES levels and the clinical pre-
sentation, i.e., High PVR versus High PBF profile, and the presence
versus the absence of Down syndrome. Fig. 4B shows that the highest
RANTES levels were observed in subjects with Down syndrome with
High PBF presentation. The relation of serum RANTES to Down syn-
drome was further suggested by the increasing percentage of syndromic
patients across the RANTES tertiles: 55.2%, 69.0% and 72.4% in the
lower, middle and upper tertile, respectively. The relationship between
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Table 2
Cardiac catheterization data of patients with clinical features suggesting elevated pulmonary vascular resistance (High PVR, n = 18).
Basal Nitric oxide p value
Mean pulmonary arterial pressure (mmHg) ® 52 (43-66) 41 (32-61) 0.004
Mean systemic arterial pressure (mmHg) ° 63 (56-72) 61 (52-74) 0.600
Pulmonary vascular resistance (units x m?) ® 5.25 (4.28-8.00) 3.85 (2.43-5.83) < 0.001
Pulmonary-to-systemic vascular resistance ratio * 0.41 (0.28-0.54) 0.27 (0.17-0.42) 0.001

Variables are presented as median and interquartile range.
* Wilcoxon test.

§ Normal pulmonary hemodynamics in the pediatric population is defined as a mean pulmonary arterial pressure of <20 mmHg with a pulmonary vascular
resistance of < 3.00 Wood units x m?. Pulmonary vascular resistance is usually ~10% of the systemic vascular resistance (a ratio of ~0.10) [30].

RANTES and pulmonary blood flow specifically for the Down syndrome
group is shown in Fig. 5B. A nonlinear pattern was also suggested.

Reliable echocardiographic recordings of the tricuspid regurgitation
jet were obtained from 71 patients 6 months after surgical repair of
cardiac communications, making it possible to estimate pulmonary
artery systolic pressure. Univariate regression analysis showed that the
presence of Down syndrome, lower oxygen saturation at baseline and
higher preoperative serum MIF were associated with higher levels of
pulmonary artery pressure postoperatively (Table 3). However, only
Down syndrome and serum MIF remained in the multivariate regression
model using the stepwise procedure for variable inclusion. Fig. 6A de-
monstrates that the relationship between preoperative MIF and post-
operative pulmonary pressure was evident only for Down syndrome
subjects. Of particular interest was the role of low preoperative MIF in
predicting the normalization of pulmonary artery pressure (Fig. 6B). All
of the Down syndrome patients with a preoperative serum MIF of
=<72.6 upi’0.5 (i.e., those in the lower MIF quartile) had normal pul-
monary pressure 6 months after surgery.

4. Discussion

In this study, we used strategies that, in our view, facilitated the
analysis and interpretation of results. We selected a relatively large
number of patients, focused on a narrow age range, included relatively
simple congenital cardiac septal defects, and assessed the hemodynamic
status (therefore defining groups) taking into account clinical, echo-
cardiographic and cardiac catheterization parameters. Furthermore,
Box-Cox transformation, when appropriate, helped obtain normally
distributed variables, which was required to use more robust

A

parametric statistics. Having adopted these strategies, we demonstrated
that heightened serum levels of RANTES and MIF were associated with
clinical features suggestive of the presence and absence of pulmonary
overcirculation, respectively, and Down syndrome. There was a non-
linear relationship between RANTES and pulmonary blood flow, sug-
gesting the existence of subpopulations of patients with a “low-flow”
profile (low-RANTES and high-RANTES subjects), an observation with
potential pathophysiological implications. Serum MIF decreased with
increasing age and correlated positively with pulmonary vascular re-
sponse to inhaled nitric oxide. To the best of our knowledge, the direct
relationship we observed between preoperative serum MIF and post-
operative pulmonary arterial pressure in Down syndrome patients has
not been reported thus far.

