UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

KELLY CRISTINA DE OLIVEIRA ABUD

Padroes hemodinamicos pulmonares em pacientes pediatricos com defeitos
septais cardiacos congénitos: relagdo com mediadores inflamatérios e a
presenc¢a nao suspeitada de virus

respiratorios

SAO PAULO
2023



KELLY CRISTINA DE OLIVEIRA ABUD

Padroes hemodinamicos pulmonares em pacientes pediatricos com defeitos
septais cardiacos congénitos: relagdo com mediadores inflamatérios e a
presenc¢a nao suspeitada de virus

respiratorios

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo para obtencao do titulo de
Doutor em Ciéncias

Programa de Cardiologia
Orientador: Prof. Dr. Antonio Augusto Barbosa Lopes

SAO PAULO
2023



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagio (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

©reproducao autorizada pelo autor

2bud, Kelly Cristina de Oliveira
Padrdes hemodiné&micos pulmonares em pacientes
pediédtricos com defeitos septais cardiacos

congénitos : relagdo com mediadores inflamatdrios e a
presenca ndo suspeitada de virus respiratdrios / Relly
Cristina de Oliveira 2Zbud. -- S&o Paulo, 2023.

Tese (doutorado) ——Faculdade de Medicina da

Universidade de S&o Paulo.
Programa de Cardiologia.
Orientador: Antonio Augusto Barbosa Lopes.

Descritores: l.Cardiopatias congénitas 2.Virus
respiratdérios 3.Hipertens&o pulmonar 4.Cirurgia
cardiaca pedidtrica 5.Resposta inflamatdria pds-—
operatdria 6.Unidades de terapia intensiva
pedidtrica

UsSp/FM/DBD-502/23

Responsavel: Erinalva da Conceicdo Batista, CRB-8 6755




Nome: ABUD, Kelly Cristina de Oliveira

Titulo: Padrdes hemodinamicos pulmonares em pacientes pediatricos com defeitos
septais cardiacos congénitos: relagdo com mediadores inflamatorios e a presenga nao
suspeitada de virus respiratérios

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo para obtencéo do titulo
de Doutor em Ciéncias

Programa de Cardiologia

Orientador: Prof. Dr. Antonio Augusto Barbosa Lopes

Aprovado em:

Banca Examinadora

Prof. Dr.

Instituicao:

Julgamento:

Prof. Dr.

Instituicao:

Julgamento:

Prof. Dr.

Instituicao:

Julgamento:




Dedicatoria




Aos meus pais, Rui e Rosa, por se dedicarem a minha constru¢cdo como ser humano,
pelo seu exemplo de trabalho, ética e disciplina, por todo amor, e por me darem
oportunidade de retribuir com imensa gratidao tudo o que fizeram por mim.

A minha irma, Marcia, por cuidar do nosso bem mais precioso, nossos pais, pela busca
incansavel de fazer o seu melhor, por me ouvir, incentivar e mesmo distante, nunca soltar
minha mao.

As minhas filhas, Laura e Gabriela, por me mostrarem que o tempo melhora tudo, que
um abracgo cura todos os males, e por fazer de mim um ser humano melhor.

Ao meu marido por cuidar de tudo nos momentos de auséncia, por ser um pai dedicado,
por ndo desistir de estar comigo nesta jornada de vida.

A minha fiel companheira Ariel que aquece meus pés e me faz sorrir, me lembrando todos
os dias do poder do amor incondicional.

A minha madrinha, Vera Lucia, que com seus abragos e oragdes me fez sentir protegida,
amada e fortalecida na minha fé.

A minha amiga Emilia Nozawa pelo incentivo em me embrenhar no mundo da ciéncia,
por me ensinar que a disciplina nos leva muito longe, e pelo apoio nas decisdes mais
dificeis.

Aos meus amigos da “Velha Guarda” que me ouviram e souberam cantar e dancar
comigo ainda que eu estivesse cansada, celebrando cada pequena vitoria.

A Ana Gabriela, minha amiga e treinadora, que me manteve forte, saudavel e

perseverante pare eu chegasse até aqui e muito mais.



Agradecimentos




A Deus, todas as minhas preces nao seriam suficientes para expressar o sentimento de
humildade e gratiddo que sinto por ter chegado até aqui. A Fé me move e me guia nesta
trajetéria em busca do saber cientifico.

Ao meu orientador, Prof. Antonio Augusto, por ser muito mais que um professor e me
levar além das minhas capacidades, por me ensinar o poder do saber na sua esséncia e
por me mostrar que a filosofia resgata a alma cansada, além de ser, sobretudo um amigo
e conselheiro em cada momento desta jornada.

A Sra. Roseli Polo por seu apoio incansavel na produgao cientifica deste grupo, sem ela
nada seria possivel.

As minhas amigas Eloisa e Maria Francilene que em sua sabedoria e paciéncia me
acolheram e me ensinaram que cada momento vivido em busca do conhecimento deve
ser aproveitado ao maximo sem perder nossa esséncia, o cuidado ao paciente.

A Dra. Ana Thomaz pela sua dedicacdo, pelos conselhos e por sua competéncia e
seguranca, fundamentais para o sucesso desta pesquisa.

A Dra. Nair Maeda que com maestria e sabedoria corrigiu desencontros e sanou davidas,
me mantendo motivada e me despertando para novos horizontes na ciéncia.

A Dra. Claudia Castro Grau por estar sempre presente para realizar as ecocardiografias
deste estudo, sua expertise foi fundamental para o sucesso desta pesquisa.

A Dra. Maria Inez Feltrim, diretora do servico de fisioterapia, por incentivar meu
crescimento profissional e ser exemplo de dedicagao e competéncia.

Ao time da Secretaria de Pds-Graduagdo em Cardiologia, do Servigo de Biblioteca, do
Instituto do Coracéao pelo apoio académico e por estarem sempre disponiveis para sanar

minhas duvidas.



A Prof. Dra. Clarisse Martins Machado por sua contribuicdo inestimavel a frente da
Virologia do Instituto de Medicina Tropical (IMT).

A Lucy Vilas Boas que esteve sempre disponivel no laboratério do IMT, acolhendo nossas
amostras e notificando com precisao os resultados.

Aos profissionais da UTI cirdrgica, meus colegas, companheiros, parceiros de uma vida
que estiveram sempre comigo na coleta de dados e cuidado de exceléncia com nossas
criangas.

Ao time da unidade de cirurgia cardiaca pediatrica, em especial Prof. Fr. Marcelo Jatene
e ao Dr. Juliano Penha que com maos precisas e precisdao impecavel contribuiu para o
sucesso desta pesquisa.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), pelo apoio
financeiro concedido para realizacao desta pesquisa.

Aos pacientes e familiares que me permitiram fazer parte de histérias de amor e
superagao, e aceitaram contribuir para a ciéncia com a nobreza de ceder seus dados
para este estudo.

Agradeco a todos que de alguma forma estiveram presentes ao longo da minha trajetdria,

me incentivando e fortalecendo para que eu chegasse até aqui.



“Esforca-te, e tem bom animo; ndo temas, nem te espantes; porque o Senhor teu Deus

€ contigo, por onde quer que andares.”

Josué 1:9



Resumo

Abud KCO. Padrbes hemodinamicos pulmonares em pacientes pediatricos com defeitos
septais cardiacos congénitos: relagdo com mediadores inflamatorios e a presenga nao
suspeitada de virus respiratorios [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de S&o Paulo; 2023.

Introducao: Nos defeitos septais cardiacos, ocorrem alteragcbes hemodinamicas na
pequena circulagado (modificagbes de fluxo e pressdo) acompanhadas de adaptagdes
estruturais na arvore vascular pulmonar que vao desde hipertrofia de graus variados de
células musculares lisas arteriolares, até lesbes oclusivas graves. Esse quadro pode
acarretar transtornos em varios momentos do tratamento de pacientes pediatricos,
particularmente apds a cirurgia cardiaca. Sabe-se que as alteragdes hemodinamicas pré-
operatorias ndo sdo o unico fator a determinar a magnitude da resposta vascular
pulmonar. Evidéncias atuais apontam para o papel patogénico de agentes biologicos
(virus) no remodelamento de vasos sistémicos. Outros estudos apontam associagao
entre virus e remodelamento vascular pulmonar. Mediadores inflamatdrios expressos em
decorréncia desses patdgenos, tém implicagcéo direta em alteragdes celulares que levam
ao remodelamento vascular. O estudo das infecgdes virais em criangas com cardiopatias
se concentra na profilaxia ou em situagbes de infecgdes agudas. Nao ha dados na
literatura sobre a relagao entre a presenga de material genético de virus respiratorios em
vias aéreas e comportamento hemodinamico pulmonar. Objetivos: Verificar o
comportamento hemodinadmico pulmonar pds-operatério comparativamente entre
criangas portadoras e ndo portadoras de material genético viral em vias aéreas.
Métodos: Estudo de coorte prospectivo longitudinal envolvendo comparagao entre
grupos. Foram incluidos 60 pacientes até trés anos de idade, com comunicag¢des
cardiacas amplas (ndo restritivas). As caracteristicas hemodinamicas pré-operatorias
foram definidas pela ecocardiografia com Doppler. A presenca/auséncia de material
genético de virus respiratérios em aspirados nasofaringeos e traqueais foi investigada no
pré-operatorio, na auséncia de sintomas respiratérios, por reagcao da polimerase em
cadeia em tempo real (19 patogenos). Mediadores inflamatorios (36 proteinas) foram
analisados no soro mediante ensaio imunoenzimatico. O comportamento hemodinamico
pulmonar e sistémico poés-operatério foi estudado por medidas diretas através de
cateteres, computando-se as pressodes arteriais média pulmonar e sistémica (PAP e PAS)
e a relacdo PAP/PAS, e construindo-se curvas de evolugao. Para predi¢ao de risco foi
utilizada variavel ja estudada em nosso grupo computada nas primeiras horas de pos-
operatorio, PAP/PASroi. Resultados: Sessenta pacientes foram incluidos (idade 11 [7—
16] meses, mediana, intervalo interquartil). A razdo pressdo arterial média
pulmonar/sistémica (PAP/PAS) pré-operatoéria foi de 0,78 (0,63-0,88). Genomas virais
foram detectados na nasofaringe e na traqueia em 64% e 38% dos pacientes,
respectivamente. O Rinovirus foi o agente mais prevalente. A presenga de genomas virais



na traqueia foi associada a deslocamento ascendente da curva PAP pés-operatéria (p =
0,011) com PAP/PAS de 0,44 (0,36-0,50) em pacientes positivos versus 0,34 (0,30-0,45)
nos negativos (p = 0,008). A presenga ou auséncia de genomas virais na nasofaringe néo
se relacionou com a hemodinamica pos-operatoria. A PAP/PAS pos-operatoria foi
positivamente relacionada a niveis poés-circulagdo extracorpérea de antagonista do
receptor de interleucina-1 (p = 0,026), fator inibidor da migracdo de macrofagos (p =
0,019) e proteina quimiotatica de mondcitos-1 (p = 0,031), particularmente em pacientes
com virus — aspirados traqueais positivos. Conclusées: Pacientes pediatricos em pos-
operatorio de cardiopatias congénitas portadores de genomas virais respiratérios nas vias
aeéreas inferiores apresentam maior risco de hipertensdo pulmonar pds-operatoria,
merecendo especial atengdo quanto a medidas de isolamento, testagem e cuidados
perioperatorios.

Palavras-chave: Cardiopatias congénitas. Virus respiratérios. Hipertensdo pulmonar.
Cirurgia cardiaca pediatrica. Resposta inflamatéria pds-operatéria. Unidades de terapia
intensiva pediatrica



Abstract

Abud KCO. Pulmonary hemodynamic patterns in pediatric patients with congenital cardiac
septal defects: relationship with inflammatory mediators and the unsuspected presence
of respiratory viruses [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Séo
Paulo”; 2023.

Background: In congenital heart septal defects, hemodynamic changes occur in the
pulmonary circulation, including alterations in flow and pressure, accompanied by
structural adaptations in the pulmonary vascular tree ranging from various degrees of
vascular smooth muscle cell hypertrophy to severe occlusive lesions. These conditions
can lead to complications at various stages of pediatric patient treatment, particularly after
cardiac surgery. Preoperative hemodynamic changes are not the sole factor determining
the magnitude of the pulmonary vascular response. Current evidence suggests the
pathogenic role of biological agents (viruses) in systemic vessel remodeling. Other studies
indicate an association between viruses and pulmonary vascular remodeling.
Inflammatory mediators expressed due to these pathogens directly impact cellular
changes leading to vascular remodeling. Existing research on viral infections in children
with heart defects focuses on prophylaxis or acute infection situations. However, there is
no literature on the relationship between the presence of respiratory viral genetic material
in the airways and pulmonary hemodynamic behavior. Objectives: To investigate
postoperative pulmonary hemodynamic behavior comparatively between children with
and without respiratory viral genetic material in the airways. Methods: Prospective
longitudinal cohort study involving group comparisons. Sixty patients up to three years old
with non-restrictive heart communications were included. Preoperative hemodynamic
characteristics were defined by Doppler echocardiography. The presence/absence of
respiratory viral genetic material in nasopharyngeal and tracheal aspirates was
investigated preoperatively, in the absence of respiratory symptoms, using real-time
polymerase chain reaction (19 pathogens). Inflammatory mediators (36 proteins) were
analyzed in serum using immunoenzimatic assay. Postoperative pulmonary and systemic
hemodynamic behavior was studied through direct measurements using catheters,
including mean pulmonary and systemic arterial pressures (PAP and SAP), the PAP/SAP
ratio, and pressure curves. A previously studied variable in our group, PAP/SAPro, was
used for risk prediction. Results: Sixty patients were included (age 11 [7-16] months,
median, interquartile range). The preoperative pulmonary/systemic mean arterial pressure
ratio (PAP/SAP) was 0.78 (0.63—0.88). Viral genomes were detected in the nasopharynx
and trachea in 64% and 38% of patients, respectively, with Rhinovirus being the most
prevalent agent. The presence of viral genomes in the trachea was associated with an
upward shift in the postoperative PAP curve (p = 0.011), resulting in a PAP/SAPpo of 0.44
(0.36—-0.50) in positive patients versus 0.34 (0.30-0.45) in negative ones (p = 0.008).
Postoperative hemodynamics was not related to the presence/absence of viral genomes



in the nasopharynx. Postoperative PAP/SAP was positively correlated with post-
cardiopulmonary bypass levels of interleukin-1 receptor antagonist (p = 0.026),
macrophage migration inhibitory factor (p = 0.019), and monocyte chemoattractant
protein-1 (p = 0.031), particularly in patients with positive tracheal aspirates.
Conclusions: Pediatric patients undergoing surgery for congenital heart septal defects
carrying respiratory viral genomes in the lower airways are at a higher risk for
postoperative pulmonary hypertension, deserving special attention in terms of
prophylaxis, testing, and perioperative care.

Keywords: Congenital heart disease. Respiratory viruses. Pulmonary hypertension.
Pediatric cardiac surgery. Postoperative inflammatory response. Pediatric intensive care.
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1. Introducgao

Pacientes portadores de comunicagdes entre cadmaras cardiacas ou grandes
artérias, estdo sujeitos a desenvolver alteragdes vasculares pulmonares que podem
variar em gravidade, velocidade de evolugdo e repercussdo clinica (2.
Aproximadamente 25% da populagdo pediatrica com grandes comunicagdes nao
restritivas pos-tricuspideas, apresentam manifestacdes clinicas de hipertensao pulmonar
(HP), podendo esta ser diagnosticada por métodos n&o invasivos como o exame
ecocardiografico ®). Por comunicagdo nao-restritiva, entenda-se, por exemplo, o didmetro
de uma comunicagéao interventricular (CIV) maior que 50% do anel aortico. Outrossim,
individuos que desenvolvem sinais clinicos de HP avangada, como cianose labial e
taquicardia requerem avaliagdo hemodinamica invasiva (**) visando ao adequado
planejamento terapéutico, quer seja em relagdo ao momento de indicagéo de cirurgia, a
técnica cirurgica escolhida ou a procedimentos relativos ao pos-operatorio, como, por
exemplo, a indicagdo de vasodilatadores inalatérios ©). As repercussdes das alteragdes
na vasculatura pulmonar tém impacto ndo apenas sobre o planejamento cirurgico, mas,
também, levam a transtornos hemodinamicos com consequéncias graves e
potencialmente incapacitantes ou letais. Cerca de um a dois porcento dos pacientes com
HP apresentam crises de hipertensdo pulmonar no pés-operatoério, situagao clinica grave,
de iminéncia de parada cardiorrespiratoria ), podendo também ser n3o letais, resultando,
em ultima analise, em aumento do tempo de permanéncia na terapia intensiva &8 Além
disso, ainda que a correcdo anatdomica ocorra de forma satisfatoria, a persisténcia de

hemodinamica pulmonar alterada, em nosso servigo frequentemente investigada partir
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do sexto més de alta ®, pode comprometer o sucesso do tratamento em longo prazo

(10,11)

Em criancas, o remodelamento vascular pulmonar € um processo complexo que
resulta em uma diversidade de alteragdes, variando em gravidade. Nos primeiros dias,
semanas ou meses de vida, as alteragbes biopatologicas estdo relacionadas a
muscularizag&o precoce das arteriolas pulmonares, envolvendo hiperplasia e hipertrofia
de células musculares lisas em vasos pequenos (com didmetro inferior a 200 micra) (12.13),
Evolutivamente, mas em alguns casos de forma mais precoce do que o esperado,
ocorrem as lesbes mais avangadas, incluindo as oclusivas e outras que alteram
profundamente a estrutura do vaso (lesdes dilatadas). Os mecanismos bioldgicos
envolvidos neste remodelamento sdo diversos e tém sido amplamente estudados (13).
Eles envolvem modificagdes na composi¢cdo da matriz extracelular, incluindo deposigao
e degradacao, interagdes entre a matriz e os receptores de membrana ('3'4), organizagao
do citoesqueleto, liberacédo de fatores de crescimento ("% e ativagéo de seus receptores,
ativacao de varias vias de sinalizacdo, modificagbes fenotipicas, especialmente nas
células musculares lisas, e replicagdo celular ('®). Dentre os muitos mediadores
envolvidos nesse processo, elementos inflamatérios (" e componentes da resposta
imune estédo consistentemente presentes. Citocinas, quimiocinas e moléculas correlatas
desempenham um papel como fatores de crescimento, contribuindo ativamente para as
modificagbes na matriz extracelular, replicagdo celular, inibicdo da apoptose (1617 e
recrutamento de células inflamatérias (1829, Ressalte-se que no modelo clinico, os
fendbmenos que acometem as estruturas vasculares sdo inseparaveis daqueles que
eventualmente incidem sobre células respiratorias e pequenas vias aéreas no

microambiente do pulmé&o distal.
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Pacientes pediatricos com comunicag¢des cardiacas e aumento do fluxo sanguineo
pulmonar, em estagios iniciais do processo hipertensivo, onde predomina o estado
congestivo, podem ser alvo de infecgbes respiratorias repetidas, que, em grande parte,
sdo de natureza viral ®). Sdo0 sazonais e frequentes os quadros de bronquite e bronquiolite
(21.22) sendo o remodelamento de vias aéreas uma das consequéncias das infecgdes de
repeticdo . E interessante notar que o processo biolégico de remodelamento de
pequenas vias aéreas compartilha mecanismos biomoleculares com o desenvolvimento
das lesbes vasculares tipicas da hipertensdo pulmonar. Células epiteliais respiratérias
infectadas por virus, expressam citocinas e fatores de crescimento implicados na
proliferacdo de células musculares lisas respiratorias e alteragdes da matriz extracelular,
moléculas estas bastante superponiveis as envolvidas na patogénese da vasculopatia
pulmonar (182324) Tajs alteracdes tém sido amplamente estudadas, por exemplo, na
fisiopatologia da asma 425, O microambiente indivisivel na periferia dos pulmdes, leia-
se acino pulmonar, constitui o substrato basico para se admitir que processos bioldgicos
acometam concomitantemente vias aéreas e vasos, sendo uma distingdo meramente
didatica. A base racional para o planejamento do presente estudo foi a consideragao de
que pacientes com “shunts” cardiacos e exposicdo a agentes infecciosos, sobretudo
virais, estariam sob risco de alteragdes vasculares pulmonares que, no contexto do
periodo pdés-operatério de cirurgia cardiaca, os tornariam predispostos a alteragbes

hemodindmicas mais importantes.

Em se estabelecendo esta associagao, poder-se-ia aventar implicagcdes imediatas
no que tange a prevengao de infec¢des respiratorias, e terapéuticas, como critérios de

indicacdo da cirurgia cardiaca em tempo anterior ao habitual. Esta tese foi entdo
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idealizada com o objetivo de se identificar possivel associagdo entre a presenca de
material genético de virus respiratorios em vias aéreas, e 0 comportamento

hemodinamico pulmonar na unidade intensiva apds a cirurgia cardiaca.



2. Revisao de Literatura
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2.1. Mecanismos patogénicos do remodelamento vascular pulmonar: anatomia
das les6es e vasoconstri¢ao

As lesdes vasculares pulmonares em cardiopatias congénitas foram inicialmente
classificadas de maneira qualitativa em seis graus, contemplando a hipertrofia da camada
meédia arterial e arteriolar, a proliferacdo intimal de magnitude variavel (podendo chegar
a oclusdo vascular) e lesdes mais complexas (%627). Estas Uultimas incluem lesbes
plexiformes, dilatadas e arterite necrotizante ?®). Na maioria dos casos, sobretudo em
pacientes de baixa idade, predominam vasos com hipertrofia medial apenas, ou com
lesbes intimais ndo oclusivas. Subsequentemente, uma classificacdo morfométrica,
procurou quantificar o numero de vasos em relagdo aos alvéolos entre outras medidas
avaliadas "), dado importante principalmente em recém-nascidos e lactentes jovens.
Assim, a hipertrofia vascular pulmonar e a vasoconstricdo, sao elementos centrais no
desencadeamento de transtornos hemodindmicos graves, além de serem o alvo das
intervengdes que visam ao remodelamento reverso, ja estudado em modelos
experimentais ?® apds a corregéo da cardiopatia ('*). Quando considerado o periodo
neonatal, ha fatores intrauterinos que podem favorecer a persisténcia de elevada
resisténcia vascular pulmonar (RVP). Além de elementos cromossGmicos, como a
presenca de sindrome de Down ©@%31) g constrigdo do ductus arteriosus por uso materno
de anti-inflamatérios ndo hormonais também exercem papel digno de nota ©:32)
Quaisquer que sejam os mecanismos etiopatogénicos, a hipertrofia arteriolar pulmonar
associada a vasoconstricgao persistente pode ser considerada como o retrato fenotipico
caracteristico da hipertensdo pulmonar nos primeiros dias ou semanas de vida, isolada
ou associada a outros processos patologicos ©3132) A disfungido que envolve células

endoteliais e musculares lisas arteriais pulmonares, resultando na tendéncia a
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vasoconstricado, compreende diversas vias de sinalizagdo, como por exemplo, a do 6xido
nitrico, e a do acido araquiddnico, implicando alteragdes em nucleotideos ciclicos, a via
da rho-quinase e das endotelinas, todas elas amplamente estudadas na hipertensao
pulmonar persistente do recém-nascido (HPP) (6:33),

A hipoxia, presente em inumeras situagdes clinicas como disturbios respiratérios
neonatais %), alteragdes de ventilagdo pulmonar prevalentes em pacientes com trissomia
do cromossomo 21 % e eventos do periodo pds-operatério imediato de cardiopatias
congénitas 6-38) também pode exercer papel importante no remodelamento vascular
pulmonar e na vasoconstricgdo 3334, Nesse sentido, os mecanismos biomoleculares da
doenga vascular pulmonar tém sido alvo de estudos recentes. Tém sido analisadas
alteragdes em vias mediadas pelo fator HIF-1a/HIF-1B (fator induzido por hipdxia) (3949),
que acarretam disfungao mitocondrial, inibicdo da piruvato-desidrogenase-quinase (PDK)
e expressdo de diversos outros genes implicados com replicagcdo celular 4142 E
demonstrado que este fator esta envolvido na hipertrofia da camada média arteriolar
entre outros eventos biopatoldgicos. Além disso, a hipoxia altera o estado REDOX (43:44)
em ceélulas musculares lisas vasculares pulmonares, com modificagdo no equilibrio da
glutationa (GSH/GSSH) “#547)  despolarizagdo de membrana e vasoconstricgao.
Mutacdes genéticas também podem estar envolvidas no mecanismo de vasoconstrigao,
no sentido de sinalizagdo defectiva a partir de receptores de TGF- B (fator de
desenvolvimento transformador tipo B) “® e diversas vias correlatas “?). Alteragdes
implicando esta via tém sido descritas na doenga vascular pulmonar experimental e
humana. Na doenga cardiaca congénita, assim como na hipertensdo pulmonar

persistente do neonato, sdo também descritas variantes genéticas da enzima
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mitocondrial carbamil-fosfato sintetase | (CPS-I) implicadas com a biodisponibilidade de
L-arginina (e do oxido nitrico e derivados) e, consequentemente, acarretando

vasoconstricgdo pulmonar (4849),

2.2. Mecanismos biomoleculares do remodelamento vascular: fatores de
crescimento e resposta inflamatéria
Além dos fatores mencionados, outras classes de mecanismos tém sido objeto de
investigacbes no campo da biopatologia vascular em geral, e no remodelamento vascular
pulmonar em particular “4°%0). Este elenco de elementos bioldgicos inclui fatores
peptidicos de crescimento (‘growth factors”) (17.1851) seus receptores e vias de

sinalizagdo, micro “RNA’s” que operam como moléculas sinalizadores ©2-5%), oncogenes
(55), enzimas intracelulares como quinases e fostatase e seus substratos (56-58),
proteinas de matriz extracelular e seus receptores (integrinas e outras) 9, além de
proteases pericelulares. Estes sdo apenas alguns exemplos entre muitos em estudo.
Hoje sabe-se que citocinas, quimiocinas e outros elementos de resposta inflamatoria e
imune 2560 assim como proteinas a eles relacionadas, também operam no processo de
remodelamento vascular. Diversas citocinas tém sido descritas desempenhando papel
na modificacdo estrutural da matriz extracelular, diferenciacéo e replicacao de células
vasculares, assim como na inibigdo da apoptose (¢1.62) Entre elas podem ser citadas a
interleucina (IL) 1B, IL-6 (63), MCP-1 (“monocyte chemoattractant protein-1”), a
quimiocina CCL5/RANTES (“regulated on activation, normal T cell expressed and
secreted”) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a) 4. Componentes de resposta imune

Th1, Th17, Th2 e Treg ¢'6% também estao implicados na biopatologia vascular pulmonar.

Em nosso grupo de estudo, foi identificada a associagao da proteina MIF (“macrofage
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migration inhibitory fator’) com o fenétipo “hipertrofia arterial pulmonar” em lactentes
portadores de “shunts” cardiacos congénitos e resisténcia vascular pulmonar elevada, e
em relagédo a variantes genéticas da enzima mitocondrial CPS-I #9), A proteina MIF é
considerada como um ligante ndo candnico de receptores de quimiocinas, com inumeras
acdes em processos biologicos vasculares, notadamente pulmonares, estando implicada
na proliferacdo de células musculares lisas e inibicado de apoptose, tanto em modelos

experimentais como na doenga humana (66:67),

2.3. Dos fatores intrautero e poés-natais ao cenario pré-operatério: o ponto de

partida para potenciais transtornos pés-cirurgicos

Dentre os fatores que jogam papel nas altera¢des da vasculatura pulmonar tipicas
da hipertensao pulmonar, ha condi¢gdes relacionadas ao periodo perinatal e outras que
se estabelecem ao longo da vida da crianga. Algumas situagbes que tipicamente
envolvem alteragdes vasculares antes da cirurgia com potencial impacto na evolugéo
poOs-operatoria, sdo de ordem congénita. Pacientes com trissomia do cromossomo 21
(T21) tém fendtipo com alteragdes implicados tanto em vasos como vias aéreas distais
tais como redugéo do numero de alvéolos; duplicagdo de capilares #°3% entre outras
caracteristicas que podem levar a hipoxia e, portanto, a potencializagado de fatores de
remodelamento vascular %3 além da propria malformacao cardiaca.

Elementos genéticos representados, por exemplo, pelo polimorfismo da enzima
NO sintetase endotelial (eNOS) 889 e pelo polimorfismo da enzima mitocondrial
carbamil-fosfato sintetase | (CPSI) também estao implicados com o desenvolvimento de
HP (“4970) Existe, ainda, relagdo entre a produgdo do fator inibidor da migragcdo de

macréfagos (MIF) e o polimorfismo da CPSI, lembrando que, como anteriormente citado,
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pacientes pediatricos com HP tém MIF aumentado “°7". E procedente suscitar que
alguns fenotipos podem, inclusive, influenciar a resposta vasodilatadora pulmonar a
drogas inalatérias como o NO (/.72 Cabe ressaltar que pacientes com T21 também
podem ter resposta vasodilatadora a drogas inalatorias prejudicada, o que se justifica
pelas caracteristicas anatdmicas que levam a hipoventlagéo 073

Dentre as condi¢des relacionadas ao periodo pds-natal que podem implicar em
hipoxia transitoria ou prolongada, estdo, por exemplo, a aspiragdo de mecénio ou a
sindrome da membrana hialina. Essas condigdes, com mecanismos ja descritos em
literatura 3274 tem potencial impacto na evolugdo da hipertensdo pulmonar do recém-
nascido (PPHN, em lingua inglesa), seja pelo envolvimento do fator induzido por hipoxia
(HIF) na manutengao do padrédo fetal da vasculatura pulmonar, seja pela produgao de
mediadores idiossincrasicos a condigéo patoldgica do parénquima pulmonar distal (75).

Fatores ainda ndo totalmente elucidados podem relacionar-se de forma negativa
com a evolucdo pdés-operatéria. O papel das infecgdes pulmonares na liberacdo de
moléculas envolvidas no remodelamento de vias aéreas ja foi descrito em literatura (7677,
Resta saber se, com o defeito cardiaco tratado, essas alteragdes impostas pela histéria
de infecgdes ao longo do periodo que antecede a cirurgia, podem ter papel na evolugéao
do comportamento hemodinamico pulmonar.

Em conjunto todos esses elementos, sua somatdria e intensidade de
manifestacbes, constituem a base estrutural e funcional pré-operatoria para os
transtornos respiratorios e hemodinadmicos que incidirdo no momento pos cirurgico,

acrescentando-se os eventos decorrentes da cirurgia em si.
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2.4. A unidade respiratéria e seus componentes: um microambiente indivisivel
A estrutura anatdmica conhecida como “unidade respiratéria” compreende
bronquiolos respiratorios, ductos alveolares e alvéolos (7879, Saliente-se que as arteriolas
gque acompanham a dicotomizacao da unidade respiratéria recebem o nome da estrutura
que as acompanha, como por exemplo, arteriola do bronquiolo terminal, arteriola do
bronquiolo respiratério, arteriola do ducto alveolar (Figura 1). Dessa forma, as estruturas
que compdem a unidade respiratoria sdo contiguas formando, na periferia dos pulmdes,
um microambiente anatomica e fisiologicamente indivisivel. Este microambiente é alvo
de processos inflamatérios com liberacdo de mediadores quimicos que tém papel na
fisiopatologia de alteragbes de via aérea, como broncoespasmo %83 mas também
podem estar implicados em alteragbes vasculares (/%84 Cabe lembrar que a reacgéo
inflamatéria envolvida nas alteragdes vasculares da hipertensdo pulmonar, tém
componentes presentes no espacgo perivascular ©%. Tal observagéo permite admitir que
processos infecciosos acometendo o tecido alveolar, por contiguidade, proximidade
anatbmica e compartihamento de mediadores quimicos, podem ter papel no

remodelamento de vasos.
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Nervos vasomotores

Artéria pulmonar
l\ Vasos linfaticos
Bronquio — £ \N
Artéria bronquial % _ \ e\

Nervo broncomotor

Veia pulmonar

Nervos vasomotores

Figura 1 — O microambiente indivisivel com proximidade anatdmica entre via aérea distal e os vasos pulmonares.
TB: bronquiolo terminal; RB: bronquiolo respiratério; AD: ducto alveolar; A: alvéolo — adaptado de Berne e
colaboradores, 2010 ©9),

2.5. A possivel participagdao de agentes infecciosos no remodelamento de via

aérea e vascular

O envolvimento de agentes infecciosos na génese de processos vasculares tem
sido amplamente estudado, podendo ser citados, por exemplo, o herpes virus € o
citomegalovirus em associagdo com aterosclerose 788 e, ainda, o virus HIV em
associagdo com a hipertensdo pulmonar 9. Especialmente na populagdo pediatrica
portadora de defeitos septais cardiacos, cresce a importancia de investigar a possivel
associacao entre processos infecciosos respiratorios e alteragcdes vasculares pulmonares,
justificada pela alta incidéncia infecgdes virais nesta populagao. Alguns virus respiratorios
tém sido citados como implicados na génese da displasia broncopulmonar e

potencialmente, em complicagdes relacionadas a asma (81.8290-92) Fatores de crescimento
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relacionados a angiogénese (por exemplo, o vascular endotelial growth fator, VEGF)
podem ser induzidos a partir de células infectadas por virus (76:84.93) contribuindo para o
remodelamento da via aérea 2466.93) Células epiteliais respiratorias infectadas por virus
sdo capazes de expressar ou induzir a expressao de citocinas e fatores de crescimento
com impacto no comportamento biolégico de elementos celulares vasculares vizinhos:
diferenciacao e desdiferenciacao celular, proliferacdo, inducédo ou inibicado de apoptose,
entre outros fendbmenos que também tem papel na origem da hipertens&o pulmonar. Sabe-
se que ceélulas epiteliais infectadas pelo virus sincicial respiratorio (VSR) expressam
grandes quantidades da quimiocina RANTES (CCL5) ®%, com papel ja demonstrado na
génese tumoral e remodelamento vascular %, entre outros processos. Igualmente os
Rinovirus sado capazes de induzir a expressao de RANTES, da interleucina 8 (IL-8 ou
CXCL8) e da proteina induzida por interferon 10 (IP10 ou CXCL10) ©4%) esta dltima

criticamente implicada na proliferagdo de células musculardes lisas vasculares (77:94.97),

2.6. Comportamento da vasculatura pulmonar frente ao uso da circulagao
extracorporea para o reparo de cardiopatias congénitas

A resposta inflamatéria que se segue ao uso da circulagdo extracorpérea €&
bastante conhecida tanto no contexto do tratamento cirurgico de adultos cardiopatas
como na populacédo pediatrica (%99, Esta resposta tem carater sistémico, implicando a
disfungdo de multiplos 6rgdos. Na populagdo pediatrica, ha esforgos no sentido de
caracteriza-la como fator de risco para o desenvolvimento da assim chamada sindrome
de resposta inflamatodria sistémica (“SIRS”, em lingua inglesa), além de elaborar
propostas e estratégias terapéuticas %10 |nvestigagbes tem tido como foco

mecanismos envolvendo, por exemplo, o sistema complemento ('Y a produgdo de
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cininas, tromboxane, prostaglandinas e leucotrienos, além de citocinas pré e anti-
inflamatdrias (192), produtos de liberagdo plaquetaria, geragdo de trombina e de outras
proteases (°9:103,104),

Na populacao pediatrica, diversos efeitos da reagao inflamatéria apds a circulagao
extracorporea vém sendo estudados com foco no dano tecidual (1°-197) Por exemplo,
produtos de oxidacgao lipidica sao utilizados como marcadores de estresse oxidativo e
investigados em relagdo a eventos lesionais (). Nos pulmdes, alteragbes alvéolo-
capilares tém sido relacionadas a expressao local de determinados “micro-RNAs” (108),
Além disso, tem sido ressaltado o papel lesivo de serino proteases liberadas por
neutréfilos polimorfonucleares sobre a membrana alvéolo-capilar, resultando em
sindrome do desconforto respiratério agudo (SARA ou PARDS, em lingua inglesa) (197,
Entretanto, a literatura € escassa com respeito aos efeitos desta resposta inflamatéria
exacerbada sobre a vasculatura pulmonar, no periodo que se segue a cirurgia cardiaca
pediatrica. Enfatize-se que a esta resposta, somam-se elementos pos-operatorios com
impacto sobre o comportamento da circulacdo pulmonar como a hipdxia, a acidose, a
hipercapnia, e estimulos dolorosos, além de outros, que podem ser considerados

verdadeiros gatilhos para a vasoconstrigao (107:109),

2.7. O periodo pés-operatorio: incidéncia de complicagdes e prognédstico
Pacientes pediatricos operados de cardiopatias congénitas que causam
repercussao sobre a hemodinamica pulmonar sao alvo de estudo tanto pela frequéncia
das complicacbes pos-operatorias, quanto por suas consequéncias. Os modelos
preditores de desfecho mais utilizados em cirurgia cardiaca, como RACHS (Risk

Adjustment Congenital Heart Surgery), STS (Society of Thoracic Surgeons), 1QIC
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(International Quallity Improvement Collaborative), englobam a hipertensdo pulmonar
como fator de risco para o desenvolvimento de complicagdes graves e tempo prologado
de internagdo “0110.11) S50 fatores associados a alta mortalidade no periodo pos-
operatorio de cardiopatias congénitas a presenca de sindrome genética, baixo peso,
faléncia cardiaca e ventilagdo mecanica prolongada (''"). Observe-se que estas, sdo
elencadas como caracteristicas associadas a pacientes com hipertensao pulmonar.

A ocorréncia de eventos graves com necessidade de ajuste de drogas ou resgate
com manobras de ressuscitacdo, nao € infrequente nesse periodo. Publicacédo recente
em nosso grupo mostrou haver relagao entre a presséo arterial pulmonar nas primeiras
horas de pos-operatorio, inflamagao e a ocorréncia de eventos cardiorrespiratorios e
hemodinamicos relevantes (112.113) Notadamente, situagdes como hipodxia e acidose, algo
tipicas neste periodo, podem atuar como mecanismos “gatilho” para a vasoconstricgdo
pulmonar (13114) e assim intensificar eventos graves com potenciais sequelas cardiacas,
respiratorias e neuroldgicas.

O manejo hemodinamico do paciente com HP envolve ajustes de drogas
vasoativas, volemia, equilibrio eletrolitico e uso de sedacdo (1'®. Neste cenario, a
hipertensdo pulmonar tem sido descrita como um dos fatores determinantes do
prolongamento do tempo de ventilagdo mecanica no pos-operatério (119.116.117) Dessa
forma, esses pacientes tornam-se suscetiveis as complicacbes associadas ao
prolongamento do uso da ventilagdo artificial, como infecgdes pulmonares, pneumotorax,
lesdes traqueais e lesdo pulmonar induzida pela ventilagdo mecanica (VILI, em lingua

inglesa) (38.115.116) Todas estas associadas ao aumento do tempo de internagéo hospitalar

(118,119)
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A disfuncéo ventricular, o risco de parada cardiorrespiratoria, o tempo prolongado

de ventilagdo mecanica e suas complicagdes, assim como o longo periodo de internagéo
hospitalar faz, dessa populagdo, grande vereda de conhecimento a ser elucidado,
visando a minimizagao das sequelas e a identificacdo de potenciais fatores de risco para

morbidade e mortalidade.
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3. Base racional do estudo

Em criangas portadoras de defeitos septais cardiacos congénitos, € importante
ressaltar que quaisquer que sejam os fatores perioperatérios com impacto sobre a
circulagao pulmonar, eles atuardo sobre um cenario de alteracdes pré e pds-natais onde
coabitam vasos e vias aéreas previamente remodelados. Ressalte-se que isso ocorre em
pacientes repetidamente expostos a agentes bioldgicos que acometem vias aéreas,
capazes de deflagrar respostas com potencial efeito sobre vasos pulmonares.

Este €, portanto, o terreno sobre o qual as circunstancias perioperatérias atuarao
como “gatilho” no desencadeamento da resposta vascular. Assim sendo, este estudo visa
a identificagdo de possivel associagdo entre a presenga de material molecular
correspondente a infeccdo por virus respiratorios (pré-operatoria, ndo suspeitada) e o
comportamento pds-operatoério da circulagao pulmonar. Além das potenciais implicagdes
de ordem etiopatogénica e fisiopatoldgica, tais informag¢des poderao ser importantes para
a futura elaboragdo de estratégias que visam a prevengdo de complicagbes nesta
populagdo. A representacdo esquematica dos pressupostos do estudo encontra-se

demonstrada na Figura 2.
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Criangas com grandes defeitos septais cardiacos

Aumento do fluxo sanguineo pulmonar

Infeccéo pulmonar de repeticao

Expressdo de mediadores inflamatoérios e fatores
de crescimento

Remodelamento Remodelamento
de vias aéreas vascular pulmonar

Cirurgia cardiaca com CEC

Producao de mediadores inflamatérios

“Gatilhos" no pés-operatorio:
hipéxia, agitagdo, acidose

Transtornos hemodinamicos pulmonares e
sistémicos

Hipertensao pulmonar
Eventos cardiorrespiratérios e hemodinamicos
relevantes

Figura 2 — Representagédo esquematica dos pressupostos do estudo.
CEC: circulagao extracorporea
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4. Objetivos
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4.1. Objetivo primario
Verificar, em pacientes pediatricos com “shunts” cardiacos nao restritivos, a
existéncia de possivel diferenga no comportamento hemodinamico pulmonar no periodo
poOs-operatorio de cirurgia corretiva, entre portadores e ndo portadores de material
geneético de virus respiratérios em vias aéreas.
Desfechos
1. Presséo arterial pulmonar em relagao a sistémica no inicio do pos-operatorio.
2. Curvas de pressao arterial pulmonar e sistémica nas primeiras 12 horas de

cuidados intensivos pos-operatorios.

4.2. Objetivos secundarios

1. Identificar possiveis preditores de eventos clinicos relevantes (pré-definidos) no
periodo pds-operatorio.

2. ldentificar relagdo entre perfil hemodinamico pds-operatorio e mediadores
inflamatorios presentes na circulagao.

3. Analisar, de forma descritiva, os tipos virais correspondentes ao material
geneético presente em vias aéreas alta e baixa.

4. Identificar preditores da condicdo hemodindmica pulmonar apés a alta

hospitalar.
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5. Métodos
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5.1. Tipo de estudo
Trata-se de estudo prospectivo de coorte, com observacbes de carater

longitudinal, envolvendo comparagdes entre grupos.

5.2. Hipotese

Pacientes portadores de material genético viral em vias aéreas, fora de estado
infeccioso, apresentardo curso pos-operatorio imediato com niveis tensionais em
circulagdo pulmonar superiores aqueles sem genomas virais no contexto do painel

utilizado.

5.3. Calculo amostral

Tendo como medida de desfecho primario a razdo pressdo média arterial
pulmonar/ pressdo média arterial sistémica (PAP/PAS), foi feita analise comparativa entre
os dois grupos especificados. O procedimento estatistico escolhido foi a aplicagcado de
modelo misto de analise de variancia.

Fator explicativo: presenca versus auséncia de material genético viral em vias

aéreas: variavel categorica com dois niveis.

Ferramenta estatistica a ser utilizada: modelo misto de analise de variancia.

e Média esperada da razdo PAP/PAS no primeiro grupo: 0,43
e Média esperada da razdo PAP/PAS no segundo grupo: 0,37
e Desvio padréo esperado nos grupos: 0,10

e Numero de grupos: 2

e Numero de medidas: 7



Métodos 50

e Magnitude da diferencga a ser demonstrada (parametro f): 0,30.
e Poder proposto (1- 8): 0,80

¢ Nivel de significancia a: 0,05

e Poder real: 0,8014

e Numero de pacientes: 52

5.4. Casuistica

Foram incluidos lactentes e criancas de até 3 anos de idade, liberados para cirurgia
de defeitos septais cardiacos n&o restritivos, ou grandes comunicag¢des entre os vasos
da base, atendidos na Unidade Clinica de Cardiologia Pediatrica e Cardiopatias do Adulto
do Instituto do Coracéo, Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo. Os pacientes foram incluidos mediante concordancia com o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e sua assinatura, pelo familiar responsavel. O
protocolo de estudo teve aprovacdo do comité de ética e pesquisa da USP, com
certificado de apresentacéo de apreciacéo ética (CAAE) numero 25940919.5.0000.0068,
e suporte financeiro da fundagao de amparo a pesquisa (FAPESP) numero 2019/19289-

7.

5.5. Critérios de inclusao

Foram considerados os seguintes critérios para inclus&o de pacientes no estudo:

e Coracgdo com fisiologia biventricular;
e Comunicagbes ndo restritivas entre cdmaras cardiacas e/ou grandes artérias na

auséncia de lesdes obstrutivas ao fluxo pulmonar, com elementos de histéria



Meétodos 51
clinica e exame fisico, assim como exames subsidiarios basicos (radiografia de
torax, eletrocardiograma), sugestivos de aumento da pressé&o no territério vascular
pulmonar (hipertensao pulmonar);

Presenca de pelo menos dois dos seguintes elementos indicativos de repercusséo
hemodinamica relevante: a) sinais de dispneia com sinais clinicos e radiograficos
de congestdo pulmonar e aumento da area cardiaca; b) presenga de fluxo
sanguineo bidirecional através das comunicagbes cardiacas, compativel com
elevagcdo de pressbdes nas camaras direitas (demonstrado em ecocardiografia
transtoracica); c) saturagdo periférica de oxigénio inferior a 93% de forma
transitoria ou sustentada;

Elementos de ecocardiografia transtoracica sugestivos de cardiopatia com
repercussao significante sobre a circulagdo pulmonar: a) pressao sistélica arterial
superior a 40 mmHg quando for possivel sua afericdo; b) gradiente pouco
expressivo através dos defeitos septais, comprovando sua caracteristica nao
restritiva; ¢c) aumento de camaras cardiacas esquerdas, compativel com o

incremento do retorno venoso pulmonar.

5.6. Critérios de nao inclusao

Os pacientes com indicagao de cirurgia cardiaca pediatrica que nao foram incluidos

no estudo preenchiam os seguintes critérios:

Idade inferior a um més (recém-nascidos);

Presenca de sindromes, exceto sindrome de Down;
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Presenca de comorbidade relevante, como doencga crénica evolutiva ou condi¢cao
pediatrica desfavoravel, com internagdo em unidade hospitalar intensiva e
indicagao cirurgica na mesma internacgao;

Coragdes com fisiologia univentricular, ou anomalias complexas sem a perspectiva
de reparo cirurgico completo (alta probabilidade de alteragbes anatOmicas e
hemodinamicas residuais significantes);

Histdria clinica recente de processos inflamatoérios ou infecciosos, sobretudo os
que acometem vias aéreas;

Pacientes fora de perspectiva de tratamento cirurgico por quaisquer razées;

Nao concordancia com os termos do Consentimento Livre e Esclarecido.