The increase in circulating MIF in our patients with High PVR
profile was not surprising at first sight, in view of the large amount of
evidence connecting this protein to vascular remodeling in clinical and
experimental pulmonary hypertension [12]. Nevertheless, in the spe-
cific setting of pediatric pulmonary hypertension associated with con-
genital heart disease, there are points deserving consideration. The
majority of patients with high MIF levels were very young (< 1 year of
age) and had increased pulmonary vascular resistance with a reactive
pulmonary microcirculation, as indicated by the significant vasodila-
tion in response to inhaled nitric oxide. We have previously demon-
strated that some of these patients have severe hypertrophy of the
medial layer of small preacinar and intra-acinar pulmonary arteries,
sometimes with a wall thickness Z-score of > 20.0 [20]. In recent stu-
dies, MIF was shown to induce pulmonary artery smooth muscle cell
growth via ERK 1/2 and JNK phosphorylation (hypoxic pulmonary
hypertension in rats) [13] in addition to enhancing pulmonary

p=0.166 p=0.034 p=0.039
100+ 1004 1004
o o o
o 804 o807 o 804
i < <
=% o =3
2 2 2
uw w w
S 604 S 60+ S 60
40- 40- 40-
Controls Patients High PVR High PBF Non Down s. Down s.
(n=50) (n=87) (n=18) (n=69) (n=30) (n=57)

Fig. 2. Serum macrophage migration inhibitory factor (MIF) in pediatric controls, patients and patient groups. MIF levels were analyzed after Box-Cox transformation
and expressed as units of pixel intensity (upi) "0.5. Data are presented as means with SE (A and C, analysis using the “t” test) or age-adjusted means with SE (B,
analysis using the general linear model, best fit at the covariate value of 13.18 months). The dashed line indicates MIF level in controls. There was no significant
interaction between the clinical profile (B, High PVR and High PBF, respectively, high pulmonary vascular resistance and high pulmonary blood flow) and the
presence or absence of Down syndrome (C). Therefore, these factors were analyzed separately.
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Fig. 3. Serum macrophage migration inhibitory factor (MIF) level as a function of age in pediatric controls (dashed line and open squares) and patients (solid lines
and solid squares). MIF levels were analyzed after Box-Cox transformation and expressed as upi“0.5. In A, the entire study population is shown (n = 137, linear
regression equation y = 84.193-0.262 * x, p = 0.045). In B, only high pulmonary vascular resistance subjects are presented (High PVR group, n = 18). The best
model fit was obtained by including pulmonary vasoreactivity as a covariate in the model, in addition to age. The final linear regression model was
y = 102.282-1.149 * x1 + 17.517 * x2, p = 0.006), with x1 and x2 representing patient age and the percentage decrease in pulmonary vascular resistance during

nitric oxide inhalation (cardiac catheterization), respectively.

vasoconstriction in response to hypoxia and potentiating constriction
pre-evoked by agonists through the PKC, p38, and ERK 1/2 signaling
pathways (isolated pulmonary artery rings) [31]. Thus, early elevation
of pulmonary vascular resistance, hypertrophy of small pulmonary ar-
teries that seem to be sensitive to nitric oxide, and increased circulating
levels of MIF apparently characterize an interesting and intriguing
phenotype in young patients with cardiac septal defects, with potential
implications in terms of management and outcomes. The sensitivity of
pulmonary arteries to exogenous nitric oxide does not necessarily in-
dicate that endogenous production of nitric oxide is defective. Rather,
this suggests that signaling pathways downstream of nitric oxide syn-
thase are not limiting steps in the production of cyclic GMP and the
activation of related vasodilator molecules. Furthermore, the avail-
ability of L-arginine, the precursor for the synthesis of nitric oxide, is
probably preserved in patients with hypertrophic pulmonary arteries
[20]. L-arginine also plays a key role in macrophage activation [32],
and monocyte-macrophages, like T cells, are important sources of MIF
protein [33]. Therefore, we speculate that innate immunity, of which
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MIF is a pivotal regulator [34], is involved in specific structural and
functional pulmonary vascular abnormalities that occur in these young
patients.

A novel and interesting observation in this study was the relation of
postoperative pulmonary arterial pressure to preoperative serum MIF in
Down syndrome subjects. Recently, we reported that the normalization
of pulmonary hemodynamics after the repair of cardiac communica-
tions could be achieved even in patients with hypertrophic pulmonary
arteries, particularly those who responded well to pulmonary vasodi-
lators [35]. However, we did not investigate any biochemical or im-
mune response markers for a possible correlation with outcome. The
results of the present study suggest that MIF may be an important
element in this scenario. Although we observed a suboptimal relation-
ship between sensitivity and specificity while analyzing receiver oper-
ating characteristic curves, a low preoperative MIF (lower quartile) was
a highly specific predictor of postoperative hemodynamic normal-
ization in Down syndrome patients. On the other hand, there were
patients with high preoperative serum MIF, with exceedingly high