5.7. Critérios de exclusao

Foram considerados os seguintes critérios para exclusdo de pacientes no estudo:

Intercorréncias pediatricas de natureza diversa, sobretudo infecciosas, que
dificultassem ou impedissem a progressao para o tratamento cirurgico apds a
inclusao;

Nao uso da circulacido extracorpérea por quaisquer razdes, por exemplo, decisdo
por procedimento paliativo no curso da cirurgia;

Perda ou retirada de cateter arterial sistémico e/ou pulmonar, por quaisquer
razdes, nas primeiras 72 horas do periodo pds-operatdrio, com impossibilidade de

registro pressorico;
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e Necessidade de nova intervengao cirurgica ou realizagdo de procedimentos de
conhecida repercussdo hemodinamica, ou potencialmente capazes de ampliar o

espectro das reagdes inflamatdrias nas primeiras 72 horas apods a cirurgia.

5.8. Dados demograficos, antropométricos e diagnésticos

Foram registrados dados demograficos e antropométricos de todos os pacientes,
tais como género, idade, peso, estatura, presenca ou ndo de sindrome de Down.
Também foram computados diagndstico anatdbmico, saturacdo de oxigénio antes da
cirurgia, dados de histéria clinica como fenbmenos infecciosos repetitivos com ou sem
necessidade de internagcdo. O diagndstico anatdbmico foi confirmado por estudo
ecocardiografico, bem como caracteristicas funcionais da cardiopatia. Todos os
pacientes tiveram indicagdo cirurgica com base em monitorizagdo n&o invasiva, néo
requerendo cateterismo, e foram submetidos a cirurgia corretiva das anomalias

anatbmicas.

5.9. Dados ecocardiograficos funcionais

Os pacientes incluidos foram submetidos a ecocardiograma com Doppler antes da
cirurgia e apos a circulagédo extracorporea (CEC). Foi realizada a descricdo anatébmica
das lesdes cardiovasculares, sua repercussio sobre o tamanho e fungdo das camaras,
e medidas visando a analise nao invasiva das alteracbes hemodinamicas pulmonares e
sua repercussdo sobre o coragdo. O ecocardiograma também realizou medidas de
parametros relacionados a fluxo, resisténcia vascular e fungao cardiaca como segue:

Parametros relacionados a fluxo e resisténcia vascular pulmonar e sistémica:

e PSVD: pressao sistolica do ventriculo direito/artéria pulmonar;
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e PAP: pressao média arterial pulmonar;

e Qp/Qs: razéo entre fluxos sanguineo pulmonar e sistémico;

e VTl integral velocidade-tempo (determinada na via de saida dos ventriculos direito
e esquerdo, e em veias pulmonares);
Parametro relacionado a fungéo cardiaca global (direita e esquerda):

e TAPSE: excursao sistolica do anel tricuspideo.

Os pacientes selecionados tiveram indicagdo de tratamento cirurgico baseado
fundamentalmente em avaliagdo diagnostica ndo invasiva. Houve raras excegdes em
que o cateterismo cardiaco foi necessario para orientagdo em relagcédo ao tratamento.
Nestes casos o exame foi indicado de acordo com as diretrizes institucionais, que por

sua vez baseiam-se em guidelines de sociedades internacionais “).

5.10. Dados do periodo intraoperatério

Em relacdo ao procedimento cirurgico, foram registrados: tipo de operacéo
realizada, permanéncia de defeitos septais programados ou residuais valvares
significantes, tempo de circulag&o extracorpérea e de andxia, dificuldades observadas na
retirada de CEC, sobretudo aquelas com impacto na hemodinamica pulmonar, bem como
as estratégias terapéuticas utilizadas. Também foi computada a necessidade de
hemoderivados, o volume de ultrafiltracdo modificada, e intercorréncias relacionadas a
intubacao traqueal.

A pressao arterial pulmonar (PAP) sistdlica, diastdlica e média foi aferida de forma
direta, antes e apos a CEC, sendo a ultima medida aferida na vigéncia de oxido nitrico

inalatorio. Note-se que as medidas de PAP foram realizadas com estratégia de ventilagéo
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mecanica de rotina (120121) A pressdo arterial sistémica (PAS) foi obtida por cateter
arterial periférico. Com o objetivo de registrar pardmetros hemodinamicos de forma
continua, um cateter foi posicionado em tronco pulmonar apds o término da CEC e apds
a administragdo de protamina. Ressalte-se que este € um procedimento de rotina para
monitoramento hemodinamico no periodo pds-operatdrio de corregcao de defeitos septais
cardiacos nao restritivos, quando a avaliac&o inicial indica a presencga de hipertensao
pulmonar moderada a acentuada. E efetuado com o objetivo de monitorizagao
hemodindmica pos-operatéria, visando a prevengao e tratamento rapido das
instabilidades, ndo sendo indicado exclusivamente para a finalidade da pesquisa. Para
coleta de dados, o cateter foi mantido por aproximadamente dois dias € meio. Em
pacientes com hipertens&o pulmonar de dificil manejo, o cateter foi mantido por mais de

72 horas, e, entao, retirado por via percutanea.

5.11. Dados do periodo pés-operatorio: registros gerais

Na unidade de tratamento intensivo os pacientes foram mantidos em ventilagao
mecanica, com sedagao continua. Para sedacg&o e analgesia foram utilizados fentanil,
midazolam e cetamina, isolados ou em associacgao, e, para pacientes estaveis, a morfina
e a dexmedetomidina. Como agentes vasoativos e inotropicos foram utilizados milrinone,
adrenalina e noradrenalina, isolados ou em associagdo. Durante todo o periodo em
ventilagdo mecanica foi utilizada estratégia protetora, com volume corrente de 6ml/kg de
peso (122) e oxido nitrico inalatério (NOi), na dose de 20 ppm, salvo em pacientes que
necessitaram de ventilagdo prolongada por razdes outras que ndo a HP. A intubacgéo
orotraqueal e ventilagdo mecanica foram mantidas por pelo menos 72 horas. E importante

ressaltar que a administracao de NOi acoplado ao circuito da ventilagdo mecéanica, nos
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pacientes sob risco de desenvolver instabilidade hemodinamica pulmonar (e
consequentemente sistémica), constitui procedimento de rotina em nosso servigo. Esta
conduta foi adotada em todos os casos, sem que se configurasse procedimento de
pesquisa.
Foram registrados: tempo de ventilagdo mecanica, tempo de internagcado em terapia
intensiva e em unidade de cuidados intermediarios, intercorréncias hemodinédmicas, e
obitos de qualquer natureza. Para efeito do estudo, também foram computados eventos

cardiorrespiratérios e hemodinamicos significantes.

5.11.1. Registros especificos: desfechos do estudo

As variaveis de desfecho envolveram a pressao da artéria pulmonar e a pressao
sistémica. Foram registrados os valores das pressodes sistolica, diastélica e média, da
circulagao pulmonar e sistémica, e saturagao periférica de oxigénio em intervalos de duas
horas ao longo das primeiras 60 horas apods a cirurgia cardiaca. Para efeito de analise
comparativa entre grupos, foram considerados apenas as primeiras 12 horas de pés-
operatério por razées que serdo explicitadas. A partir destas medidas, construiu-se
curvas de evolugcdo da pressdo media arterial pulmonar e da pressao média arterial
sistémica, e da saturagao periférica de oxigénio.

Observagdes em nosso grupo indicaram que os dados pressoricos obtidos nas
primeiras horas de evolugdo pds-operatéria tém valor prognéstico em relagdo a
ocorréncia de eventos clinicos nos dias subsequentes ("2 e ao comportamento
hemodinamico apds a alta hospitalar (3. Nesse periodo, os pacientes encontram-se
sedados e em ventilagdo mecanica totalmente controlada, e, portanto, isentos de

interferéncias de natureza algica ou comportamental, e relativamente distantes dos
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ajustes volémicos apods a CEC. Este momento inicial na unidade de cuidados intensivos
(primeiras 6 a 12 horas) parece unico no sentido de se poder registrar o comportamento
hemodinamico pulmonar diretamente, de forma invasiva, com o shunt cardiaco eliminado,
e, assim sendo, sem interferéncia do fluxo sanguineo e das pressdes nas camaras
esquerdas. Passadas as primeiras 20 a 24 horas de pods-operatorio, as curvas
pressoricas tornam-se mais instaveis em virtude de fatores como superficializagédo do
estado de sedacdo, manobras de fisioterapia e outros estimulos, além do preparo para a
descontinuacio da ventilagdo mecanica. Assim sendo, para efeito de comparacao entre
grupos, curvas pressoricas foram montadas com registros obtidos nas primeiras 12
horas.

Paralelamente, o desfecho primario foi também analisado, por meio da variavel
PAP/PASroi (razdo pressdo média arterial pulmonar/pressdo meédia arterial sistémica no
periodo poOs-operatorio mediato). Para tanto, toma-se os quatro primeiros valores da
variavel PAP/PAS (registros computados a cada duas horas, durante as primeiras seis
horas de cuidados pds-operatérios). A seguir, € obtida a média aritmética desses quatro
valores (PAP/PASpo), variavel continua, um valor para cada paciente). Por ultimo, esta
variavel passa a ser considerada de forma categorica, com valor de corte 0,40, sendo
criados dois grupos hemodinamicos distintos: pacientes com PAP/PASpP0i<0,40 (grupo
estavel) e pacientes com PAP/PASp0>0,40 (comportamento hipertensivo pulmonar).
Esta caracterizagéo foi correlacionada em estudo anterior, ja publicado, do nosso grupo

(112,113) com eventos no pos-operatorio.
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5.11.2. Aplicagao de escore de utilizacao de drogas vasoativas
Com o objetivo de caracterizar os pacientes em pds-operatério é utilizado em
NOSSO Servigo escore para avaliagdo da quantidade e dose de drogas vasoativas de uso
continuo (VIS — vasoative inotropic score). Tem sido demonstrado em literatura recente
a relagao do escore VIS com o desfecho de cirurgias cardiacas tanto em adultos quanto
na populagdo pediatrica (2>-12%)_ O calculo é realizado conforme ilustrado na Figura 3. No
presente estudo foram computados valores de VIS no pds-operatério imediato, primeiro

e segundo dia de pos-operatorio.

VIS = dopamina (ug/kg/min) + dobutamina (ug/kg/min) + 100 X epinefrina (ug/kg/min)
+ 10 X milrinone (ug/kg/min) + 10000 X vasopressina (U/kg/min) + 100 X

norepinefrina (ug/kg/min)

Figura 3 — Férmula para calculo do VIS.

5.11.3. Eventos cardiorrespiratérios e hemodindmicos como objetivo secundario
As chamadas “crises de hipertensdo pulmonar” (*7) sdo acontecimentos raros de
acentuada gravidade, com mortalidade ao redor de 20% a 30%. Caracterizam-se por
elevagao da pressdao média arterial pulmonar acima de 75% da sistémica, diminuicdo da
pressdo média arterial sistémica (superior a 20%) e diminui¢gado na saturagao de oxigénio
(< 90%) de carater prolongado ). Ocorrem em menos de 3% das cirurgias cardiacas
pediatricas e, portanto, sua utilizacdo como desfecho em estudos com casuisticas
pequenas torna-se dificil ). Uma série de outros acontecimentos, na unidade de
cuidados intensivos, se revestem de importancia clinica, porque tem impacto significante

na evolugdo, na duragcdo da ventilagdo mecanica, no aparecimento de outras
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complicagdes e no tempo de permanéncia na unidade. Assim, para efeito deste estudo,
foram considerados como EVENTOS POS-OPERATORIOS RELEVANTES os seguintes
tipos de instabilidade: (1) “crises de HP” como supramencionado; (2) instabilidade
hemodinamica implicando periodos de hipotensao sistémica, em geral associados a
razao PAP/PAS inferior a 0,75, e exigindo constantes ajustes de drogas vasoativas; (3)
instabilidades que ocorreram de forma repetida ao longo do periodo (em inglés, clusters);
(4) instabilidades de qualquer natureza que demandem manobras de ressuscitagdo. E
importante observar que elevagbes agudas da pressdo pulmonar e a diminuigdo na
saturagdo de oxigénio (duracdo de segundos), prontamente revertidas por ventilagdo
manual com oxigénio e oxido nitrico inalatério, ndo foram computadas como EVENTOS.
A interpretacao dos eventos pos-operatorios relevantes correspondeu a um consenso de
trés observadores: Prof. Antonio Augusto Lopes, e Dra. Ana Maria Thomaz, e um

plantonista assistente da equipe de plantéo.

5.12. Dados laboratoriais gerais

Foram obtidos dados de exames laboratoriais de rotina no pré-operatorio, pos-
operatorio imediato, primeiro e segundo dias apos a cirurgia. Os dados laboratoriais
computados foram: hemoglobina, hematdcrito, leucécitos totais, neutrodfilos, linfocitos e
monacitos. Foi calculada a relagdo neutrofilos/linfécitos. Também foram computados:
plaquetas, volume plaquetario médio (VPM), proteina C reativa (PCR), lactato venoso,

bicarbonato e saturagdo venosa de oxigénio.
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5.13. Dados laboratoriais especificos

5.13.1. Coleta e processamento de material para a determinagao de mediadores
inflamatoérios do soro

Para a determinagao da concentragao sérica de mediadores inflamatérios foram
coletadas amostras de sangue venoso periférico em quantidade compativel com a faixa
etaria dos pacientes (maximo de 3ml), em trés momentos: antes da cirurgia, quatro e 24
horas apdés o término da CEC. Os valores controles foram obtidos de amostras de
criangas saudaveis, em idade compativel com os pacientes eleitos para o estudo, com
termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelo responsavel legal. As amostras
foram coletadas em tubo sem adicdo de anticoagulante. O soro foi, entdo, separado
mediante centrifugagao a 3000 rpm, por 20 minutos. Aliquotas de soro foram preparadas
e estocadas a -80°C até seu uso.

Para a detecgéo de proteinas séricas (mediadores inflamatorios) foi utilizado “kit”
comercial na forma de painel “Proteome Profiler — Human Cytokine Array”’, R&D Systems
(Mineapolis, MN, USA). Todas as amostras foram processadas em duplicatas. S&o
passiveis de analise através do kit, 36 mediadores inflamatérios, conforme indicado no
quadro abaixo (Tabela 1). A detecgéo foi feita por ensaio imunoenzimatico, apds a
imobilizagdo das proteinas em membranas de nitrocelulose (“dot blots”). Para tanto, foi
utilizado anticorpo biotinilado e complexo estreptovidina-peroxidase (Streptavidin — HRP).
O sinal foi obtido por quimioluminescéncia e o resultado expresso em unidades de

intensidade de pixels (uip) (Figura 4).
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Tabela 1 - Mediadores inflamatérios analisados no estudo.

Painel de Mediadores Inflamatoérios

C5A IL-1B IL-13 CXCL11/I-TAC
Ligante CD40  IL-1ra IL-16 CCL2/MCP-1
G-CSF IL-2 IL-17 MIF
GM-CSF IL-4 IL-17E MIP-1a/MIP-1B
CXCL1/GROa  IL-5 IL-18 CCL5/RANTES
CCL1/-309 IL-6 IL-21 CXCL12/SDF-1
ICAM-1 IL-8 IL-27 Serpina E1/PAI-1
IFN-y IL-10 IL-32a TNF-a
IL-1a IL-12 p70  CXCL10/IP-10 TREM 1

C5/C5a, complemento; ligante CD40, ligante soluvel CD40; G-CSF, fator estimulante de colénias de granuldcitos;
GM-CSF, fator estimulante de colénias de granulécitos e macréfagos; CXCL1/GROaq, fator regulador do
crescimento da oncogene a; CCL1/1-309, ligante CCL 1; ICAM-1, molécula de adesao intercelular; IFN-y, interferon
Y; IL, interleucinas; CXCL10/IP-10, proteina induzida por interferom y; CXCL11/I-TAC, proteina quimiotatica
induzida por interferon; CCL2/MCP1, proteina quimiotatica de mondcitos; MIF, fator inibidor de migragado do
macréfago; MIP-1a/MIP-183, proteinas inflamatérias de macrofagos; CCL5/RANTES, “regulated on activation,
normal T cell and secreted’; CXCL12/SDF-1, stromal cell-derived factor 1”; Serpina E1/PAIl-1, inibidor 1 do
ativador do plasminogénio; TNF-a, fator de necrose tumoral; TREM 1, “triggering receptor expressed on myeloid
cells”.
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Figura 4 — “Dot blots” representativos do procedimento de detecgdo e semiquantificagdo de mediadores inflamatorios
séricos.
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5.13.2. Coleta e processamento de material para analise de virus respiratérios
Foi realizada coleta de material aspirado de nasofaringe, na véspera da cirurgia
cardiaca, e de material aspirado de traqueia, no momento da intubacéo traqueal. Dessa
forma, foram processadas duas amostras por paciente, na auséncia de quaisquer
evidéncias clinicas de estado infeccioso em curso. Os dois materiais foram
encaminhados para analise no laboratoério de Virologia do Instituto de Medicina Tropical,
com a colaboragao da Dra. Clarisse Martins Machado, sendo submetidos as analises
como segue:

Processamento por imunofluorescéncia

Os seguintes agentes foram pesquisados nesta etapa: adenovirus; influenza (A e
B); parainfluenza (1, Il, 1ll); virus sincicial respiratorio. Foi feito tratamento com mucolitico
N-acetil-cisteina, para solubilizacdo da amostra, deixando 15 minutos a 37°. Apds
centrifugacdo a 2000 rpm durante 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado e
preparada uma suspensdo de células em PBS de forma a obter uma grande
concentragéo de células. A seguir, foi adicionado 20 pl de suspensao de células em cada
circulo da lamina, que foi seca em temperatura ambiente, fixada com acetona e
novamente seca a temperatura ambiente. A revelagéo foi feita em seguida, adicionando
25yl de anticorpos DFA Respiratory virus screening & ID kit, incubando durante 15
minutos a 37°C. Apos lavagem e secagem, a lamina foi montada com glicerina e laminula
para a leitura em microscépio de imunofluorescéncia.

Processamento por PCR

ApoGs preparo da amostra para a imunofluorescéncia, uma aliquota da secrecéo
respiratoria foi congelada a -80°C para posterior processamento por RT-PCR (Real Time

Protein Chaim Reaction). Foi utilizado Kit Multiplex para deteccdo de 19 patdgenos
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respiratorios (XGen, Biometrix Diagnostica, PR, Brasil). Os patégenos incluidos neste
ensaio sdo: Influenza A sazonal, Influenza A H1N1 pandémico, influenza B, virus sincicial
respiratorio (VSR) A e B, Parainfluenza 1, 2, 3 e 4, Metapneumovirus humano A e B,
Rinovirus, Enterovirus, Parechovirus, Adenovirus, Bocavirus, Coronavirus NL63, 229E,
0OC43, e KU1, e Mycoplasma pneumoniae.

A extragdo de acidos nucleicos foi feita no equipamento EasyMag (BioMerieux,
Francga) de acordo com as instru¢des do fabricante. Imediatamente apds a extracao, as
amostras foram processadas por RT-PCR, etapa unica, em equipamento ABI 7500
(Applied Biosystems).

Além do painel citado, na fase do estudo conduzida durante e apds a pandemia
por corona virus 19 (COVID-19), todos os pacientes eram submetidos a coleta e analise

de matéria de orofaringe para COVID-19. Todos os testes processados por RT-PCR.

5.14. Avaliagao hemodinamica apds a alta hospitalar

Apos a alta hospitalar, os pacientes foram acompanhados por 6 meses, sendo
entdo reavaliada a hemodinamica pulmonar, de forma nao invasiva, por meio de
ecocardiografia transtoracica. Para estimar a presséo sistdlica arterial pulmonar, um sinal
Doppler adequado do jato de regurgitagao tricuspide foi necessario. Individuos que nao
apresentavam regurgitacao tricuspide significante ndo puderam ser avaliados. Todos os
fatores e covariaveis registrados no periodo perioperatorio foram testados quanto a um

possivel papel na previsao da pressao arterial pulmonar pos-hospitalizacao.
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5.15. Obtencao de dados: cuidados para nao ocorréncia de vieses na obtencao

dos resultados

1.

Dados hemodindmicos registrados e computados por enfermeiros sem
interferéncia do pesquisador executante do estudo.

Caracterizacido dos eventos pos-operatorios pelos profissionais: Prof. Antonio
Augusto Barbosa Lopes, Dra. Ana Maria Thomaz, e médico plantonista da
unidade, sem interferéncia do pesquisador executante.

Caracterizacdo dos genomas virais feita por profissionais do Instituto de
Medicina Tropical (IMT-FMUSP), sem contato com a condugao dos casos no
periodo pds-operatorio.

Anadlise de mediadores inflamatdrios realizada pela Dra. Nair Yukie Maeda,

sem conhecimento de outros dados clinicos e evolutivos.



5.16. Fluxograma de coleta de dados
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A Figura 5 representa as etapas resumidas na coleta de dados.

e Histdria clinica/exame fisico
e Exames complementares
e Ecocardiograma

| Lavado de nasofaringe ———|Virus e proteinas inflamatérias|——{Soro: coleta e estocagem|

¢ Tipo de corregéo cirlrgica

e Tempo de CEC, andxia

¢ Registro de pressdes
antes e apds a CEC

e Posicionamento de catéter
arterial pulmonar

| Critérios de incluséo |——

¢ Fisiologia biventricular
e “Shunts” nao restritivos
e |dade <3 a

——Dados diagnésticos|

/| Dados intra-operatérios|

|Dados pos-operatdrios

|Secregéo traqueal

e Laboratério: pds-operatorio
imediato, primeiro e
segundo dia de pds-
operatério

¢ Proteinas inflamatérias no
soro: 4 e 24h apds o término
da CEC

Tempo de ventilagdo
mecanica/éxido nitrico
Eventos clinicos e
hemodinamicos

¢ Drogas vasoativas (VIS)

Hemodinamica 6 meses apés
a alta
Obitos

e Presséo arterial
pulmonar

® Pressao sistémica

e Saturacao de O:

Registros a cada 2 h:

Figura 5 — Resumo dos passos seguidos na coleta das informagoes.
As caixas na cor cinza representam etapas no periodo pré-operatério. CEC: circulagéo extracorporea. VIS: vasoactive

inotropic score.

5.17. Analise estatistica

65

Para finalidade descritiva, os dados numeéricos, em geral, sdo apresentados como

mediana e percentis 25 e 75. Situagdes em que outro tipo de apresentacéao foi necessaria

sdo especificadas. As variaveis categoéricas sdo apresentadas como numero de casos,

porcentagens e proporgdes. Ainda com finalidade descritiva, comparagdes entre grupos

foram feitas com uso do teste de Mann-Witney, ou de procedimentos da familia Qui-
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quadrado para dados categoricos. Dados obtidos no mesmo paciente em momentos
diferentes foram analisados com o teste de Friedman ou com o teste de McNemar.
Associacgdes entre variaveis foram testadas com a utilizagado do coeficiente de Spearman
(rs). Para efeito de analise inferencial, foram utilizados dois tipos de ferramentas
estatisticas. As analises comparativas entre grupos envolvendo desfechos numéricos
foram feitas com o uso de modelo linear geral, apds verificagdo da variavel dependente
quanto a sua aderéncia a disposicdo normal. Sempre que necessario, recorreu-se a
transformacao da variavel de acordo com o procedimento de Box-Cox. As comparacgdes
entre grupos levando-se em conta diferentes momentos de observagao foram feitas com
0 uso do modelo linear geral para medidas repetidas, com os mesmos cuidados em
relacdo a verificacdo de normalidade para variaveis dependentes. Em relacido aos
desfechos categoricos, a identificacdo de preditores foi feita com uso de modelos de
regressao logistica, incluindo analises univariada, bivariada e multivariada. Para este tipo
de procedimento todos os dados numéricos foram considerados em quartis, com objetivo
de tornar comparaveis as razbes de chances entre os possiveis preditores testados.
Anadlises multivariada foram realizadas sempre que apropriado, incluindo todas as
variaveis explicativas com valor de p<0,10 na etapa univariada. Modelos de regressao
finais foram propostos a partir da utilizagdo do método “forward LR’ para selecdo de
preditores. Em todos os testes foi assumido o valor de 0,05 como nivel de significancia.
As analises foram feitas com a utilizagdo do programa IBM-SPSS versao 29, Armonk,

NY, USA).
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6. Resultados
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6. 1. Analise descritiva

6.1.1. Selegao de pacientes, dados demograficos, antropométricos, de histéria
clinica e de avaliagao diagndstica pré-operatoria

A selegéo dos pacientes foi iniciada em outubro de 2016. A maneira como os
pacientes foram selecionados e incluidos no estudo, a partir dos procedimentos cirurgicos
realizados na Instituicdo no periodo, esta ilustrada na Figura 6. Foram incluidos 60
pacientes com idade entre 3 e 35 meses, mediana de 7 meses, (11-17 meses, percentis
25 e 75). A proporcao de géneros masculino e feminino foi de 22:38. Da amostra total,
39 individuos (65%) tinham sindrome de Down, o que se justifica pelo fato de tratar-se
de um estudo de coorte em uma instituicdo terciaria de referéncia no pais. Os dados
antropomeétricos, demograficos e de diagndstico individuais estdo dispostos no Anexo C.
Os dados amostrais gerais dos 60 pacientes estao dispostos na Tabela 2.

Pacientes com defeitos septais cardiacos congénitos costumam apresentar-se
com infecgbes respiratorias de repeticdo. Segundo informagdes obtidas pelos
acompanhantes e responsaveis legais, pelo menos 20% dos pacientes apresentavam
infecgdes virais respiratorias antes do encaminhamento ao Instituto do Coragéo. Vinte e
cinco pacientes (42%) apresentaram episodios de bronquiolite e 22 (37%) tiveram

pneumonia com necessidade de internagao.
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2758 Procedimentos cirirgicos de cardiopatias pediatricas
desde outubro de 2016

:[ 241 Cirurgias em neonatos ]

2517 Procedimentos cirirgicos em cardiopatias
congénitas de criangas maioresdo que 28 dias

_ | 1048 Cirurgias em padentes
" acima de 3 anos

1469 Procedimentos cirdrgicos para
tratamento de cardiopatias congénitas ou
adquiridas entre 28 diase 3 anos

742 Cirurgias cardiacas para tratamento
»| de cardiopatiasnaoincluidas noestudo

632 Procedimentos cirurgicos para tratamento
de comunicagdes sistémico-pulmonares
simples em coragdes biventriculares

186 Cirurgiascardiacas para tratamento
de defeitos pré-tricuspideos e
=L fechamento de PCA como defeitos

Unicos ou associados

446 Procedimentos ciriirgicos para / \
tratamento de defeitos pds-tricuspideos 386 Nao incluidos:
do tipo CIV ouDSAV isolados ou
associadosa CIA e/ou PCA J &m s)indrome genética (exceto
wn

e Commorbidade relevante ou
internacao em terapia intensiva antes
da cirurgia

—»| « Defeitoscom comunicagoes
sistémico-pulmonaresrestritivas

e Histdria clinica recente de processos

inflamatérios ouinfeccosos (15 dias)

principalmente de viasaéreas

Intercorréncias pediaticasque

impossibilitem o tratamento cirdrgico

60 Selecionados apésinclusdono estudo
e Cirurgia de emergénda

e Pacientes submetidos a cirurgia
\ cardiacaprévia j

Figura 6 — Etapas de sele¢éo segundo banco de dados do Servico de Cirurgia de Cardiopatias Congénitas do Instituto
do Coragao-HCFMUSP. CIA: comunicagao interatrial; CIV: comunicagdo interventricular; DSAV: defeito do septo
atrioventricular; PCA: persisténcia do canal arterial;

\4
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Tabela 2 — Dados antropométricos, demograficos e de diagnostico amostrais em 60
pacientes.

Dados valor
Idade, meses 7 (11-17)
Género, M:F 22:38
Peso, Kg 6,61 (5,68 -7,62)
Estatura, cm 66 (62-73)
S. Down, n (%) 39 (65%)
Diagnostico

CIV, n (%) 35 (58%)
DSAV, n (%) 24 (40%)
OUTRA, n (%) 1(1,7%)

Apresentacgao clinica®
Estado hiperdinamico, congestéo pulmonar (sim:n&o) 54:6

Dados ecocardiograficos

PSVD, mmHg 75 (65-85)
PAP, mmHg 46 (36-55)
Qp/Qs 2,40 (1,80-3,20)
VTI VP, cm 21,50 (19,78-24,75)
TAPSE, cm 13,00 (10,75-16,00)
SpO2 (%) 96 (93-98)
Dados hemodinamicos intraoperatdrios

Pré-CEC

Pressao média arterial pulmonar 32 (28-38)
Pressao média arterial sistémica 46 (27-75)
Razao PAP/PAS 0,78 (0,63-0,88)
P6s-CEC

Pressao média arterial pulmonar 21 (18-26)
Pressao média arterial sistémica 52 (48-59)
Razao PAP/PAS 0,40 (0,34-0,47)

Variaveis numéricas expressas em mediana e percentis 25 e 75.

* Refere-se ao estado hiperdinamico com relagéo a circulagao pulmonar, sendo hiperdinamico o paciente com sinais
de congestao, insuficiéncia cardiaca, déficit ponderal importante, e ndo hiperdinamico a condi¢do que sugere elevagéo
da resisténcia vascular pulmonar.

CEC: circulagédo extracorporea; CIV: comunicagdo interventricular; DSAV: defeito do septo atrioventricular; PSVD:
pressao sistdlica do ventriculo direito; PAP: pressdo media de artéria pulmonar; Qp/Qs: razao do fluxo pulmonar e fluxo
sistémico; Razdo PAP/PAS: razio da pressdo média arterial pulmonar e sistémica; SpO,: saturagdo periférica de
oxigénio; TAPSE: excursdo sistdlica do anel tricispide (medida da fungdo ventricular direita); VTI VP: integral
velocidade-tempo do fluxo em veia pulmonar (medida indireta do fluxo pulmonar).
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Todos os pacientes foram submetidos a ecocardiografia transtoracica antes da
cirurgia. Trinta e cinco pacientes (58%) tinham comunicagao interventricular (CIV) ou
interarterial (janela aorto-pulmonar) como defeito de comunicagdo pos-tricuspideo
principal, e 24 (40%) tinham defeito do septo atrioventricular (DSAV). Todos os pacientes
diagnosticados com DSAV tinham sindrome de Down. Os pacientes n&o sindrémicos
tinham CIV isolada ou em associagdes, e um paciente tinha janela aorto-pulmonar. Com
relagdo aos dados hemodinamicos oferecidos pela ecocardiografia, este grupo se
caracterizou por apresentar aumento importante nas pressdes pulmonares sistolica e
média (Tabela 2). A medida do desvio de fluxo sanguineo através do defeito anatdémico
foi expressa pela razdo entre o fluxo pulmonar e o sistémico (Qp/Qs). A mediana do
Qp/Qs foi de 2,40, sendo que em um quarto dos pacientes o valor foi inferior a 1,80,
sugerindo que, em algum grau, a resisténcia vascular pulmonar encontrava-se
aumentada. Note-se que 25% dos pacientes apresentavam saturagao periférica de
oxigénio inferior a 93%, 0 que poderia ser em parte explicado por certo desvio de fluxo
sanguineo da direita para esquerda, corroborando com a suspei¢ao ecocardiografica de
aumento da resisténcia no territério vascular pulmonar. Durante o ato operatdrio, antes
da instalagado da CEC, foram realizadas medidas diretas de pressao da arterial pulmonar
e sistémica. Note-se que em 50% dos pacientes a razao entre a pressao média arterial
pulmonar e a sistémica foi superior a 0,40, sendo que em 25% deles a razao situava-se
acima de 0,88, refletindo alteragdo hemodinamica expressiva. Observagao importante foi
a relacdo inversa entre a saturagao periférica de oxigénio antes da cirurgia e a pressao
arterial pulmonar anterior a circulagao extracorporea especificamente, razdo PAS/PAS

(rs=-0,36, p=0,004).
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Conforme critérios expostos na revisdo de literatura ), sete pacientes tiveram
indicacao para cateterismo cardiaco pré-operatério no sentido de fornecer informacodes
que poderiam auxiliar no encaminhamento ao tratamento cirurgico. Neste subgrupo, a
resisténcia vascular pulmonar foi de 3,80 (3,00— 4,90) unidades Wood x m? na situagdo
basal, reduzindo para 3,40 (1,50 — 4,30) unidades x m? apos a administragdo de éxido
nitrico inalatério, portanto, redug¢ao de 10%. Nao surpreendeu o valor relativamente baixo
de resisténcia pulmonar na condigdo basal, face aos critérios do exame, uma vez que o
mesmo, na faixa etaria pediatrica, é realizado em condi¢gbes distantes da fisiologica
(anestesia geral, ventilagdo mecénica, bloqueio muscular), o que em geral, elimina o
componente reativo da circulagao pulmonar. Portanto, todos os sete pacientes, assim

como os demais foram direcionados ao tratamento cirurgico.

6.1.2. Dados intraoperatérios

Todos os 60 pacientes foram indicados para o tratamento corretivo. A cirurgia foi
realizada sob hipotermia moderada com mediana de 30,4 (29,4-32,0) °C. Entre os 60
pacientes, 57 receberam concentrado de hemacias para o preenchimento do circuito de
CEC, sendo a mediana do volume recebido de 36 (29-48) mI/Kg. A mediana do tempo
de CEC, considerando os pacientes com DSAV, foi de 152 (136—166) minutos. Nos
demais pacientes com defeitos pos-tricuspideos foi de 100 (84—121) minutos. Ao final do
tempo de CEC, foram submetidos a dez minutos de ultra-filtracdo e receberam protamina
para reversao da anticoagulagédo, com dose de 12 (11-15) mg/Kg. Em todos os pacientes,
foi instalado oxido nitrico inalatério (NO) ao término da CEC. Milrinone e adrenalina foram
os principais farmacos usados para suporte circulatério ao final da cirurgia. A critério do

cirurgido e das condigdes de saida de CEC, em algumas situagdes, foi mantida uma
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pequena comunicacao interatrial para melhor estabilidade hemodinamica no periodo pos-
operatorio. Todos o0s pacientes realizaram ecocardiografia transesofagica para
checagem da fungéo cardiaca, sendo que dois necessitaram de retorno a CEC para
reparo de lesdes residuais valvares. Os dados intraoperatérios mais relevantes
encontram-se resumidos na Tabela 3.

Foram efetuadas medidas diretas de pressdo média arterial pulmonar e pressao
meédia arterial sistémica, antes e apos a CEC. Estes dados encontram-se ilustrados na
Figura 7. Como se pode observar, houve redugao significante da pressdo da artéria

pulmonar e aumento significante da presséo sistémica.

Tabela 3 — Dados intraoperatorios.

Dados intraoperatorios

Tempo de CEC, min 126 (92-150)
Tempo de andxia, min 101 (69-122)
Hipotermia, °C 30,4 (29-32)
Ultra-filtragdo, mi/kg 62 (44-76)
Concentrado de hemacias, ml/kg 36 (30-36)
Pressdes Pulmonares

Pressao média arterial pulmonar pré-CEC, mmHg 32 (27-37)
Pressao média arterial pulmonar p6s-CEC, mmHg 21 (19-26)

Valores expressos como mediana e percentis 25-75, nimero de casos e porcentagem.
CEC: circulagéo extracorporea; Hipotermia: temperatura minima alcangada no ato cirdrgico.
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Figura 7 - Pressdo média arterial pulmonar e pressdo média arterial sistémica, antes e apds a circulagao extracorpérea

(CEC).
Para comparagao entre as medidas foi utilizado teste de Wilcoxon.
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6.1.3. Dados gerais do periodo pés-operatorio

Os pacientes foram encaminhados para a unidade de terapia intensiva em
ventilagdo mecanica e uso de Oxido nitrico inalatério, em dose de 20 ppm. Foram
inicialmente mantidos com sedacgao, e receberam sessdes de fisioterapia conforme rotina
da unidade de cuidados intensivos. O cateter inserido na artéria pulmonar durante o ato
operatério foi mantido por no minimo dois dias e meio, sendo os valores de pressao
computados a cada duas horas. As drogas utilizadas para suporte cardiovascular foram
milrinone e adrenalina, eventualmente acrescida a noradrenalina. A dose e a combinagao
dos farmacos de agdo hemodindmica foram expressas pelo escore de drogas vasoativas,
VIS (vasoactive inotropic score) (123.126) Qs valores evolutivos de VIS sdo comentados no
item 6.1.4.

O tempo de intubacdo foi de 7 (6 — 10) dias. Importante notar que 25% dos
pacientes permaneceram mais que 10 dias intubados. As causas de ventilagdo mecanica
prolongada, além da hipertensao pulmonar foram: fechamento tardio do torax, arritmias,
estado infeccioso, transtornos respiratorios (infecgdo pulmonar) e eventos neurologicos
como crises convulsivas. O oxido nitrico foi mantido até o final da ventilagdo mecanica
somente quando esta foi estendida em fungdo do disturbio hemodindmico pulmonar.
Quando a causa da manutengao da ventilagdo n&o foi o manejo da hipertensao pulmonar,
o0 Oxido nitrico foi suspenso antes da extubacdo. Eventos de importancia clinica e
hemodinamica, conforme definidos anteriormente, ocorreram em 14 pacientes (23%). O
tempo em ventilagao artificial foi maior em individuos que apresentaram eventos clinicos
e hemodinamicos relevantes em relacdo aos que ndo apresentaram, respectivamente,
12 (10 — 15) dias e 7 (5 — 8) dias (p <0,001). A mediana do tempo de internacdo em

unidade de cuidados intensivos e intermediarios foi 14 (10 — 21) dias e do tempo total de
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internagdo apds a cirurgia, 25 (21 — 31) dias. Ressalte-se que 26 pacientes (43%)
permaneceram mais de 15 dias em unidade de cuidados intensivos e intermediarios, e
43 pacientes (71%) ficaram internados por mais de 20 dias apds a cirurgia. Na amostra
total ocorreram dois 6bitos. Um paciente foi a 6bito 10 dias apés a cirurgia, e um paciente
com 8 dias de pds-operatério. Os obitos foram relacionados a quadros de hipotensao
sistémica de dificil manejo, e complicagdes infecciosas com faléncia de multiplos 6rgaos.
As Tabelas 4 e 5 ilustram os tempos de permanéncia para a casuistica total e segundo a

ocorréncia ou nao de eventos relevantes no pos-operatorio.

Tabela 4 — Tempos registrados para amostra total.

Variavel Tempo em dias

Ventilagao mecanica 7 (6-10)

Intgrnagég em uni.d’a.de de tratamento intensivo e 14 (10-21)

cuidados intermediarios

Internagdo apds a cirurgia 25 (21-31)
Tempos expressos em mediana e percentis 25- 75.

Tabela 5 — Tempos registrados segundo ocorréncia de eventos.

Tempo em dias

Variavel Eventos pés-operatérios Eventos pos-operatorios p*
presentes ausentes
Ventilagdo mecanica 12 (10-15) 7 (5-8) <0,001
'd”tema@ao em unidade 23 (13-31) 12 (9-15) <0,001
e tratamento intensivo
Internacéo apds cirurgia 36 (26-52) 22 (18-29) <0,001

Tempos expressos em mediana e percentis 25- 75.
*Teste de Mann-Whitney.
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6.1.4. Dados laboratoriais gerais
Foram coletados dados laboratoriais de todos os pacientes em quatro momentos:
antes da cirurgia, na chegada a unidade de cuidados intensivos (aproximadamente 4
horas apds o término da CEC), no primeiro e no segundo dia de pds-operatorio. A
evolugdo dos dados laboratoriais gerais encontra-se ilustrada na Tabela 6. Em relagéo
aos dados hematoldgicos, foi observada elevagdo na contagem dos neutrdfilos,
diminui¢cdo dos linfécitos, e aumento da relagdo neutrofilos/linfocitos. Foi notado ainda,
aumento significante na contagem de mondcitos e redugdo acentuada no numero de
plaquetas circulantes. A proteina C reativa comecou a elevar-se a partir do primeiro dia
de pds-operatdrio. Evolutivamente, observou-se aumento do nivel sérico do bicarbonato
e diminuicdo do lactato. Note-se, além da diminuicdo expressiva no numero de
plaquetas, aumento também significante do seu volume, sugerindo desaparecimento e

reposicéo acelerados destes elementos na circulagao (turnover).



Tabela 6 — Dados laboratoriais evolutivos.
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Pré-operatério

Po6s-operatorio
imediato

1° dia de pos-
operatorio

2° dia de pos-
operatoério

Hb, g/dL

Ht, %

Leucdcitos,
K/uL

Linfécitos,

K/uL
Neutrdfilos,
K/uL

Razéo
Neutrofilos/Linfécitos
Mondcitos,
K/uL
Plaquetas,
x10°%/L

VPM,

fL

PCR,

mg/L

Lactato arterial,
mg/dL
Bicarbonato,
mEq/L
Saturagdo venosa
02,%

VIS

12,10 (11,40-13,10)2
36 (34-39)°
10,54 (7,69-12,20)?
4,77 (3,58-7,76)
3,17 (2,02-4,80)
0,56 (0,37-0,97)?
0,67 (0,50-1,05)
328 (264-380)°
9,4 (8,7-10,0)7

1,37 (0,33-2,69)

13,10 (11,30-13,90)
40 (34-43)
14,05 (11,17-17,18)°
1,70 (1,02-2,13)P
10,79 (7,85-13,68)°
6,64 (3,85-10,35)°
1,03 (0,71-1,39)
140 (112-170)
9,20 (8,50-9,80)?
2,18 (1,25-3,18)°
19 (15-27)
19,40 (18,60-21,40)2
76,60 (69,10-83,60)

14 (9-25)2

10,80 (9,70-11,90)°
33 (30-36)°
13,90 (11,58-18,32)°
1,72 (1,15-2,17)°
10,70 (8,08-13,66)°
6,33 (4,19-9,41)°
1,44 (0,79-1,88)°
138 (109-163)
9,9 (9,2-10,4)
59,56 (9,7-74,88)°
12 (0-14)°
22,7 (20,5-24,2)20
75,9 (69,7-83,8)

21 (11-42)p

10,30 (9,10-11,30)°
31 (28-34)°
14,74 (12,42-18,77)°
2,25 (1,55-2,87)°
10,96 (8,48-15,05)°
5,06 (3,38-8,9)°
1,14 (0,77-1,64)P<
135 (109-175)°
10,0 (9,5-10,7)b
112,58 (21,47-156,28)°
0 (0-12)b
25,90 (22,40-27,50)°
73,00 (65,60-81,20)

25 (11-44)p

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,2

<0,001

Os resultados estéo expressos como mediana e percentis 25-75.

* Teste de Friedman.

Valores em condi¢gdes que ndo compartilham a mesma letra sdo significantemente diferentes (testes post hoc de
comparagoes multiplas).
PCR: proteina C reativa; VIS: vasoactive inotropic score; VPM: volume plagquetario médio
Valores de referéncia fornecidos pelo Laboratério de Analises Clinicas do Instituto do Coragéo, Hospital das Clinicas
da Universidade de Sao Paulo: bicarbonato, 20,0 — 24,0 mmoL; lactato, 4,0 — 14,0 mg/L; leucécitos, 6,00 - 15,00 k/uL;
linfécitos, 1,5 — 7,0 k/uL; mondcitos, 0 — 0,8 k/uL; neutrdfilos, 6,00 — 8,00 k/uL; plaquetas,150 — 450 k/uL; PCR, <5
mg/L; SvO; 60 — 85%; razao neutrdfilo/ linfécito, 0,78 — 3,53.
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6.1.5. Evolugdao da pressao média arterial pulmonar, pressao média arterial
sistémica e da saturacgao periférica de oxigénio no periodo pés-operatério
A presséo arterial pulmonar e a presséo arterial sistémica foram monitorizadas
continuamente, durante dois dias e meio, sendo registradas medidas de duas em duas
horas. A evolugdo das pressdbes em 60 horas de pods-operatorio, encontra-se
demonstrada na Figura 8. Em relagcdo a presséo sistémica, observou-se tendéncia ao
declinio a partir da quarta medida, fenbmeno que pode ter sido associado a instabilidade
tipica do periodo inicial de cuidados intensivos, requerendo aten¢ao especial no manejo
de drogas e ajuste de volemia, com estabilizagdo apds as primeiras 24 horas. Ao contrario
da presséo sistémica, a pressdo pulmonar no grupo como um todo manteve-se estavel
nas primeiras horas, seguida de elevacédo apds 24 horas. Este € o periodo no qual os
pacientes experimentam estado de superficializagdo da sedacido. Esta observacado é

coincidente com uma tendéncia para a diminuigdo da saturagao periférica de oxigénio.
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Figura 8 — Evolugdo da pressdo média arterial pulmonar e sistémica, e da saturagéo periférica de oxigénio nas
primeiras 60 horas de tratamento intensivo pés-operatorio, para toda a coorte (60 individuos).

Os valores foram computados em intervalos de duas horas sendo os resultados apresentados como média e erro
padrao.

6.2. Analise inferencial
6.2.1. Deteccao de material genético de virus

Material coletado de nasofaringe

Entre os 60 pacientes, 58 tiveram, material suficiente de nasofaringe para analise.
Das 58 amostras processadas, 37 (64%) tiveram resultado positivo para material
genético dos virus pesquisados. Importante notar que 20 pacientes tiveram resultado
positivo para apenas um virus, e 17 para de mais de um. Destes, 10 tiveram dois
virus, 5 tiveram trés, um paciente teve quatro e um paciente teve material genético
de cinco virus respiratérios detectado. Um paciente apresentou resultado de
imunofluorescéncia positivo para Adenovirus. O material genético de virus

encontrado com maior frequéncia na nasofaringe foi o de Rinovirus. A Figura 9
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mostra a porcentagem de pacientes em que cada um dos tipos virais esteve presente

em nasofaringe.
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Figura 9 — Distribuicdo dos virus detectados em material aspirado de nasofaringe. As barras indicam a porcentagem
de pacientes em que cada um dos tipos virais esteve presente.

FluA: Influenza A; FluB: Influenza B; H1N1: Influenza A-swl H1N1; Cor63: Coronavirus NL63; Cor:229: Coronavirus
229E; Cord3: Coronavirus OC43; HKU: Coronavirus HKU1; HPIV 1, 2, 3, 4: Parainfluenza 1, 2, 3, 4; HMPVA/B:
Metapneumovirus humano A/B; EV: Enterovirus; RV: Rinovirus; HRSVA/B: Virus sincicial respiratério A/B; HPeV:
Parecovirus; HAdV: adenovirus; HAbV: Bocavirus; Mpneu: Mycoplasma pneumoniae.