Fig. 4. Serum regulated on activation
normal T cell expressed and secreted che-
mokine (RANTES) levels in pediatric con-
trols and patients (A) and patient subgroups
(B). RANTES levels were analyzed after Box-
Cox transformation and expressed as
upi“0.5. Data are presented as means with
SE (A, analysis using the “t” test) or adjusted
means with SE (B, data analyzed by ad-
justing a general linear model, best fit at a
pulmonary-to-systemic blood flow ratio of
2.54). The dashed line indicates the RANTES
level in controls. There was a significant
interaction between the clinical profile
(High PVR and High PBF, respectively, high
pulmonary vascular resistance and high
pulmonary blood flow) and the presence or

a b

High PYR  High PVR  High PBF
Non Downs. Downs. NonDowns.
(n=5) (n=13) (n =25)

High PBF
Down s.
(n=44)

Patients
(n=87)

Controls
(n = 50)

absence of Down syndrome. Thus, subgroup
analysis was carried out as shown in B.
Subgroups not sharing the same letter were
statistically different (post hoc analysis).
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Fig. 5. In A, the relation of serum regulated on activation normal T cell expressed and secreted chemokine (RANTES) to pulmonary blood flow pattern determined
noninvasively by transthoracic echocardiography (pulmonary-to-systemic blood flow ratio, Qp/Qs) in 87 patients. Mean values with SE are shown. A nonlinear
regression model was adjusted to the data. The line corresponds to second-order polynomial (quadratic) fit: y = 3.301 * x-0.789 * x"2 (p = 0.001). In B, only patients
with Down syndrome are presented (n = 57). RANTES levels in the groups are shown on the botton. Groups not sharing the same letter were statistically different

(analysis of variance, p = 0.025, with post hoc tests).

Table 3
Potential predictors of pulmonary arterial systolic pressure 6 months after
cardiac operation in 71 patients.

Variables Univariate Multivariate analysis
analysis p value
p value

Age at operation 0.567 -

Sex 0.662 -

Type of cardiac communications 0.292 -

Down syndrome 0.006 0.018

Clinical presentation 0.078 -

Baseline oxygen saturation 0.042 -

Pulmonary-to-systemic blood flow 0.148 -

ratio
Baseline serum MIF 0.014 0.046
Baseline serum RANTES 0.892 -

Variables were tested by simple and multiple regression analysis with correc-
tion for heterokedasticity. Multivariate analysis was performed using the
stepwise procedure for variable inclusion in the model, with a probability of
0.05 and 0.10 for variable entry and removal, respectively. Pulmonary arterial
systolic pressure (dependent variable) was assessed by transthoracic echo-
cardiography. The final regression model was pulmonary pressure (Box-Cox
transformed) = —0.205 + 0.016 * Down s. (0 or 1) + 2.350E—6 * MIF,
p = 0.003.

* Atrioventricular canal versus other post-tricuspid defects.

" High PVR versus High PBF profile.

pulmonary pressure after surgery. For decades, Down syndrome has
been considered an independent risk factor for persistent pulmonary
hypertension after the repair of congenital cardiac septal defects. Our
findings reinforce the need for characterizing subpopulations of Down
syndrome patients in terms of the potential for pulmonary arterial
“deremodeling” following the treatment of cardiac lesions. The identi-
fication of a great number of biomarkers is probably required for this
purpose.

Another interesting observation in the study was the relation of
chemokine RANTES to pulmonary blood flow and Down syndrome.

Increased pulmonary flow and the presence of Down syndrome, in
combination, correlated better with heightened serum RANTES than
any of these factors separately. In human pulmonary vascular disease,
RANTES was shown to derive mainly from endothelial cells of small
muscular arteries, with a lesser contribution arising from perivascular
inflammatory cells. Vessels characterized by the presence of RANTES
protein were associated with CD45+ cell infiltrates. The chemokine
RANTES was also exuberant in vascular lesions characterized by intense
endothelial cell proliferative activity, such as plexiform lesions [9]. In
pediatric pulmonary hypertension associated with congenital cardiac
shunts, cytokine production in respiratory epithelial cells and their
neighboring microenvironment may be relevant, especially considering
that the proximity of the vasculature to the epithelium in terminal
airways might facilitate crosstalk with a potential impact on vascular
function. Children with cardiac shunts with pulmonary congestion are
susceptible to respiratory infections. Continuous exposure to viral
agents may be associated with cytokine production by epithelial and
inflammatory cells. This might partly explain the heightened levels of
RANTES that we observed in subjects with Down syndrome and pul-
monary overcirculation. RANTES and other cytokines, such as inter-
leukins 6 and 8, were shown to be induced in airway epithelial cells
infected with a number of respiratory viruses, including influenza virus,
adenovirus, rhinovirus and respiratory syncytial virus [36-39]. Inter-
estingly, RANTES was shown to induce airway smooth muscle cell
migration [40], analogous to the vascular smooth muscle cells migra-
tion that occurs in arterial remodeling, thus potentially contributing to
the pathogenesis of asthma.