Material coletado de traqueia

Dos 60 pacientes avaliados, 55 tinham material coletado de traqueia suficiente
para analise. Em 55 amostras processadas, 21 (38%) tiveram resultado positivo para
material genético dos virus pesquisados. Destes, 14 tiveram apenas um virus detectado,
cinco tiveram dois, e dois tiveram material genético de trés virus detectados. O virus
mais encontrado foi o Rinovirus (20% de todos os pacientes avaliados). Apenas um

paciente apresentou imunofluorescéncia positiva para o virus Parainfluenza 3. A Figura
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10 representa a porcentagem de pacientes em que cada um dos tipos virais esteve

presente em secrecio aspirada da traqueia.
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Figura 10 — Distribuicdo dos virus detectados em material aspirado de traqueia. As barras indicam a porcentagem de
pacientes em que cada um dos tipos virais esteve presente.

FluA: Influenza A; FluB: Influenza B; H1N1: Influenza A-swl H1N1; Cor63: Coronavirus NL63; Cor:229: Coronavirus
229E; Cord3: Coronavirus OC43; HKU: Coronavirus HKU1; HPIV 1, 2, 3, 4: Parainfluenza 1, 2, 3, 4; HMPVA/B:
Metapneumovirus humano A/B; EV: Enterovirus; RV: Rinovirus; HRSVA/B: Virus sincicial respiratério A/B; HPeV:
Parecovirus; HAdV: adenovirus; HAbV: Bocavirus; Mpneu: Mycoplasma pneumoniae.

Analise comparativa: material genético encontrado em nasofaringe versus

fraqueia

Com base na detecgéo de virus respiratorios em amostras de nasofaringe e de
traqueia, procurou-se verificar a existéncia ou ndo de concordancia entre os resultados.
A Tabela 7 mostra que apesar da alta porcentagem de concordancia com relagdo aos
resultados positivos, a mesma foi bem menos expressiva para os diagnosticos negativos.
Entretanto, a analise de risco de positividade em traqueia com base na positividade em

nasofaringe mostrou razdo de chances igual a 6,38 (1.C. de 95% 1,57 — 25,83), p = 0,010.
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Tabela 7 — Analise comparativa da positividade para material genético de virus
respiratorios em amostras de nasofaringe e de traqueia.

Pesquisa em Nasofaringe

| Positiva Negativa
Pesquisa em Positiva 17 (85%) 16 (47%) 33
traqueia Negativa 3 (15%) 18 (53%) 21
Total 20 34 54

Estdo expressos todos os casos com amostras suficientes para andlise em ambos os territérios. Os dados sé&o
apresentados em numero de casos e porcentagens (colunas) tendo sido analisados com uso do teste de McNemar
(p=0,004).

Analise durante a pandemia por COVID-19

A partir da pandemia por coronavirus 19 (COVID-19), 10 pacientes entraram no
estudo. Nesta fase todos os pacientes foram submetidos a coleta e analise de material
de nasofaringe para COVID-19 (processamento por RT-PCR), sendo que o teste negativo
foi condicao obrigatodria para liberagao cirurgica. Em relagao aos testes feitos em material
aspirado de traquéia, 9 tinham quantidade suficiente para analise. Um deles teve o teste
especifico para SARS-CoV-2 com resultado positivo. Este paciente também testou
positivo para o virus da Parainfluenza humana 3, Bocavirus humano e Mycoplasma

pneumoniae.

6.2.2. Anadlise do desfecho primario: virus respiratoérios e curvas pressoricas no
periodo pos-operatério
Esta analise se deu em duas etapas. Na primeira etapa, procurou-se estudar as
curvas de presséao arterial pulmonar e sistémica, nas primeiras 12 horas do periodo pos-
operatorio, comparativamente entre os portadores e nao portadores de material genético

de virus em nasofaringe e traqueia. Cabe lembrar que nesse periodo de avaliagdo, os
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pacientes permaneciam sob efeito de sedacao, ventilagdo mecanica e uso de oxido
nitrico inalatoério. Na segunda etapa, utilizando-se a variavel PAP/PASpo como resposta,
procurou-se identificar possiveis preditores pré-operatorios e intraoperatorios do
comportamento hipertensivo da circulagéo pulmonar. A analise comparativa das curvas
de pressao média arterial pulmonar (PAP), pressdo média arterial sistémica (PAS), da
razao PAP/PAS e da saturacdo periférica de oxigénio (SpO2) encontram-se ilustradas
nas Figuras 11 e 12.

Foram efetuados calculos estatisticos e construidos graficos comparando-se os
grupos com e sem material genético viral. Tendo como ponto de partida os resultados
obtidos com a analise do material coletado de nasofaringe, ndo foram observadas
diferencas significantes no comportamento da PAP (p=0,092) e PAS (p=0,256). O mesmo
ocorreu quando analisada a evolugéo da variavel PAP/PAS (p=0,343) e da saturagéo
periférica de oxigénio (p=0,487). A Figura 11 mostra as curvas de evolug&o nas primeiras
12 horas, em pacientes com e sem material genético de virus respiratorios em

nasofaringe.
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Figura 11 — Comportamento da pressdo média arterial pulmonar (PAP), pressdo média arterial sistémica (PAS), da
razdo PAP/PAS e da saturagéo periférica de oxigénio (SpO2), nas primeiras 12 horas do periodo pré-operatério,
analisado comparativamente em pacientes portadores e nao portadores de material genético de virus respiratérios em

amostras de nasofaringe.
Os dados foram analisados com o uso do modelo linear geral para medidas repetidas, apos transformagao Box- Cox

das variaveis dependentes, e encontram-se expressos como média e erro padrao. PAP e PAS: presséo arterial
pulmonar e presséao arterial sistémica média, respectivamente; PAP/PAS: relacéo pressao arterial pulmonar/sistémica;

SpO;: saturagao periférica de oxigénio.

Quando analisados os dados de pacientes segundo a presenga ou auséncia de
material genético de virus respiratérios na traqueia, observou-se que o grupo com
genomas virais presentes apresentou valores superiores de PAP em relagdo ao grupo
sem material genético viral (p=0,011). Ja o comportamento da PAS foi semelhante nos
dois grupos (p=0,233). Quando analisada a razdo PAP/PAS, nota-se que houve diferenca
significante, sendo que os pacientes com presenga de material genético de virus

respiratorios tiveram valores superiores (p=0,006). As curvas de saturagéo periférica de
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oxigénio nao foram diferentes entre os grupos (p=0,078), havendo tendéncia a menores
valores no grupo com genomas virais presentes. A Figura 12 mostra as curvas de

evolugdo nas primeiras 12 horas, em pacientes com e sem material genético de virus

analisado em amostras da traqueia.
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Figura 12 — Comportamento da pressdo média arterial pulmonar (PAP), pressdo média arterial sistémica (PAS), da
razdo PAP/PAS e da saturagéo periférica de oxigénio (SpO2), nas primeiras 12 horas do periodo pré-operatério,
analisado comparativamente em pacientes portadores e ndo portadores de material genético de virus respiratérios, em
amostras de traqueia.

Os dados foram analisados com o uso do modelo linear geral para medidas repetidas, apds transformagéo Box Cox
das variaveis dependentes, e encontram-se expressos como média e erro padrdo. PAP e PAS: presséo arterial
pulmonar e presséao arterial sistémica média, respectivamente; PAP/PAS: relagdo pressao arterial pulmonar/sistémica;

SpO;: saturagao periférica de oxigénio.
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6.2.3. Dados pré e intraoperatérios comparativos entre grupos caracterizados pela
presenca ou auséncia de material genético de virus respiratérios em traqueia
Tendo em vista a diferenga significante no comportamento hemodinamico

pulmonar entre portadores e néo portadores de material genético de virus respiratérios

em traqueia, a tarefa seguinte foi verificar até que ponto tais grupos eram homogéneos

em relagao as observacgdes preé e intraoperatérias. Os resultados ilustrados na Tabela 8

indicam que os grupos eram homogéneos com relagao a todos os dados de diagndstico

clinico e achados intraoperatérios anteriores a correcdo das anomalias. Diferengas
comegam a ser observadas logo apos a eliminagado dos shunts cardiacos, situagdo em
que a circulagdo pulmonar pode ser examinada sem a influéncia do aumento do fluxo
sanguineo promovido pela comunicagdo com a circulagao sistémica. Como ilustrado na
Tabela 8, imediatamente apds a CEC, a razdo PAP/PAS apresentou-se em nivel mais

elevado nos pacientes portadores de material genético viral em traqueia (p=0,035).
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Tabela 8 — Dados comparativos pré e intraoperatorios entre portadores e néo portadores
de material genético de virus, em material aspirado de traqueia.

Material genético de virus

Material genético de virus

presente (n=21) ausente (n=34) P
Dados antropométricos e
demograficos
Idade, meses 11 (8-15) 10 (7-17) 0,621*
Género, M:F 7:14 14:20 0,767t
Peso, kg 6,4 (6,0-7,5) 6,6 (5,4-8,1) 0,993*
Estatura, cm 66,0 (62,0-70,5) 65,0 (61,8-72,5) 0,835*
Down, % 10 (47) 26 (76) 0,058+
Diagnéstico principal
CIV, n (%) 14 (66,6) 19 (52,9) 0,6101
DSAV, n (%) 7 (33,3) 15 (44,1)
Variaveis ecocardiograficas
PSVD, mmHg 75 (63-85) 76 (69-86) 0,434*
PMAP, mmHg 47 (40-56) 44 (32-55) 0,478*
Qp/Qs 2,20 (1,55-2,90) 2,25 (1,70-3,05) 0,597*
VTIVP § cm 21,3 (19,7-25,0) 21,3 (18,8-25,3) 0,815*
TAPSE? 13 (12-16) 15 (13-17) 0,155*
SpO2, % 96 (92-98) 96 (93-98) 0,875*
Dados intraoperatorios
Tempo de CEC, min 125 (95-153) 132 (89-151) 0,986*
Tempo de andxia, min 101 (65-125) 107 (69-123) 0,890*
Pressoes antes da CEC
PAP, mmHg 37 (30-40) 32 (28-36) 0,070*
PAS, mmHg 46 (40-48) 44 (38-50) 0,835*
PAP/PAS 0,83 (0,68-0,94) 0,79 (0,62-0,86) 0,212*
Pressoes apds a CEC
PAP, mmHg 24 (20-26) 21 (17-26) 0,186*
PAS, mmHg 52 (48-60) 53 (48-59) 0,466*
PAP/PAS 0,46 (0,38-0,55) 0,38 (0,32-0,46) 0,035*

Valores correspondentes as variaveis numéricas estéo expressos em mediana e percentis 25-75.

* Teste Chi quadrado.
TTeste de Mann-Whitney.

$VTIVP: valores<20, em pacientes pediatricos com shunts cardiacos néo restritivos, sdo geralmente associados a
resisténcia vascular pulmonar elevada (127,128)
aTAPSE: valores normais aumentam com a idade. Valores normais: um ano de idade >15,5; dois anos de idade >16,5

(129)

CEC: circulagao extracorporea; PMAP: pressdao média de artéria pulmonar medida pelo ecocardiograma, PSVD:
pressao sistdlica de ventriculo direito medida pelo ecocardiograma; PAP: pressdo média arterial pulmonar; PAS:
presséo média arterial sistémica; TAPSE: excurséo sistdlica do anel tricispide (medida da fungéo ventricular direita);

VTIVP: Integral velocidade-tempo do fluxo sanguineo da veia pulmonar.
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6.2.4. Desfecho relacionado ao objetivo primario: o comportamento da variavel
PAP/PASpo

O desfecho primario também foi analisado observando-se o comportamento da
razao pressdo meédia arterial pulmonar/pressdo média arterial sistémica (variavel
PAP/PASroi, conforme definido, um unico valor médio para cada paciente), nas primeiras
seis horas do curso pés-operatério, momento em que os pacientes ainda se encontravam
sob efeito de sedacdo profunda e ventilagdo mecanica, relativamente distantes das
oscilagbes volémicas decorrentes da CEC. Em estudos anteriores, em nosso grupo
(112,130) esta variavel, atrelando a pressdo pulmonar a sistémica apos a eliminagédo do
shunt cardiaco, revelou-se como um robusto preditor dos acontecimentos pos-
operatdrios no hospital e apds a alta. Na casuistica como um todo, este parametro variou
entre 0,19 e 0,74, com mediana de 0,37 (0,32-0,46). A analise comparativa entre
portadores e ndo portadores de material genético viral em aspirado traqueal mostrou nivel
significantemente superior da variavel PAP/PASpo; nos primeiros relativamente aos
demais, com valores de 0,44 (0,36-0,50) e 0,34 (0,30-0,45) respectivamente (p=0,008,

modelo linear geral).

6.2.4.1. Fatores implicados na hemodinamica pdés-operatoéria inicial

A seguir, procedeu-se a analise de dados pré e intraoperatorios, no sentido de se
identificar preditores do comportamento hipertensivo da circulagdo pulmonar em relagao
a sistémica, além da presenga de genomas virais em traqueia. Para tanto, a variavel
resposta PAP/PASpo foi considerada em forma categérica. Estudos anteriores do nosso
grupo indicaram 0,40 como valor de corte mais apropriado. A analise univariada para

possiveis preditores de niveis pds-operatérios de PAP/PASpol superiores a 0,40
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encontra-se disposta na Tabela 9. Os dados indicaram oito fatores como potenciais
preditores (valores de p<0,10). Entretanto, apenas a saturagdo periférica de oxigénio pré-
operatoria, identificada como fator de prote¢ao (razdo de chances 0,40 para quartis, 1.C.
95% 0,23 — 0,72, p=0,002) e a presenca de genomas virais em traqueia, identificada
como fator de risco (razédo de chances 4,42, I.C. 95% 1,17 — 16,78, p=0,029), tiveram
papel significante no modelo final multivariado (Tabela 10). A inclusdo da saturacéo de
oxigénio no modelo estatistico ocasionou aumento de 30% na raz&o de chances
correspondente aos virus, funcionando como “enhancer” na predicdo. O impacto da
saturagao periférica de oxigénio basal e da presenga/auséncia de genomas virais em
traqueia sobre a probabilidade de ocorréncia de PAP/PASpP0i>0,40 no pods-operatorio

imediato esta ilustrado na Figura 13.
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Tabela 9 — Variaveis com potencial impacto na hemodinamica do periodo pds-operatoério
inicial: analise univariada.

I.C. de 95%
Variavel Coeficiente  Razdo de Limite inferior  Limite superior p
chances

Idade 0,244 1,28 0,81 2,02 0,296
Género -0,454 0,64 0,22 1,86 0,408
Peso -0,024 0,98 0,62 1,54 0,920
Estatura 0,159 1,17 0,75 1,85 0,491
Sindrome de Down 0,968 2,63 0,85 8,20 0,095
LRo g8 cardiopatia 1,330 3,79 1,28 11,25 0,017
SpO2 -0,701 0,50 0,30 0,81 0,005
Qp/Qs -0,112 0,89 0,56 1,42 0,637
VTI VP 0,355 1,43 0,90 2,27 0,135
TAPSE -0,454 0,64 0,39 1,05 0,076
Tempo de CEC 0,931 2,54 1,45 4,44 0,001
PAP antes da CEC 0,504 1,66 1,01 2,73 0,048
PAP/PAS antes da CEC 0,498 1,65 1,01 2,69 0,047

Presenca de material
genético de virus 1,223 3,40 1,09 10,59 0,035
respiratorios em traqueia

Os resultados foram obtidos usando analise de regresséo logistica.

A razdo de chances corresponde a observagdo de valores superiores a 0,40 para a variavel PAP/PASpq,
(hemodinamica do periodo pos-operatério incial conforme definido anteriormente). Todas as variaveis numéricas foram
analisadas como quartis.

CEC: circulagédo extracorpodrea; CIV: comunicagéo inter-ventricular; DSAV: defeito do septo atrio-ventricular; PAP:
press@o média arterial pulmonar; PAS: pressdo média arterial sistémica; Qp/Qs: razdo fluxo pulmonar/fluxo sistémico;
SpO;: saturagao periférica de oxigénio; TAPSE: excursao sistolica do anel tricispide (medida da fungé@o ventricular
direita); VTI VP: integral velocidade-tempo do fluxo em veia pulmonar (medida indireta do fluxo pulmonar).
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Tabela 10 — Variaveis com potencial impacto na hemodindmica do periodo pos-operatério inicial:
analise multivariada.

I.C. de 95%
Variavel Coeficiente Razdo de Limite inferior L|m|t_e o]
chances superior
SpO.t -0,909 0,40 0,23 0,72 0,002
Presenca de material
genético de virus respiratorios 1,487 4,42 1,17 16,78 0,029

em traqueiat

Somente foram testadas variaveis com valor de p < 0,10 na andlise univariada. O procedimento Forward LR foi utilizado
para inclusdo e exclusdo de variaveis.

A razdo de chances corresponde a observagao de valores superiores a 0,40 para a variavel PAP/PASro..

t Variavel testada em quartis.

SpO;: saturagao periférica de oxigénio basal.

u
-
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Saturagdo periférica de O, pré-operatdria

Figura 13 — Efeito da saturacéo periférica de oxigénio pré-operatéria e da presenga/auséncia de material genético de
virus respiratdrios em traqueia, sobre a hemodindmica pulmonar e sistémica no inicio do periodo pds-operatdrio.

Os dados correspondem a ajustamento de modelo de regressao logistica (analise final multivariada).

Encontra-se expressa a probabilidade p de ocorréncia de valores superiores a 0,40 para variavel desfecho PAP/PASpo
(razéo pressdo média arterial pulmonar/pressdo média arterial sistémica, um valor para cada paciente conforme
definido). Tanto o fator (presenga de genoma viral) como a covariavel (saturagdo de oxigénio) mostraram significancia
estatistica no modelo.
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Sendo o Rinovirus o agente mais frequentemente encontrado na amostra, o
desfecho PAP/PASpo foi analisado especificamente para este tipo viral. Observou-se,
como demonstrado na Figura 14, que a presencga de Rinovirus por si s6 respondeu pelo

comportamento hipertensivo da pressao arterial pulmonar em relacio a sistémica.
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Figura 14 — Associacdo entre a presenca de Rinovirus em material aspirado de traqueia e comportamento
hemodinamico da presséao arterial pulmonar no pds-operatorio inicial, caracterizado pela variavel PAP/PASpoi conforme

definido.
Os dados foram analisados utilizando o modelo linear geral ap6s transformagéo Box-Cox da variavel dependente. Os

resultados s&o apresentados como médias e erro padrdo. Grupos que ndo compartilham a mesma letra foram
diferentes em comparagdes multiplas post hoc.

6.2.4.2. O papel da resposta inflamatéria sobre a hemodinamica pés-operatoéria
Inicialmente, 36 marcadores inflamatérios séricos foram analisados na situacao
basal, pré-operatéria, comparativamente entre pacientes e controles pediatricos.
Conforme se observa pelos resultados expostos na Tabela 11, ndo foram observadas
diferengas, a excegéo da fragdo C5/C5a do complemento, cuja concentragdo se mostrou

maior nos pacientes em relagdo aos controles (p=0,027).
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Tabela 11 — Mediadores inflamatoérios na situagao pré-operatoria.

Marcador Nivel sérico em pacientes Nivel sérico em controles p*
C5/C5a, uip 3193 (1199-6766) 1776 (841-3954) 0,027
CDA40L, uip 6148 (3130-10,662) 5041 (2811-9095) 0,366
G-CSF, uip 448 (265-814) 346 (203-629) 0,122
GM-CSF, uip 327 (161-440) 240 (136-338) 0,179
GROaq, uip 1947 (1319-3250) 1927 (1384 — 3469) 1,000
1-309, uip 505 (254-1158) 579 (290-758) 0,589
ICAM-1, uip 41303 (31.628-52.121) 41740 (34280-48948) 0,983
IFN-y, uip 294 (180-407) 223 (133-375) 0,183
IL-1a, uip 365 (202-617) 308 (196-562) 0,510
IL-1B, uip 170 (124-470) 192 (97-384) 0,671
IL-1RA, uip 1626 (730-2450) 1582 (911-2293) 0,994
IL-2, uip 192 (120-490) 230 (106-402) 0,520
IL-4, uip 337 (166-488) 255 (168-370) 0,107
IL-5, uip 126 (79-240) 106 (60-206) 0,586
IL-6, uip 301 (180-621) 405 (17 -868) 0,301
IL-8, uip 267 (148-447) 201 (136-396) 0,516
IL-10, uip 250 (141-391) 242 (139-331) 0,856
IL-12p70, uip 261 (151-421) 230 (117-372) 0,292
IL-13, uip 619 (318-1208) 552 (298-1036) 0,730
IL-16, uip 592 (290-1085) 661 (338-1094) 0,865
IL-17, uip 293 (177-477) 222 (113-383) 0,136
IL-17E, uip 400 (208-639) 314 (189-493) 0,190
IL-27, uip 283 (157-415) 208 (12-377) 0,192
IL-32q, uip 583 (281-977) 470 (313-934) 0,637
IP-10, uip 787 (425-1375) 646 (260-1091) 0,217
I-TAC, uip 519 (279-913) 443 (263-755 0,589
MCP-1, uip 439 (232-824) 369 (266—653) 0,647
MIF, uip 5529 (4652-7003) 6359 (5780-6651) 0,104
MIP-1a/B, uip 524 (269-878) 379 (236-551) 0,078
Serpin E1, uip 44650 (34461-56664) 44616 (38865—-49632) 0,891
RANTES, uip 61983 (47488-71255) 55311 (43257-63809) 0,055
SDF-1, uip 4348 (3333-6127) 4095 (3380-5184) 0,418
TNF-a, uip 306 (149-585) 237 (135-440) 0,522
STREM-1, uip 280 (177-533) 223 (132-480) 0,163
IL-18, uip 1058 (544-1576) 1091 (652—-1763) 0,640
IL-21, uip 411 (266-732) 400 (213-612) 0,614

Resultados apresentados como mediana e percentis 25-75.
*Teste de Mann-Witney.
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A sequir, foi estudado o comportamento dos mediadores inflamatorios em resposta

a circulacao extracorporea, comparativamente a niveis basais. Como se observa na
Tabela 12, as determinagdes efetuadas quatro horas e 24 horas apds o término da
circulagdo extracorpérea mostraram modificacbes em relagdo a varios marcadores.
Alguns deles tiveram niveis mais altos no pds-operatdrio inicial, com declinio posterior,
como, por exemplo, as citocinas inflamatorias IL-6 (p<0,001) e IL-8 (p<0,001), e a citocina
anti-inflamatoria IL-1RA (p<0,001). O mesmo foi observado em relagdo as quimiocinas
IP-10 (p < 0,001), MCP-1 (p <0,001), e MIF (p <0,001). Por outro lado, houve diminui¢gao
significante nos niveis circulantes de alguns marcadores como, por exemplo, a fragédo
C5/C5a do complemento (p=0,021), e as proteinas CD40L (p<0,001) e RANTES (p=
0,004). A reducgédo nos niveis séricos de CD40L e RANTES muito provavelmente
estiveram relacionadas, respectivamente, a diminuigdo no numero de plaquetas e

linfocitos circulantes.
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Tabela 12 — Mediadores inflamatérios quatro e 24 horas apds a CEC comparativamente
aos niveis basais.

Marcador

Antes da cirurgia

4 horas apés CEC

24 horas apés CEC

p*

C5/Cb5a, uip
CDA40L, uip
G-CSF, uip
GM-CSF, uip
GROa, uip
1-309, uip
ICAM-1, uip
IFN-y, uip
IL-1a, uip
IL-1B, uip
IL-1RA, uip
IL-2, uip
IL-4, uip
IL-5, uip
IL-6, uip
IL-8, uip
IL-10, uip
IL-12p70, uip
IL-13, uip
IL-16, uip
IL-17, uip
IL-17E, uip
IL-27, uip
IL-32a, uip
IP-10, uip
I-TAC, uip
MCP-1, uip
MIF, uip
MIP-1a/B, uip
Serpin E1, uip
RANTES, uip
SDF-1, uip
TNF-a, uip
STREM-1, uip
IL-18, uip
IL-21, uip

3193 (1199 — 6766)
6148 (3129 — 10662)°

447 (264 —813)°
327 (160 — 439)

a

1946 (1319 — 3249)
504 (253 — 1157)
41303 (31628 — 52121)
293 (180 — 407)
364 (202 - 616)
170 (123 — 470)
1626 (729 — 2450)°
192 (120 — 490)
336 (165 — 487)
126 (78 — 240)
300 (179 - 620)°
266 (148 — 446)°
250 (141 — 390)
261 (151 — 420)
619 (317 — 1208)

a

591 (290 — 1085)
293 (176 — 476)

399 (207 - 638)
282 (156 — 415)
582 (281 — 976)

786 (424 — 1375)°
519 (278 — 912)
439 (232 - 824)°

5529 (4652 — 7003)?

a

524 (268 — 878)
44650 (34461 — 56664)*

61983 (47488 — 71255)

a

4348 (3333-6126)
305 (149 — 584)

280 (177 - 533)
1058 (544 — 1576)
411 (265 — 731)

1795 (1073 — 3577)
2474 (1263 — 4974)’
1222 (684 — 1989)°
278 (171 - 397)
1301 (757 — 2134)°
623 (300 — 935)
39366 (28739 — 48650)
285 (187 — 431)
366 (227 — 726)
224 (121 — 435)
15023 (11423 — 20346)°
222 (146 — 378)
295 (206 — 460)
136 (75 - 214)
1197 (562 — 2127)°
481 (231 - 827)°
283 (204 — 460)
239 (131 - 412)
671 (355 — 1157)
1858 (1170 — 2840)°
273 (175 - 521)
349 (239 - 602)
251,4 (158,4 — 406)
442 (284 — 940)°
1518 (787 — 3825)°
503 (319 — 807)
675 (378 — 1028)°
7609 (6733 — 9934)°
490 (280 — 921)°
36631 (31107 — 47622)™

50689 (39347 — 65383)
4321 (2910 — 6629)?

303 (203 — 584,0)
284 (195 — 583)

1055 (557 -1798)
414 (282 — 684)

2300 (1229 — 5168)
3002 (1794 — 4923)’
608 (304 — 1065)°
286 (155 — 440)
1054 (554 — 1655)°
438 (266 — 845)
38907 (29779 — 46140)
247 (150 — 393)
368 (185 — 637)
230 (102 — 422)
6220 (3688 — 9978)°
197 (109 - 432)
255 (142 — 475)
115 (68 — 222)
804 (431 — 1262)°
262 (163 — 492)°
258 (156 — 418)
246 (136,5 - 414)
599 (327 — 1136)
955 (535 — 1606)°
279 (185 — 448)
397 (211 - 542)
300 (170 - 383)
490 (241 —801)°
533 (179 — 1003)°
503 (344 — 849)
387 (254 — 669)°
6364 (4715 — 8374)°
385 (229 - 913)°
37291 (29136 — 47174)°
46564 (35238 — 60752)°

2976 (2164 — 4596)
306 (148 — 472)

289 (177 - 508)
1029 (581 — 1884)
414 (222 - 693)

0,150
< 0,001
< 0,001

0,978
< 0,001

0,247

0,206

0,414

0,126

0,607
< 0,001

0,620

0,336

0,290
< 0,001
< 0,001

0,247

0,689

0,556
< 0,001

0,695

0,978

0,656

0,001
< 0,001

0,936
< 0,001
< 0,001

0,034

0,001
< 0,001
< 0,001

0,567

0,541

0,385

0,203

Os resultados estédo expressos como mediana e percentis 25-75.
* Teste de Friedman.
Valores em condi¢gdes que ndo compartilham a mesma letra sdo significantemente diferentes (testes post hoc de
comparagoes multiplas).
uip, unidades de intensidade de pixels (quimioluminescéncia). As proteinas inflamatdrias sdo designadas por
abreviaturas internacionais que se encontram especificadas na lista de abreviaturas.
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Na sequéncia, foi analisado o possivel impacto das proteinas inflamatérias
(amostras coletadas quatro horas apos o término da CEC) sobre o comportamento
hemodinamico pds-operatério, representado pela variavel PAP/PASpoi. Para tanto, foi
utilizada a ferramenta de regresséo logistica, sendo a variavel resposta PAP/PASpoi
analisada de forma categdrica, da mesma forma que no estudo de preditores pré-
operatérios. Entre os marcadores analisados, dez mostraram possivel associagdo com a
ocorréncia de PAP/PASpP01>0,40, aparecendo na analise univariada com valor p<0,10,
como ilustrado na Tabela 13. Destacam-se as interleucinas 6 e 21, com razao de chances
superior a 2,0. A partir deste ponto, decidiu-se por ndo se proceder a analise multivariada,
uma vez que multiplas interagcdes bioldgicas entre os elementos inflamatdrios seriam
plausiveis, com eventual exclusdo inapropriada de certas proteinas pelo modelo
estatistico.

A analise bivariada foi utilizada com o objetivo de verificar se a presenca de virus
respiratorios em material aspirado de traqueia tornaria mais expressiva a associagao
entre resposta inflamatéria e comportamento hemodinamico pulmonar hipertensivo.
Ainda na Tabela 13, observa-se que a presencga de material genético viral ndo somente
esteve associada a razao de chances expressiva para a ocorréncia de PAP/PASp0>0,40,
mas também aumentou acima de 10% a razdo de chances relacionada a trés proteinas

inflamatérias, a saber, IL-1RA, MIF e MCP-1.
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Tabela 13 — Marcadores inflamatdrios possivelmente associados ao comportamento
hemodinamico no pds-operatdrio inicial: analise univariada e bivariada.

I.C. de 95%
Lo . . Razao de Limite Limite *
Variaveis Coeficiente . . . p
chances inferior superior

IL-1RA 0,583 1,79 1,02 3,14 0,041
IL-6 0,708 2,03 1,10 3,76 0,024
IL-10 0,599 1,82 1,00 3,31 0,049
IL-17E 0,558 1,75 0,98 3,13 0,061
MCP-1 0,468 1,60 0,92 2,78 0,096
MIF 0,583 1,79 1,02 3,14 0,041
MIP-1a/ 0,558 1,75 0,98 3,13 0,061
TNF-a 0,522 1,69 0,94 3,02 0,079
IL-18 0,599 1,82 1,00 3,31 0,049
IL-21 0,818 2,27 1,23 4,19 0,009

2,04
IL-1RA 0,711 (aumento 14%) 1,09 3,81 0,026
Eresenga de m.aterial genético 1475 4,37 108 17.63 0,038
viral em traqueia

2,34
MIF 0,849 (aumento 31%) 1,15 4,74 0,019
Eresenga de m.aterial genético 1432 4,19 103 16.96 0,045
viral em traqueia

2,18
MCP-1 0,780 (aumento 36%) 1,07 4,43 0,031
Presenca de material genético

1,843 6,32 1,30 30,71 0,022

viral em traqueia

Os resultados foram obtidos usando analise de regressao logistica. A razdo de chances corresponde a observagao de
valores superiores a 0,40 para a variavel PAP/PASpo; (hemodinamica do periodo pés-operatorio incial conforme
definido anteriormente). Encontram-se dispostos os dez marcadores para os quais foi observado valor de p<0,10 na
analise univariada. A parte inferior da Tabela corresponde a analise bivariada, efetuada com a incluséo do fator material

genético viral presente em traqueia. Os niveis de citocinas foram avaliados como quartis.



Resultados 99

6.2.5. Eventos hemodinamicos relevantes no pés-operatorio
Entre os 60 pacientes participantes do estudo, 14 apresentaram eventos
hemodindmicos e respiratorios considerados relevantes, conforme definicdo prévia.
Houve relacdo direta entre a ocorréncia de tais eventos e o tempo de ventilagdo
mecanica. Pacientes sem eventos permaneceram em ventilagdo mecanica por 7 (5 — 8)
dias e, aqueles que tiveram eventos permaneceram intubados por 12 (10 — 15) dias
(p<0,001). Dada a importancia dos eventos, procurou-se identificar, entre os fatores pre,
peri e pos-operatorios, aqueles que poderiam ser caracterizados como preditores. Para
tanto, utilizou-se procedimento de regresséo logistica, estando a analise univariada
disposta na Tabela 14. Seis variaveis foram identificadas como possiveis preditores, com
valores de p<0,10: TAPSE, pressdo média arterial pulmonar (PAP), pressdo meédia
arterial sistémica (PAS) e a razdo PAP/PAS apds a CEC, PAP/PASrol e presencga de
material genético viral em traqueia. Entretanto, apenas a variavel PAP/PASpol,
caracterizada como fator de risco (razdo de chances 7,58, I.C. 95% 1,84 — 31,29,
p=0,005) e a presséo arterial sistémica apos a saida de CEC, identificada como fator de
protecdo (razdo de chances 0,46, I.C. 95% 0,24 — 0,89, p=0,021), apareceram no modelo
estatistico final como preditores. Assim sendo, a presenga de material genético viral em
traqueia, que apareceu na analise univariada com valor de p=0,097, parece ter sido
associada de maneira indireta a ocorréncia de eventos pés-operatérios, na medida em
que se relacionou a ocorréncia de PAP/PASpo acima de 0,40, conforme demonstrado

anteriormente.
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Tabela 14 — Possiveis preditores de eventos relevantes no pds-operatério: analise
univariada.

I.C. de 95%
Variavel Coeficiente Razao de Limite inferior  Limite superior p
chances

Idade 0,129 1,14 0,67 1,94 0,635
Género -0,948 0,39 0,10 1,58 0,186
Peso 0,209 1,23 0,72 2,12 0,452
Estatura -0,073 0,93 0,55 1,58 0,788
Sindrome de Down -0,041 0,96 0,28 3,35 0,949
LRo e cardiopatia 0,236 0,79 0,23 2,73 0,709
SpO: pré-operatoria -0,207 0,81 0,49 1,36 0,433
Qp/Qs -0,077 0,93 0,54 1,59 0,782
VTI VP -0,017 0,98 0,58 1,67 0,950
TAPSE -0,531 0,59 0,32 1,07 0,084
Tempo de CEC -0,075 0,93 0,54 1,59 0,785
PAP pré-CEC 0,424 1,53 0,86 2,72 0,149
PAP/PAS pré-CEC 0,059 1,06 0,62 1,83 0,832
PAP pés-CEC 0,789 2,20 1,18 4,11 0,013
PAS pés-CEC -0,773 0,46 0,24 0,89 0,021
PAP/PAS pés-CEC 0,965 2,62 1,32 5,20 0,006
PAP/PASp0>0,40 2,025 7,58 1,84 31,28 0,005
Presenca de material

genético de virus 1,055 2,87 0,83 9,99 0,097

respiratorios em traqueia
Os resultados foram obtidos usando analise de regresséo logistica. A razdo de chances corresponde a ocorrencia de
eventos cardiorrespiratérios e hemodinamicos conforme definidos. As variaveis numéricas foram testadas em quartis.
CEC: circulagédo extracorpérea; CIV: comunicagado interventricular; DSAV: defeito do septo atrioventricular; PAP:
press@o média arterial pulmonar; PAS: pressdo média arterial sistémica; Qp/Qs: razdo fluxo pulmonar/fluxo sistémico;
SpO;: saturagao periférica de oxigénio; TAPSE: excursao sistolica do anel tricispide (medida da fungé@o ventricular
direita); VTI VP: integral velocidade-tempo do fluxo em veia pulmonar (medida indireta do fluxo pulmonar).
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6.2.6. Avaliacao apods a alta hospitalar

Os 58 pacientes que tiveram alta hospitalar foram avaliados seis meses apés. Dez
pacientes permaneceram em uso de sildenafila na dose de 1 a 3 mg/kg/dia, apoés a alta.
A avaliacdo da hemodindmica pulmonar ocorreu de forma nao invasiva, através da
ecocardiografia com Doppler, onde foi aferida a pressao sistdlica arterial pulmonar.
Cinquenta e cinco pacientes apresentaram curva do jato de regurgitagcdo tricuspide
suficientemente adequada para analise da pressao sistdlica em ventriculo direito.
Conforme ilustrado na Figura 15, verifica-se que os maiores niveis de pressao sistolica
arterial pulmonar ocorreram em pacientes que tiveram PAP/PASr0>0,40 associada a

presencga de material genético de virus respiratorios em traqueia.
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Figura 15 - Influéncia interativa dos genomas virais respiratérios e da hemodinamica pds-operatdria precoce (razao
presséo média arterial pulmonar/sistémica - PAP/PASpoi, conforme definido) sobre a presséao sistdlica arterial pulmonar
seis meses apos a alta hospitalar. SGo mostrados os resultados de pacientes para os quais foi possivel analisar material
genético viral em aspirados traqueais e pressao sistdlica arterial pulmonar ao ecocardiograma pds-operatorio de seis
meses. Os dados foram analisados utilizando o modelo linear geral apds transformagédo Box-Cox da variavel
dependente, e os resultados sdo apresentados como médias e erro padrdo. Grupos que nao compartilham a mesma
letra foram diferentes em comparagdes multiplas post hoc.
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7. Discussao

O presente estudo demonstrou associagao entre a presenga de material genético
de virus respiratorios em traqueia e o comportamento hemodinamico pos-operatorio de
criangas com cardiopatias congénitas. Também se observou associagdo entre a
saturagao basal de oxigénio e o comportamento hemodinamico pulmonar pés-operatorio,
sugerindo que alteragdes prévias no microambiente pulmonar, que podem incluir
remodelamento de vias aéreas e vasos, influenciam o resultado apos a cirurgia. A
resposta inflamatoria perioperatéria parece se comportar com um dos gatilhos para esta
evolucdo. Além disso, analisando o comportamento pds-operatorio inicial das pressdes
arteriais pulmonar e sistémica, encontrou-se associagdo entre este e a ocorréncia de
eventos de instabilizacdo. A importancia dos virus respiratérios no cenario das
cardiopatias congénitas e cirurgia cardiaca pediatrica tem sido estudada por sua relagéo
com complicagdes respiratorias, que por sua vez tem papel no prolongamento do tempo
em ventilagdo mecanica (3", na mortalidade pds-operatoria (132133) e no adiamento da
indicagéo cirdrgica (3. Também neste contexto, o aspecto epidemioldgico tem sido
abordado sob a otica da profilaxia de infegbes virais ") e dos protocolos de testagem
pré-operatéria (134135 As informagdes sdo mais restritas no tocante ao papel que a
persisténcia de componentes virais teria, fora de estado infeccioso, sobre o curso pos-
operatdrio.

Aos processos infecciosos recentes pré-operatorios, ou que incidem mais
raramente como intercorréncias eventuais no pds-operatério, somam-se as alteracdes
inflamatorias decorrentes da cirurgia e do uso da circulagdo extracorporea. No ambito da

cirurgia cardiaca pediatrica, o acometimento multissistémico destes insultos e suas
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consequéncias, tém sido estudados sob o ponto de vista de lesdo tecidual %®1°7). Nos
pulmdes, o comprometimento da barreira alvéolo-capilar com prejuizo da troca gasosa,
mediado por enzimas liberadas por neutréfilos, é fator descrito como consequéncia
fisiopatoldgica do trauma cirurgico, podendo acontecer em diversos niveis de gravidade
(104,106,107) Todos estes fatores permeiam a evolugéo do paciente submetido a tratamento
cirurgico de cardiopatias congénitas. Entretanto, o impacto deles sobre vasos e
vasorreatividade, sobretudo pulmonar, ndo tem sido explorado. A possivel associacao
entre virus respiratorios e biologia vascular pulmonar nesta populagdo, implicaria a
participagcédo destes agentes ja a partir do periodo pré-operatorio, com potencial impacto
no processo de remodelamento.

Cabe discutir a forma como a exposic¢ao prévia a agentes virais teria se relacionado
com a hemodinamica pés-operatéria. O modelo explicativo mais plausivel seria aquele
de um cenario pré-operatério multifatorial e complexo, com a participacéo de virus no
remodelamento tanto de vias aéreas como de vasos. Alteracdes no microambiente do
pulm&o distal seriam seguidas por modificagées adicionais e agudas na passagem pelo
momento cirurgico. O cenario pré-operatorio tem diversos componentes, muitos ainda
nao completamente estudados: alteragdes cromossémicas, genéticas e insultos
intrautero, processos patoldgicos pré e pds-natais como a displasia broncopulmonar e a
displasia alvéolo capilar, remodelamento de vias aéreas e (possivelmente) vasos em
decorréncia de exposicdo a agentes infecciosos e disturbios hemodindmicos
(malformagdes cardiacas), além de outros elementos. A resultante final da maioria
desses processos é o comprometimento da saturagao sistémica de oxigénio, atribuido,
como regra geral, a existéncia ou instalagdo de “shunts” em nivel pulmonar e cardiaco.

N&o sendo possivel abordar todos estes fatores e analisar o impacto sobre o resultado
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pos-operatorio, este estudo se propds a examinar preliminarmente o possivel papel dos
virus respiratérios, dada a sua caracteristica de fator de risco modificavel, e a reconhecida
prevaléncia na populag¢ao pediatrica com cardiopatias congénitas.

No presente estudo, observou-se forte associagao entre a saturacao periférica de
oxigénio e a hemodinamica pulmonar inicial. A auséncia de associagao entre saturagéo
de oxigénio e virus na condi¢cdo basal sugere que a mesma possa ter sido determinada
em grande parte por “shunt’ cardiaco e n&o por infecgdes recentes por aqueles agentes.
Por outro lado, a inexisténcia de associag¢ao entre virus e hemodinamica inicial, e sua
relagdo demonstrada com a hemodinamica pos-operatdria, sugere uma participagéo
fisiopatoldgica inaparente num primeiro momento, mas gerando substrato para
manifestacdo na fase seguinte. A hipotese que se coloca, a partir de varios dados
experimentais de literatura, envolveria a replicagao de células musculares lisas (em vias
aéreas e vasos) mediada por aqueles agentes. Este processo conferiria um componente
dinamico a circulagao pulmonar, menos aparente na situagao pré-operatoria, € manifesto
mediante estimulos vasoconstritores diversos durante e a apds a cirurgia.

O primeiro ponto a ser considerado, com relacdo a associagao entre virus e
replicagéo celular no pulméo distal, € o fato de que vias aéreas e vasos formam um
microambiente inseparavel e indivisivel naquela localizacdo. Vasos distais recebem o
nome da via aérea que acompanham, citando-se as arteriolas dos bronquiolos terminais,
dos bronquiolos respiratorios e aquelas dos ductos alveolares (136, Neste sentido, torna-
se impossivel admitir que fendmenos bioldgicos ocorrendo em uma estrutura (vias aéreas
ou vasos) ndo tenham impacto sobre a outra. E conhecido o fato de que células epiteliais
respiratorias infectadas por virus expressam citocinas, quimiocinas e fatores de

crescimento com comprovado papel no remodelamento de vasos, como por exemplo as
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interleucinas IL-1B, IL-6, IL-16, TNFa, RANTES, IGF-1 e PDGF, entre outros fatores
(90.94,137) " A associagdo entre infecgéo pelo virus sincicial respiratorio e a expressdo, por
exemplo, da quimiocina RANTES, potencializada por IFNy, é amplamente descrita
(90,138), sendo este mediador inflamatorio bem conhecido por seu papel tanto na asma
quanto no remodelamento vascular ©'.130) Rinovirus, os agentes mais prevalentes na
amostra do presente estudo, sdo capazes de induzir a expressao de uma enormidade de
mediadores inflamatérios, a maioria com efeitos conhecidos sobre a biologia vascular
(137.139) Em particular, a proteina induzida por interferon-10 (IP-10) tem sua expressdo
deflagrada por rinovirus e potencializada pela resposta imune Th2 ©1.9) Ambas, a
quimiocina IP-10 e a resposta imune Th2, estdo profundamente implicadas na
proliferagdo e migracdo de células musculares lisas vasculares e no processo de
remodelamento arterial pulmonar ©5°7), Em nosso estudo, a auséncia de alteragbes
iniciais em proteinas inflamatdrias comparativamente aos controles, a excec¢ado do
complemento (C5/C5a), ndo depde contra uma possivel agdo de virus respiratorios nos
vasos pulmonares, envolvendo estes mediadores, uma vez que 0os mesmos foram
analisados na fragdo sérica, ndo sendo possivel excluir sua participagao fisiopatoldgica
em nivel tecidual.

Concluindo a discussao sobre a possivel participacdo de virus respiratérios nos
fendmenos bioldgicos que ocorrem no pulmao distal, cumpre interrogar se estes agentes,
amplamente conhecidos por sua capacidade de acometer vias aéreas mais altas, seriam
capazes de replicar e produzir efeitos em localizacbes mais periféricas. Embora a
literatura atual n&o seja suficiente para generalizagdes a este respeito, alguns dados
trazem esclarecimentos iniciais. Sabe-se, por exemplo, que certos tipos de rinovirus

replicam em temperatura de 37°C (compativel com pulmé&o distal) tdo bem quanto a 33°C
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(vias aéreas extratoracicas), havendo outros que replicam melhor ainda na primeira
situacgao (149, Estes dados sugerem que o material genético viral encontrado em traqueia,
na presente casuistica, pode ndo necessariamente representar condigdo de absoluta
quiescéncia.

Dadas as caracteristicas do cenario clinico e fisiopatoldgico inicial, envolvendo
sobretudo o microambiente do pulmdo distal e tendo os virus respiratérios como
provaveis modificadores de acordo com os dados apresentados, cumpre agora analisar
as circunstancias perioperatorias como potenciais “gatilhos” para alteragdes
hemodindmicas subsequentes e seus desdobramentos em termos de eventos clinicos.
N&o sendo possivel, em um mesmo estudo, analisar todos os fatores implicados a nado
ser com finalidade descritiva (por exemplo, pormenores relacionados ao circuito
extracorpéreo, uso de hemoderivados, administracdo de heparina e protamina,
hipotermia e aquecimento, ultra filtracdo e procedimentos gerais de anestesia, em que
pese as padronizagdes institucionais para a populagéo pediatrica), decidimos estabelecer
como foco a reacdo inflamatéria sistémica. No presente estudo, tal reacdo foi
caracterizada por reducdo em linfocitos circulantes, aumento na razado
neutrofilos/linfécitos e incremento mais modesto na populacdo de mondcitos, além de
diminuigdo muito acentuada no numero de plaquetas, com volume plaquetario médio
aumentado, de forma expressiva (“turnover’), apenas a partir do primeiro dia de poés-
operatério. A reacio inflamatoria sistémica também foi caracterizada por modificacbes
nos niveis circulantes de 15 entre as 36 proteinas inflamatdrias analisadas, com
incrementos na concentragcdo de algumas e reducédo de outras. Caracteristicamente,
houve reducdo no complemento sérico representado pela fragcdo C5/C5a. A diminui¢ao

no nivel da proteina de ligagdo CD40L provavelmente teve a redugao de plaquetas como
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um dos fatores causais, ja que estas representam importante depdsito daquela proteina
em circulagéo (141).

Outro achado bastante caracteristico foi a diminuicdo de RANTES sérico. Reducéao
no nivel circulante desta quimiocina tem sido descrita no contexto da cirurgia cardiaca
pediatrica (1301420 em associagdo a fatores como tempo operatério, uso de drogas
vasoativas e reoperagao, neste sentido contribuindo como fator de risco pds-operatoério
relacionado a diminuigdo de linfocitos T (142143)_ Diversas outras proteinas tiveram nivel
aumentado quatro horas apos o final da circulagdo extracorporea, seguido de certo
declinio no dia seguinte, ainda sem normaliza¢ao. Neste contexto, foi observado aumento
nos niveis de citocinas caracteristicamente inflamatérias como IL-6 E IL-8, e de proteinas
tipicamente anti-inflamatérias como IL1-RA.