The nonlinear relationship between RANTES and pulmonary blood
flow seen in this study suggests that different pathophysiological me-
chanisms may underlie similar hemodynamic situations. Fig. 5A shows
patients who, on average, had comparable (relatively reduced) pul-
monary blood flow but considerably different circulating levels of
RANTES (lower vs. upper tertile). In patients with unrestrictive cardiac
communications, the increase in pulmonary flow may be limited by
concomitant abnormalities such as pulmonary arterial remodeling,
which is quite heterogeneous; vasoconstriction; intrapulmonary veno-
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Fig. 6. Relation of postoperative pulmonary artery systolic pressure (PASP, transthoracic echocardiography 6 months after cardiac surgery) to the presence/absence
of Down syndrome and preoperative serum macrophage migration inhibitory factor (MIF) in 71 patients. MIF levels were analyzed after Box-Cox transformation and
expressed as upi“0.5. In A, the solid line with solid squares and dashed line with open squares represent subjects with and without Down syndrome, respectively. The
linear regression equation for the Down syndrome group was y = 8.859 + 0.326 * x, p = 0.009. In B, receiver operating characteristic curves showing how low
levels of MIF at entry predicted PASP normalization (<40 mmHg) postoperatively. The area under the curve for Down syndrome and non-Down syndrome subjects
was 0.78 (95% CI 0.60-0.96, p = 0.020) and 0.51 (95% CI 0.18-0.83, p = 0.974), respectively. All Down syndrome patients in the lower quartile of MIF had normal

PASP 6 months after surgery.

occlusive lesions; altered left atrial and/or left ventricular compliance;
and increased left atrial pressure due to left atrioventricular valve
dysfunction. Depending on the type of associated pathology, resistance
to flow may or may not cause pulmonary congestion in subjects with
pulmonary overcirculation. Based on our findings, we speculate that the
serum RANTES level reflects not only pulmonary blood flow itself but
also the specific pathophysiological conditions that determine its dy-
namics.

In the pathobiology of pulmonary vascular disease, RANTES seems
to be involved in the inhibition of endothelial cell apoptosis and phe-
notypic modulation and proliferation of vascular smooth muscle cells.
Its role in the phenotypic modulation of smooth muscle cells was shown
in experimental occlusive pulmonary vascular disease induced by
combined exposure to Sugen 5416, a vascular endothelial growth factor
receptor tyrosine kinase inhibitor, and hypobaric hypoxia. Gene ex-
pression of RANTES and other mediators of inflammation was persis-
tently or progressively upregulated in the lungs of experimental animals
[11]. In cell culture experiments, RANTES deficiency was associated
with increased apoptosis of pulmonary arterial endothelial cells and
suppressed proliferation and migration of smooth muscle cells via ca-
veolin-1-dependent BMPR2 receptor activation. In parallel experiments
in mice, the deletion of RANTES attenuated the development of Sugen
5416/hypoxia-induced pulmonary hypertension by restoring BMPR2
signaling [41].

5. Conclusion

This study demonstrates that circulating levels of MIF and chemo-
kine RANTES are altered in young pediatric patients with unrestrictive
congenital cardiac communications and signs of pulmonary hyperten-
sion. Both proteins seem to be upregulated in patients but not controls
with Down syndrome. There seems to be a phenotype with early pre-
sentation (first year of life) characterized by a dynamic elevation of
pulmonary vascular resistance associated with heightened circulating
levels of MIF. Down syndrome patients with this phenotype are at risk
of persistent elevation of pulmonary arterial pressure after the repair of
cardiac anomalies, while those with low preoperative serum MIF are

very likely to reach hemodynamic normalization. RANTES, a chemo-
kine that is highly expressed in the course of respiratory viral infections,
is increased in a pulmonary-flow-dependent manner in these patients.
The proximity of distal airways to the pulmonary microvasculature
leads to the speculation that chronic exposure to infectious agents and
the subsequent expression of proteins known to be involved in vascular
remodeling might be associated with the development of pulmonary
vascular abnormalities in children with congenital cardiac shunts. This
possibility might be of interest in terms of prevention and development
of targeted therapies.
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