O aparente impacto hemodindamico da reacgao inflamatéria sistémica foi
demonstrado pela associacdo entre os niveis pds-operatérios de dez proteinas e a
variavel PAP/PASpoi, com valores de p inferiores a 0,10 em analise inicial univariada. Em
trés situacodes, a saber, para IL-1RA, MIF e MCP-1, o impacto pareceu mais expressivo
quando se considerou a presenga dos genomas virais no modelo estatistico (analise
bivariada). Esta observagéo daria suporte a hipétese de que a partir de um “terreno” inicial
(estrutura microvascular pulmonar) modificado pela exposi¢ao a agentes virais, a reagéo
inflamatoria sistémica deflagrada pelo uso da circulagdo extracorpérea e outros fatores
perioperatorios promoveria as condi¢des (“‘gatilhos”) para uma resposta hemodindmica
pos-operatoria mais acentuada.

No acompanhamento evolutivo da presente coorte, a exemplo de experiéncias
anteriores em nosso servigo, houve trés situagbes (momentos) que demandaram

particular atengdo no manejo dos pacientes. A primeira foi representada pelo periodo
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poOs-operatorio inicial (12 a 24 horas), com comportamentos hemodinamicos bem
caracterizados e seus preditores identificados conforme descrito. A segunda situagéo
correspondeu aos dias subsequentes (ainda em unidade intensiva), onde instabilidades
pré-definidas como eventos incidiram em alguns casos, com consequéncias relevantes
como o prolongamento do uso da ventilagdo mecénica, ocupagéao do leito e necessidade
de manejo de comorbidades decorrentes. A terceira preocupacéao foi representada pela
persisténcia, em alguns casos, de hemodindmica pulmonar alterada seis meses apos a
alta, demandando seguimento mais longo e supervisionado, devido a possibilidade de
evolucao para hipertensao arterial pulmonar de dificil controle.

Tendo sido bem caracterizado o papel de marcadores pré-operatérios (saturagao
de oxigénio e presenca de genomas virais em traqueia) na predigdo da hemodinamica
pos-operatoria, cumpre assinalar que tais marcadores tiveram uma participagdo menos
aparente na determinagdo dos eventos na unidade de tratamento intensivo. A
hemodinadmica pds-operatoria inicial apresentou-se como o principal determinante da
ocorréncia de tais eventos e da persisténcia de pressao pulmonar alterada apos a alta.
N&o significa dizer que a presenga dos genomas virais tenha se tornado destituida de
significado fisiopatolégico a partir de dado momento. Ressalte-se que o curso poés-
operatério € repleto de novos fatores com impacto clinico no periodo e que, ainda assim,
o achado de genomas virais em traqueia persistiu com valor de “p” inferior a 0,10
(especificamente, 0,097) na predigdo dos eventos. Passado o periodo de hospitalizagéo
com seus comemorativos, os genomas virais, identificados anteriormente a cirurgia,
parecem reexpressar o seu significado fisiopatoldgico, ao se associar a niveis mais
elevados de pressdo pulmonar apds a alta. Fica a duvida sobre a permanéncia desse

material genético nas vias aéreas por tempo prolongado no pos-operatorio (n&o
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investigado no presente estudo), e em caso positivo, a especulagéo sobre sua agdo no

remodelamento de vias aéreas e vasos em longo prazo.
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8. Conclusodes

A partir dos objetivos enunciados e com base nos dados observados no estudo,

as seguintes conclusbes s&o cabiveis para a populagdo pediatrica no contexto do

tratamento cirurgico de comunicagdes cardiacas congénitas:

1.

Material genético de virus respiratorios pode ser identificado em nasofaringe e,
com menor frequéncia, em vias aéreas mais baixas (traqueia) em pacientes
considerados fora de estado infeccioso, durante o encaminhamento para cirurgia
cardiaca.

Individuos com material genético viral presente em traqueia estdo sob risco de
apresentar comportamento hipertensivo da circulagado pulmonar (relativamente a
sistémica) no periodo pds-operatorio.

A reducdo da saturacdo periférica de oxigénio aferida na situagdo basal, pré-
operatédria, funciona como um modificador no sentido de incremento de risco,
aumentando a probabilidade de ocorréncia de comportamento hipertensivo
pulmonar sobretudo nos portadores de genomas virais.

A situacao de exposicao prévia a virus respiratorios e a reagao inflamatdéria recente
ao ato cirurgico (que implica uso de circulagao extracorporea) parecem comportar-
se como elemento predisponente e como “gatilho” (respectivamente) para a
ocorréncia de pressao pulmonar mais elevada em relagcéo a sistémica, no periodo
pos-operatorio.

A pressao arterial pulmonar considerada em relagdo a sistémica, aferida nas

primeiras horas do periodo pos-operatorio, constitui importante fator de risco para
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a ocorréncia de eventos clinicos e hemodinamicos durante o curso na unidade de
cuidados intensivos.
Portadores de genomas virais em traqueia, na situagdo pré-operatoria, e que
evoluem com hemodinamica pulmonar hipertensiva nas primeiras horas de pés-
operatério, persistem com niveis mais elevados de pressao naquele territério seis
meses apos a alta, comparativamente a individuos que nao apresentam nenhuma

destas duas condigdes.
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9. Consideragoées finais

Tendo sido recordada a importancia dos virus respiratérios no contexto da cirurgia
cardiaca pediatrica, sobretudo no que diz respeito a condigdo clinica geral para o
encaminhamento cirurgico, e a eventual ocorréncia de infeccdo perioperatéria com
consequéncias nefastas, o presente estudo acrescenta informacbes sobre o
comportamento hemodinamico no subgrupo especifico de individuos com defeitos
septais e hipertensdo pulmonar. Tais aspectos ndo haviam sido ainda explorados em
estudo prospectivo evolvendo uma populacdo com faixa etaria especifica, isto €,
lactentes em sua maioria.

Os resultados incluem algumas observagdes interessantes com potenciais
implicagdes. Em que pese a importéncia epidemioldgica do virus sincicial respiratério em
infeccbes primarias e suas consequéncias conhecidas, o agente mais prevalente na
populagao estudada, fora do estado infeccioso, foi o Rinovirus, tanto em vias aéreas altas
como em traqueia. Sob ponto de vista fisiopatoldgico, foi interessante a observagéao de
qgue o Rinovirus, por si s6, foi capaz de responder pela associagdo com a hemodinamica
poOs-operatoria alterada. Estes achados justificam futuras investigagbes com foco nos
subtipos de rinovirus e sua participacdo nos contextos explorados. Além disso, estudos
envolvendo casuisticas mais amplas poderiam dar suporte ao envolvimento
fisiopatolégico de outros agentes virais especificos, que aparecem com menor
prevaléncia no estudo atual.

Ha outros aspectos relevantes a serem explorados no contexto dos virus
respiratorios, cardiopatias congénitas e hipertensdo pulmonar. Embora no presente

estudo os pacientes tenham sido avaliados, para efeito de pesquisa, até seis meses no
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pos-operatorio, sabe-se que uma pequena parcela destes individuos persiste com niveis
acentuadamente elevados de pressdo arterial pulmonar tardiamente a cirurgia,
requerendo terapias especificas e atengéo continuada. Cumpriria investigar, por exemplo,
se virus respiratérios permanecem em replicacdo tardiamente nestes pacientes, e se
haveria associacao entre este fendbmeno e a persisténcia de hipertensdo pulmonar pos-
operatoria tardia. Tais aspectos ndo foram explorados no presente estudo. Metodologias
especificas precisariam ser desenvolvidas para tal finalidade, inclusive envolvendo novas
coletas de material. Entretanto, o propdsito parece ser justificavel.

Assim sendo, os dados atuais acrescentam singela mas significante contribuicao
ao entendimento do funcionamento do microambiente do pulm&o distal nesta populagéo.
Elementos genéticos também estdo certamente presentes, assim como eventos da vida
intrauterina e pds-natais, de modo a conferir complexidade consideravel ao entendimento
do problema clinico. Apesar disto, cada novo elemento descoberto ou acrescentado
representa muito em termos de oferta de cuidados, desenvolvimento de estratégias

terapéuticas e supervisdo continuada desta populacio.
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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: Identificagdo de material genético de virus respiratdrios fora de estado
infeccioso em portadores de defeitos septais cardiacos congénitos: relagdo com o perfil sérico
de proteinas inflamatdrias e comportamento hemodindmico pulmonar pds-operatdrio

Pesquisador Principal: Prof. Dr. Antonio Augusto B. Lopes

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

Seu filho (sua filha, seu bebé) vai ser submetido a uma operagdo cardiaca para corrigir
um defeito (defeitos) de nascimento. A corre¢do nesta idade é importante, para evitar
complicagbes para o lado do coragdo e dos pulmdes, e para permitir um crescimento mais
adequado.

Estamos fazendo um trabalho, uma investigagao, para ver se existe inflamagao junto
com a doenga cardiaca e pulmonar de sua crianca. Gostariamos de saber se vocé concorda que
sua crianga participe deste estudo. Descobrir se existe alguma inflamagdo ndo suspeitada,
pode ser importante ndo sd para entendermos melhor o comportamento de sua crianga
durante e apds a operagdo, mas também para o manejo de futuros pacientes. A participagdo
no estudo ndo mudard em nada o tratamento de sua crianga. Apenas coletaremos pequenas
amostras de sangue e de secregdo respiratoria antes, durante e ap0s a cirurgia.

A primeira amostra de sangue sera coletada no dia antes da cirurgia, juntamente com
0s exames pré-operatorios normais. Assim, ndo sera necessaria uma “picada” a mais para
coleta de sangue. A segunda e a terceira amostras serdo coletadas logo apds a operagdo e no
dia seguinte. Mas estas amostras serdo coletadas do cateter que a crianca tera para a
operacao, entdo, ndo sera necessario “pica- la”.

A primeira amostra de secre¢do respiratdria sera coletada na véspera da operacdo,
com um cateter no nariz. A coleta é rapida e incomoda muito pouco. A segunda amostra de
secregdo respiratoria sera coletada no dia da operagéo, de dentro do “tubinho” que é colocado
na traqueia da crianca para ela respirar. Como sua crianca ja vai estar anestesiada, ela ndo tera
desconforto nenhum.

O sangue sera analisado procurando por algum indicio de “inflamag@o”. A secregdo da
garganta e da traqueia sera analisada procurando virus que podem estar “dormentes”, sem
sinais aparentes de gripe ou resfriado.

Os resultados serdo todos analisados por médicos e pesquisadores, mantidos em sigilo,
e usados apenas com finalidade cientifica, sem divulgacdo em qualquer tipo de midia que ndo
seja estritamente académica e as amostras coletadas serdo utilizadas apenas para esta
pesquisa.

Se vocé tiver algum desconforto, podera retirar a autorizagdo para participagdo no
estudo a qualquer momento.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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Se vocé ndo concordar que sua crianga participe do estudo, ela seguira o curso normal
do tratamento e seguimento pds-operatdrio, sem nenhum prejuizo ou restri¢do.

Tanto antes da operagdo como durante e depois, mesmo apds a alta hospitalar, sua
crianga contara com a assisténcia de toda a equipe multiprofissional, para o tratamento de
quaisquer problemas. Ndo antevemos nenhum tipo de problema relacionado com o estudo ou
a coleta do material. Mas quaisquer problemas relacionados ao curso habitual do tratamento,
serdo vistos e orientados pela equipe.

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

N3do existem despesas com relagdo a exames ou consultas, normais ou extraordinarias.
Entretanto, esclarecemos que ndo havera compensacao financeira por sua participacao.

A participagdo do seu filho é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara
qualquer penalidade ou modificagdo na forma como ele sera atendido.

Os dados coletados serdo analisados de forma coletiva, e 0 nome dele ndo sera citado
ou revelado em nenhuma publicagdo.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de duvidas. O principal investigador é o Dr. Antonio Augusto B.
Lopes, que pode ser encontrado no enderecgo Instituto do Coragdo (InCor), Av. Dr. Eneas de
Carvalho Aguiar, 44, Telefone (11) 2661-5000, e-mail antonio.ablopes@hc.fm.usp.br. Se vocé
tiver alguma considera¢do ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 52 andar — tel: 2661-
7585 ou 2661-1548 ou 2661-1549 — E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito do estudo ”Identificagdo de
material genético de virus respiratdrios fora de estado infeccioso em portadores de defeitos
septais cardiacos congénitos: relagdo com o perfil sérico de proteinas inflamatdrias e
comportamento hemodindmico pulmonar pds-operatério”. Eu discuti as informacdes acima
com o Pesquisador Responsavel (Dr. Antonio Augusto B. Lopes) ou pessoa (s) por ele delegada
(s) (enfermeiras Maria Francilene Silva Souza e Eloisa Sassa Carvalho, fisioterapeuta Kelly
Cristina de Oliveira Abud) sobre a minha decisdo em participar 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 / /
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DADOS DE IDENTIFICACAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICACAO) DO
PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

O L L RO
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 & ... e e s s s s SEXO:.MoFO
DATA NASCIMENTO: ........ y ST Y-

ENDEREGO... ... e e e et e e e s e e e e e e e

BAIRRO

CEP: TELEFONE: DDD (............ ettt et e e e s e e e e e e

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Padrées hemodinamicos pulmonares em pacientes pediatricos com defeitos septais
cardicos congénitos relagdo com mediadores inflamatérios e a presengca néo
suspeitada de virus respiratérios

Pesquisador: Antonio Augusto Barbosa Lopes

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 25940919.5.0000.0068

Instituicao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.735.675

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de estudo prospectivo, de coorte para avaliar o papel dos virus respiratérios no comportamento
hemodinamico e nos mediadores inflamatérios de criangas submetidas a cirurgia cardiaca para corregéo de
defeitos de septo.

Seréo incluidos pacientes até a idade de trés anos, com comunicagdes cardiacas amplas (ndo restritivas).
As caracteristicas hemodinamicas pré-operatérias serao definidas por meio de ecocardiografia com Doppler.
A pesquisa de virus sera feita em material de nasofaringe e traqueia com uso de imunofluorescéncia e
reacdo de polimerase em cadeia (“real time PCR”). Mediadores inflamatérios (36 proteinas) serdo
analisados no soro mediante ensaio imunoenzimatico. O comportamento hemodinamico pulmonar e
sistémico pos-operatério sera estudado por medidas diretas através de cateteres, com 30 determinagdes
nas primeiras 72 horas apds a cirurgia. Além das implicagdes fisiopatolégicas, o resultado podem ter
impacto critico na prevengao e manejo de complicagdes nesta populagdo.

Ao todo serdo incluidos 74 participantes.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario: Verificar, em pacientes pediatricos com “shunts” cardiacos nao restritivos, a

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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existéncia de possivel diferenga no comportamento hemodinamico pulmonar, nas primeiras 72 horas do
periodo pés-operatdrio, entre portadores e ndo portadores de material genético de virus respiratérios em
vias aéreas.

Objetivo Secundario: 2. Verificar, nos mesmos grupos considerados (portadores e ndo portadores de
genomas para virus respiratérios), possiveis diferencas no perfil de mediadores inflamatérios séricos,
caracterizados fora de estado infeccioso.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sao minimos e relacionados a coleta de material de orofaringe e de sangue por meio de cateter
central ja instalado devido a cirurgia cardiaca. Nao ha beneficios diretos para os participantes, mas o estudo
pode contribuir no planejamento da abordagem perioperatéria deste grupo de pacientes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Estudo de coorte, prospectivo sobre tema de muito interesse no manejo das cardiopatias congénitas com
“shunts”. Nao havera intervengbes que possam levar a um risco maior do que o minimo para os
participantes da pesquisa. O projeto esta bem detalhado e € metodologicamente correto., com exames que
utilizam a biologia molecular.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O pesquisador postou na Plataforma Brasil:

1.[Folha de rosto devidamente preenchida e assinada;

2./Protocolo completo da pesquisa, com o detalhamento de todos os procedimentos que serdo realizados;
3./Anuéncia do responsavel pelo laboratério que ira realizar os exames de identificagdo viral e do
responsavel pela dosagem de citocinas;

4..Cronograma,;

5./0Or¢camento detalhado;

6. TCLE claro e de facil entendimento.

Recomendacgoes:

N&o ha.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Estudo de coorte, prospectivo sobre tema de muito interesse no manejo das cardiopatias

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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congénitas com “shunts”. Metodologicamente correto e bem detalhado, com riscos minimos para o

participante da pesquisa. Obedece os preceitos de ética em pesquisa e esta de acordo com a resolugdo 466

de 2012. Nao ha impedimentos éticos para a aprovagao do protocolo de pesquisa.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n° 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto

conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo

CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas

individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para

publicagao, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do

projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgao do projeto ou a néo publicagédo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/11/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1384794.pdf 11:52:30
TCLE / Termos de | TCLE.docx 18/11/2019 | Antonio Augusto Aceito
Assentimento / 16:04:23 |Barbosa Lopes
Justificativa de
Auséncia
Outros carta_de_compromisso.pdf 18/11/2019 | Antonio Augusto Aceito
16:02:53 [ Barbosa Lopes

Outros cartas_anuencia.pdf 18/11/2019 | Antonio Augusto Aceito
16:02:38 [ Barbosa Lopes

Outros cronograma.doc 18/11/2019 | Antonio Augusto Aceito
16:02:04 | Barbosa Lopes

Projeto Detalhado / |projeto_pos_corrigido.docx 18/11/2019 | Antonio Augusto Aceito

Brochura 15:59:59 |[Barbosa Lopes

Investigador

Outros SGP_ASSINADO .pdf 18/11/2019 | Antonio Augusto Aceito
15:59:32 | Barbosa Lopes

Folha de Rosto fr_pb_assinada.pdf 18/11/2019 | Elaine Lagonegro Aceito
14:21:07 [ Santana Martinho

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

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

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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SAO PAULO, 29 de Novembro de 2019

Assinado por:
Joel Faintuch
(Coordenador(a))

Enderegco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Idade

Peso

Altura

Sd

Qp/Qs

N Paciente Género (meses) Diagnéstico (kg) (cm) Down basal Sp02
1 IRGS F 5,67 DSAV PCA 5,84 63 s 320 87
2 NAP F 11,40 DSAV PCA 5,27 59 s 160 88
3 VHA M 23,13 DSAV 6,98 65 s 360 93
4 LBS F 35,63 DSAV 9,90 89 s 180 93
5 EBES F 10,87 DSAV PCA 6,64 63 s 340 93
6 YVHC F 19,40 cv 6,70 70,5 s 210 98
7 AAF M 13,83 SA\{\"\?"D' 10,00 77 N 380 99
8 PVS M 35,83 cv 11,00 84 N 284 99
9 LAM F 427 cv 3,54 59 N 190 95
10 SBF F 18,20 cv 8,40 88 N 330 97
11 LGOS F 12,53 cv 7,30 69 N 130 98
12 LCHOSS M 16,23 DSAV 5,20 64 s 290 88
13 MHSAV F 10,20 DSAV 5,80 60 s 200 94
14 sve F 8,70 DSAY 1A 5,80 61 s 170 93
15 IRG F 13,30 cv 8,00 70 N 460 9
16 PHR M 573 cv 6,40 63 s 170 96
17 KAO F 7,27 CIVIMIT 7,90 64 N 130 95
18 MMS F 16,00 cv 7,20 73 N 250 99
19 MEGSC F 13,83 DSAV 5,90 67 s 350 94
20 KSO F 18,23 DSAV CIA 8,69 76 s 220 93
PCA
21 MJS F 20,10 CIV PCA 7,13 74 N 180 96
22 VoS F 7,60 cv 493 64 N 210 97
23 GSB F 713 DSAV PCA 6,00 63,5 s 200 92
24 NMMC F 32,00 DSAV 10,38 82 s 170 o7
25 LMS F 470 CIV CIA 497 61 s 240 99
26 ciLS M 11,83 DSAV 6,22 69 s 130 92
27 JUMA M 12,00 DSAV PCA 6,42 71 s 270 97
28 AAG F 12,83 CIV CIA 6,20 67 s 159 99
29 GSS F 9,20 cv 7,10 69 s 140 98
30  CERA M 10,40 cv 6,14 62 N 445 99

BANVD, banda muscular anédmala em ventriculo direito; CIA, comunicagdo interatrial;
interventricular; DSAV, defeito septal atrioventricular; 1Ao, insuficiéncia adrtica; IM, insuficiéncia mitral; IT, insuficiéncia
tricuspide; N: ndo; PCA, persisténcia do canal arterial; Qp/Qs, relagao entre fluxos sanguineos pulmonar e sistémico;

S: sim; SpO2, saturagdo periférica de oxigénio.

CIV, comunicagao
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Idade

Peso

Altura

Sd

N Paciente  Género (meses) Diagnéstico (kg) (cm) Down Qp/Qs basal Sp02
31 SRL F 33,20 CIV CIA 9,37 79 s 2,50 96
32 svs F 7,60 cIv 5,05 63 N 3,20 98
33 TMOM F 8,50 cIv 543 60,5 N 2,20 97
34  MCs M 24,87 CIV 1A0 9,00 80 N 1,20 99
35  LEQS F 10,03 cv 6,48 6,4 s 2,90 99
36  KPBS M 6,97 cIv 4,00 60 N 3,40 98
37  RRG F 5,30 DSAV 5,64 62 s 6,00 96
38  TDN M 25,03 cIv 10,70 77 s 3,30 98
39 ASRA F 33,00 CIV PCA 10,38 88 s 1,80 98
40 MMM M 7,40 cIv 6,83 66 s 2,10 97
41 ASNA F 3,20 DSAV 6,40 67 s 1,50 96
42 BFBS M 5,70 cIv 5,08 60 N 2,50 96
43 LAP F 5,20 DSAV 4,54 59 s 2,50 94
44 XS F 5,07 CIV CIA 3,60 55 s 2,90 96
45  ILLSC F 4,27 DA 479 57,5 s 0,76 89
46  JDC M 3,40 CIV CIA 3,80 54 s 2,00 96
47 NBP M 6,03 CIV CIA 5,40 59 N 170 96
48 MWV M 10,67 DSAV 7,10 68 s 1,90 92
49 ASFS F 14,53 DSAV 5,84 66 s 3,70 90
50  VCA F 14,17 CIV CIA 6,82 66 s 2,10 96
51 IRG F 28,67 cv 10,10 80 s 1,30 96
52 JAC M 1523 cv 8,28 75 s 2,80 97
53 IFS M gy PEAEaER 7,60 67 s 2,80 96
EVP
54  FVRP F 18,70 JAP 7,00 47 s 0,60 89
55  PHAS M 18,33 cv 7,33 72 N - 99
56 KO M 847  DSAV PCA CIA 6,76 64 s 3,00 98
57  DPCS M JpEy DA e 6,62 68 s 3,50 89
PCA
58 MVR F 8,43 cIv 9,10 75 N 3,60 96
5o LBN F 8,40 DSAV 6,60 65,5 s 1,80 98
60 LML M 12,60 CIV PCA 6,10 65 N 1,30 90

CIA, comunicagéo interatrial; CIV, comunicagao interventricular; DSAV, defeito septal atrioventricular; 1Ao, insuficiéncia
aortica; IM, insuficiéncia mitral; IT, insuficiéncia tricispide; JAP: janela aorto-pulmonar; N: ndo; PCA, persisténcia do
canal arterial; Qp/Qs, relagdo entre fluxos sanguineos pulmonar e sistémico; S: sim; SpO2, saturagéo periférica de
oxigénio.
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Apéndice A - Artigo publicado

Abud etal. European Journal
European Journal of Medical Research (2023) 28:38 .
https://doi.org/10.1186/540001-023-01003-y of Medical Research

5 . . ®
Resplratory viruses and postoperative o

hemodynamics in patients with unrestrictive
congenital cardiac communications:
a prospective cohort study

Kelly C. O. Abud', Clarisse M. Machado?, Lucy S. Vilas Boas?, Nair Y. Maeda®, Eloisa S. Carvalho',
Maria Francilene S. Souza', Paula V. Gaiolla', Claudia R. P. Castro', Juliana Pereira®, Marlene Rabinovitch® and
Antonio Augusto Lopes'”

Abstract

Background Pulmonary vascular abnormalities pose a risk for severe life-threatening hemodynamic disturbances
following surgical repair of congenital cardiac communications (CCC,). In the distal lung, small airways and vessels
share a common microenvironment, where biological crosstalks take place. Because respiratory cells infected by
viruses express a number of molecules with potential impact on airway and vascular remodeling, we decided to test
the hypothesis that CCC patients carrying viral genomes in the airways might be at a higher risk for pulmonary (and
systemic) hemodynamic disturbances postoperatively.

Methods Sixty patients were prospectively enrolled (age 11 [7-16] months, median with interquartile range). Preop-
erative pulmonary/systemic mean arterial pressure ratio (PAP/SAP) was 0.78 (0.63-0.88). The presence or absence of
genetic material for respiratory viruses in nasopharyngeal and tracheal aspirates was investigated preoperatively in
the absence of respiratory symptoms using real-time polymerase chain reaction (kit for detection of 19 pathogens).
Post-cardiopulmonary bypass (CPB) inflammatory reaction was analyzed by measuring serum levels of 36 inflamma-
tory proteins (immunoblotting) 4 h after its termination. Postoperative hemodynamics was assessed using continuous
recording of PAP and SAP with calculation of PAP/SAP ratio.

Results Viral genomes were detected in nasopharynx and the trachea in 64% and 38% of patients, respectively. Rhi-
novirus was the most prevalent agent. The presence of viral genomes in the trachea was associated with an upward
shift of postoperative PAP curve (p=0.011) with a PAP/SAP of 0.44 (0.36-0.50) in patients who were positive versus
0.34 (0.30-045) in those who were negative (p=0.008). The presence or absence of viral genomes in nasopharynx did
not help predict postoperative hemodynamics. Postoperative PAP/SAP was positively correlated with post-CPB levels
of interleukin-1 receptor antagonist (p = 0.026), macrophage migration inhibitory factor (p =0.019) and monocyte
chemoattractant protein-1 (p =0.031), particularly in patients with virus-positive tracheal aspirates.

Conclusions Patients with CCC, carrying respiratory viral genomes in lower airways are at a higher risk for postopera-
tive pulmonary hypertension, thus deserving special attention and care. Preoperative exposure to respiratory viruses
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| and post-CPB inflammatory reaction seem to play a combined role in determining the postoperative behavior of the

pulmonary circulation.

Keywords Congenital heart disease, Respiratory viruses, Pulmonary hypertension, Pediatric cardiac surgery,
Postoperative inflammatory response, Pediatric intensive care

Background

In patients with congenital cardiac communications,
pulmonary vascular abnormalities pose a risk for
immediate postoperative hemodynamic disturbances
which are sometimes severe enough to be considered as
life-threatening medical emergencies. Besides, persis-
tent pulmonary hypertension late after operation may
affect treatment success [1-3]. The severity of postop-
erative pulmonary vascular reactivity depends on the
degree of preoperative pulmonary vascular remodeling
which is generally related to patient age, type of cardiac
anomaly and presence of extracardiac syndromes, such
as Down syndrome (trisomy 21) [4]. Intraoperative fac-
tors play a role: metabolic and electrolyte abnormali-
ties, imbalance between endogenous vasoconstrictors
and vasodilators, and systemic inflammatory response
to cardiopulmonary bypass (CPB) [5]. Postoperatively,
hypoxia and acidosis have been considered as major
triggers for pulmonary vasoconstriction [6, 7].

Large (unrestrictive) cardiac communications may be
associated with pulmonary overcirculation with varia-
ble degrees of pulmonary congestion. Patients may pre-
sent with congestive heart failure and failure to thrive
and are predisposed to recurrent upper and lower res-
piratory tract infections. Viral infections have been
extensively investigated in pediatric patients under-
going cardiac surgery. They were shown to impact on
major outcomes, such as duration of postoperative
mechanical ventilation, length of intensive care unit
and hospital stays, and mortality [8—10]. However, the
impact of preoperative exposure to respiratory viruses
on the postoperative behavior of the pulmonary circu-
lation has not been examined so far.

Respiratory viral infections may affect pulmonary
microcirculation in at least two ways. First, they may
cause local alveolar hypoxia, a major stimulus for pul-
monary vasoconstriction. Second, infected airway
epithelial cells cause cascade expression of proinflam-
matory cytokines, chemokines and growth factors, thus
inducing local inflammation, extracellular matrix reor-
ganization and cell proliferation [11-17]. Because small
airways and arteries share the same microenvironment
in the lungs [18], the biological events that take place as
a result of viral infections may in theory, contribute to
both airway and vascular remodeling.

In this study, we investigated the possible role of pre-
operative exposure to respiratory viruses and post-CPB
inflammatory reaction in determining the behavior of
the pulmonary circulation following elimination of left-
to-right cardiac shunts. We examined that in a prospec-
tive pediatric cohort taking into consideration classical
risk factors for postoperative pulmonary hypertension
as well. We also looked for a possible relationship
between the presence/absence of viral genomes in the
airways prior to surgery and the level of pulmonary
arterial pressure after discharge from the hospital.

Methods

Study design, setting and patients

This was a prospective cohort study comprising
patients who were admitted to the Heart Institute
(InCor), University of Sdo Paulo School of Medicine,
Sao Paulo Brazil, from November 2016 to September
2021, for surgical repair of congenital cardiac commu-
nications. Patients were consecutively enrolled based
on the following criteria: age 1 month to 3 years; heart
with biventricular physiology; presence of unrestric-
tive cardiac communications, i.e., with a diameter of
the post-tricuspid communication greater than 50%
of the aortic annulus diameter on transthoracic echo-
cardiography; absence of pulmonary stenosis; clinical
features suggestive of at least moderately elevated pul-
monary arterial pressure: a loud second heart sound at
pulmonic region, increased pulmonary/systemic blood
flow ratio with absence of significant pressure gradi-
ents across the septal defects (echocardiography) and
increased pulmonary vascular markings on chest radio-
graphs; absence of extracardiac syndromes other than
Down syndrome; and absence of any signs of ongo-
ing or recent inflammatory or infectious diseases. The
study was based essentially on patients who were eli-
gible for surgical treatment with no need for cardiac
catheterization. Patients with significant right-to-left
shunting and persistently low peripheral oxygen satura-
tion (<85%), suggesting the presence of advanced pul-
monary vasculopathy, were not included. An informed
consent signed by family members was necessary for
patient inclusion. The study protocol was approved by
the Institutional Scientific and Ethics Committee, CAP-
Pesq no. 3.735.675.
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General diagnostic data

Data recorded at baseline included details of the clini-
cal history and physical examination, such as signs and
symptoms of congestive heart failure and failure to thrive,
presence or absence of Down syndrome, occurrence of
acute respiratory infections and eventual hospitalization
prior to referral to the Heart Institute. The diagnosis of
Down syndrome was confirmed by genetic testing. Chest
radiographs, ECG and complete echocardiographic data
were available for all patients. Transthoracic echocardi-
ography was used to assess cardiovascular anatomy and
blood flow parameters. The pulmonary/systemic blood
flow ratio was calculated based on systolic flow param-
eters in the right and left ventricular outflow tracts. Pul-
monary venous flow was estimated by measuring the
velocity—time integral of blood flow in pulmonary veins.
Patients with a pulmonary blood flow ratio greater than
2.50 and a velocity—time integral of pulmonary venous
flow>24.0 cm were considered to have pulmonary over
circulation which was generally associated with normal
(>93%) peripheral oxygen saturation. Subjects with a
pulmonary/systemic blood flow ratio<2.00, a velocity—
time integral of blood flow in pulmonary veins <20.0 cm
and peripheral oxygen saturation <93% were presumed
to have heightened pulmonary vascular resistance, thus
requiring special attention postoperatively. The tricuspid
annular plane systolic excursion (TAPSE) was used to
estimate right ventricular systolic function.

Perioperative management

Patients underwent open cardiac surgery for repair of
cardiac lesions. Intraoperatively, they had pulmonary
arterial pressure and systemic arterial pressure lev-
els recorded before and after cardiopulmonary bypass
(CPB). In our institution, patients who are at risk for
postoperative pulmonary hemodynamic disturbances,
i.e, those with unrestrictive cardiac communications
and preoperative signs of pulmonary hypertension are
routinely weaned from CPB on 20 ppm inhaled nitric
oxide. A pulmonary arterial catheter was inserted by the
surgeon to facilitate hemodynamic monitoring in the
intensive care unit. Postoperative analgosedation was
performed using fentanyl, midazolan and ketamine singly
or in combination. Alternatively, morphine and dexmeto-
midine were used in combination in subjects with a very
stable clinical course. Milrinone, epinephrine and norepi-
nephrine were used as inotropic/vasoactive agents. Post-
operatively, patients were kept on inhaled nitric oxide
during the entire period of mechanical ventilation, except
those in whom ventilation was prolonged for reasons
other than pulmonary hypertension.
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Primary outcome: postoperative hemodynamics

Invasive assessment of pulmonary and systemic arterial
pressures was carried out for at least 2.5 days postop-
eratively (readings taken at 2-h intervals). Patients with
unstable clinical course required longer periods of hemo-
dynamic monitoring. To analyse differences between
the study groups (i.e., patients with versus without viral
genomes in the respiratory tract) pressure curves were
constructed based on data obtained during the first 12 h
of intensive care unit stay. In that period, patients were
still deeply sedated, stable on mechanical ventilation
receiving 20 ppm inhaled nitric oxide, and already free
from major post-CPB hemodynamic instabilities. We
also computed pulmonary/systemic mean arterial pres-
sure ratio (PAP/SAP) and calculated the mean of first
4 values corresponding to the first 6 h of postoperative
monitoring. In the study, this parameter was referred to
as early postoperative PAP/SAP. It was also used to com-
pare groups.

Other assessments during and after hospitalization

Postoperative clinical events related to pulmonary vas-
cular tone instability and acute right/left ventricular
dysfunction were recorded. These included: (1) typical
pulmonary hypertensive crisis defined as a sustained
elevation of pulmonary arterial pressure (mean pulmo-
nary arterial pressure>75% of systemic arterial pressure
level) with a decline in systemic pressure (>20%) and
oxygen desaturation (<90%); (2) systemic hypotension
with a pulmonary/systemic mean arterial pressure ratio
in the range of 50-75% requiring frequent changes in the
doses of vasoactive-inotropic drugs; (3) prolonged and/or
recurrent hemodynamic and respiratory disturbances not
promptly responsive to sedation and manual ventilation;
and (4) all hemodynamic and respiratory critical instabil-
ities requiring cardiorespiratory resuscitation. Transient
elevations of pulmonary arterial pressure, even to supra-
systemic levels, that were rapidly reversed by sedation
and manual ventilation were not characterized as clini-
cal events. Interpretations were made independently by 3
physicians (AAL, AMT, and on-duty intensivist).

After discharge from the hospital patients were fol-
lowed up for 6 months, and then pulmonary hemo-
dynamics was re-evaluated noninvasively by means of
transthoracic echocardiography. An adequate tricuspid
regurgitation jet Doppler signal was required to estimate
systolic pulmonary arterial pressure. That was not possi-
ble in subjects with negligible tricuspid regurgitation. All
factors and covariates that were recorded perioperatively
were tested for a possible role in predicting post-hospi-
talization pulmonary arterial pressure.
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Respiratory viruses

Nasopharyngeal and tracheal aspirates were obtained
from all patients for detection and identification of res-
piratory viruses. Nasopharyngeal aspirates were obtained
2-3 days before surgery in the complete absence of res-
piratory symptoms. Tracheal aspirates were collected
in the operating room just after orotracheal intuba-
tion. Nucleic acid extraction was performed using the
EASYMAG system (bioMérieux, France) according to
the manufacturer’s instructions. Samples were subjected
to real-time polymerase chain reaction (RT-PCR, one
step) using the ABI 7500 system (Applied Biosystems,
CA, USA). A Multiplex Kit (XGen, Pinhais, PR, Bra-
zil) was used for detection of 19 respiratory pathogens
including 18 viruses and Mycoplasma pneumoniae.

Pre- and postoperative inflammatory profile

Peripheral venous blood was collected 2-3 days before
surgery and 4 h after CPB termination for analysis
of serum levels of 36 inflammatory mediators. Pro-
teins were analyzed by immunoblotting using a human
cytokine array (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).
Samples were processed in duplicate and proteins were
semiquantified by chemiluminescence. The results were
obtained taking the average signal of each pair of dupli-
cate spots and expressed as units of pixel intensity (upi).
Preoperative and postoperative samples were always run
in the same assay.

Data obtainment

Preoperative and postoperative clinical and hemody-
namic assessments and laboratory analyses (respiratory
viruses and inflammatory mediators) were carried out in
a blinded fashion.

Statistical analysis

Unless otherwise specified, numerical data are presented
as medians with interquartile ranges. Categorical data are
presented as number of cases and percentages. Descrip-
tive statistics was performing using the Mann—Whitney
test and the Chi-square family of tests for comparisons
between groups. The Wilcoxon test, Friedman’s test and
linear regression analysis were used to test for differences
and associations within subjects. Inferential statistics was
carried out using the General Linear model (one-way
GLM analysis and two-way GLM analysis for repeated
measures) to test for differences between groups regard-
ing the behavior of hemodynamic parameters and curves.
In this case, the distribution of the dependent variables
was tested for closeness to the normal (Gaussian) distri-
bution and when necessary, variables were analyzed after
Box—Cox transformation. Predictors of hemodynamic
abnormalities and clinical events were identified using
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univariate, bivariate and multivariate Logistic regres-
sion analysis. Once a predictor was identified, a second
variable was characterized as a confounder or enhancer
if its inclusion in the statistical model resulted in a >10%
change in the original odds ratio. In all tests, 0.05 was set
as the significant level. Statistical analysis was performed
using the SPSS statistical software, version 28 (IBM,
Armonk, NY, USA).

Results

Patient’s baseline information

A flow diagram showing how patients were selected is
shown in Fig. 1. Sixty patients were enrolled with age
range of 3-35 months (11 [7-16] months, median with
interquartile range). There were 39 patients with Down
syndrome, 24 of whom had complete atrioventricular
septal defect. All other patients had unrestrictive ventric-
ular septal defect, either isolated (23 cases) or in combi-
nation with atrial septal defect, patent ductus arteriosus,
mitral, tricuspid or aortic regurgitation, or aortopulmo-
nary window (13 cases). For the entire cohort, pulmo-
nary/systemic blood flow ratio was 2.20 (1.73-2.90) and
peripheral oxygen saturation was 96% (93-98%). The
presence of relatively restricted pulmonary blood flow
considering the size of the cardiac communications sug-
gested that pulmonary vascular resistance was elevated in
some cases. Peripheral oxygen saturation was negatively
correlated with pre-CPB PAP/SAP (r=—0.34, p=0.009)
further suggesting some degree of right-to-left shunt-
ing at baseline. On the other hand, 25% of patients had
a pulmonary/systemic blood flow ratio greater than 2.90
which was generally associated with overt pulmonary
congestion and failure to thrive. According to informa-
tion obtained from parents, at least 20% of patients had
respiratory viral infections prior to referral to the Heart
Institute. Twenty-five patients (41.7%) had episodes of
bronchiolitis and 22 (36.7%) had pneumonia requiring
hospitalization.

Surgery and immediate postoperative course

All patients underwent complete surgical repair of car-
diac anomalies. Pre-CPB mean pulmonary arterial pres-
sure and pulmonary/systemic mean arterial pressure
ratio were elevated. Both parameters decreased signifi-
cantly after elimination of cardiac shunts. However, in
the majority of patients they remained above optimal
guidelines levels of 20 mmHg and 0.30, respectively [19].
Pre- and post-CPB mean pulmonary arterial pressure was
32 (28-38) mmHg and 21 (19-26) mmHg, respectively,
p<0.001. For pulmonary/systemic mean arterial pressure
ratio values were 0.78 (0.63-0.88) and 0.40 (0.33-0.48),
respectively, p<0.001. Postoperatively, 14 patients had
relevant clinical events as defined, which contributed to
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Fig. 1 Flow diagram showing patient inclusion and exclusion during the period of the study

prolonged mechanical ventilation (p <0.001). One patient
died of septicemia. Another patient died in the course of
rapid-onset systemic hypotension followed by bradycar-
dia unresponsive to vasopressin and other life-supporting
interventions.

Detection of respiratory viruses

It was possible to characterize respiratory viral genomes
in nasopharyngeal and tracheal aspirates in 58 and 55
patients, respectively. For the remaining patients, the
amount of molecular material present in the aspirates
was considered insufficient for analysis. The percent-
age of patients carrying genetic material for each of
the viruses investigated in the study is shown in Fig. 2.
Human rhinovirus was found to be the most prevalent
agent in nasopharynx and trachea. Thirty-seven patients
(64%) were positive for respiratory viral genomes in naso-
pharynx, of whom 20, 10, 5 and 2 were carriers for 1, 2,

(See figure on next page.)

3 and 4 viruses, respectively. Twenty-one patients (38%)
were positive for viral genomes in the trachea, of whom
14, 5 and 2 were carriers for 1, 2 and 3 viruses, respec-
tively. In 1 out of 9 patients who had tracheal aspirates
collected and analyzed during the pandemia, SARS-CoV-
2-specific RT-PCR test was positive. This patient also
tested positive for human parainfluenza virus 3, human
bocavirus and Mycoplasma pneumoniae.

Factors influencing postoperative hemodynamics

The behavior of pulmonary and systemic arterial pressure
and peripheral oxygen saturation during the first 12 h
of postoperative care is shown in Fig. 3. When patients
were analyzed according to the presence or absence of
viral genomes in the nasopharynx, similar curves were
obtained for all parameters. However, patients who
were positive for viral genomes in tracheal aspirates
had significantly higher pulmonary arterial pressure

Fig. 2 Respiratory viral genomes detected in nasopharyngeal and tracheal aspirates (total of 58 and 55 cases analyzed, respectively). FIuA and
FluB: influenza A and influenza B, respectively; HIN1: influenza AH1N1; CoV43, CoV63, CoV229 and HKU: coronavirus OC43, NL63, 229E and HKU1,

respectively; HPIV1, HPIV2, HPIV3 and HPIV4: human parainfluenza virus 1,

2,3 and 4, respectively; HMPVA/B: human metapneumovirus A/B;

HRSVA/B: human respiratory syncytial virus A/B; HPeV: human parechovirus; EV: enterovirus; HAdY: human adenovirus; HBoV: human bocavirus; HRV:

human rhinovirus; Mpneu: Mycoplasma pneumoniae
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levels compared to those who were negative. Further-
more, there was a trend toward lower oxygen saturation
levels in the former group. Patients with versus without
viral genomes in the trachea were subsequently com-
pared in terms of demographic and diagnostic features
as well as pre-CPB hemodynamics. No significant differ-
ences were observed (Table 1). There were no differences
in baseline levels of inflammatory proteins between the
groups, except for chemokine SDF-1 whose levels were
lower in the former one (respectively, 3569 [2528-4972]
and 4998 [3955-6496] units of pixel intensity, p=0.037).

The analysis of factors with possible influence on
postoperative hemodynamics in addition to the pres-
ence of viral genomes in the trachea was carried out
using early postoperative PAP/SAP as dependent vari-
able; values >0.40 were shown to be associated with rel-
evant postoperative clinical events [20]. In the present
study, early postoperative PAP/SAP in patients with
and without respiratory viral genomes in tracheal aspi-
rates was 0.44 (0.36-0.50) and 0.34 (0.30-0.45), respec-
tively, p=0.008. Using univariate analysis, we identified
8 factors potentially correlatable with early postopera-
tive PAP/SAP, with p values<0.10 (Table 2). However,
only baseline peripheral oxygen saturation, identi-
fied as a protective factor (odds ratio 0.40 for quartiles,
95% CI 0.23-0.72, p=0.002) and the presence of viral

Table 1 Demographic and diagnostic data in patient groups

Page 8 of 16

genomes in the trachea (risk-factor, odds ratio 4.42, 95%
CI 1.17-16.78, p=0.029) remained in the multivari-
ate model. The final logistic regression equation was: Ln
(p/1—p)=1.290+1.487* 0 or 1 for absence or presence
of viruses —0.909* baseline oxygen saturation, where p
is the probability of having an early postoperative PAP/
SAP>0.40. Because rhinovirus was the most prevalent
agent, we analyzed early postoperative PAP/SAP com-
paratively in patients carrying only rhinovirus (n=8)
and those who were negative for all investigated viruses
(n=34). The respective values were 0.45 (0.33-0.59) and
0.34 (0.30-0.45) (p=0.041 after adjustment for baseline
oxygen saturation). We also analyzed the postopera-
tive behavior of the pulmonary circulation specifically
in patients who entered the study prior to SARS-CoV-2
pandemia. Early postoperative PAP/SAP in patients
with (#=17) and without (n=29) viral genomes in tra-
cheal aspirates was 0.42 (0.36-0.53) and 0.34 (0.29-0.43),
respectively, p=0.007. For patients who entered the
study during the pandemia, values were 0.44 (0.36-0.46)
(n=4) and 0.35 (0.30-0.57) (n=5), respectively.

Postoperative inflammatory reaction

Changes in hematological parameters from baseline are
shown in Table 3. Postoperatively, there was a decrease
in lymphocyte and platelet count while monocytes,

Viral genomes in tracheal aspirates

Absent (n=34) Present (n=21) p value

Age, months 10 (7-17) 11 (8-15) 06217
Gender, M:F 14220 714 0767*
Weight, kg 66 (54-8.1) 64 (60-75) 0993
Height, cm 65.0 (61.8-72.5) 66.0 (62.0-70.5) 0.835
Down syndrome, n (%) 26 (76.5) 10 (47.6) 0.058*
Peripheral oxygen saturation, % 96 (93-98) 96 (92-98) 0875
Transthoracic echocardiography

Main cardiac anomaly, ventricular septal defect: atrioventricular septal 19:15 14:7 0610°

defect

Pulmonary/systemic blood flow ratio 2.25(1.70-3.05) 2.20 (1.55-2.90) 0.597"

Velocity-time integral of blood flow in pulmonary veins, cm? 224(188-253) 21.3(20.0-25.0) 0815

TAPSE, mm® 15.0(13.0-17.0) 13.0(12.0-16.0) 0.155"
CPB time, min 132 (90-151) 125 (95-152) 0,979
Pre-CPB mean pulmonary artery pressure, mmHg 32(28-36) 37 (30-40) 0.070"
Pre-CPB pulmonary/systemic mean arterial pressure ratio 0.79 (0.62-0.86) 0.83 (0.68-0.94) 0212°

Numeric variables are presented as median with interquartile range
CPB cardiopulmonary bypass
* Mann-Whitney test

# Chi-square test

S Tricuspid annular plane systolic excursion. Normally, values increase with increasing age in the pediatric population. A TAPSE of > 15.5 is considered normal at the

age of 1 year, as are values > 16.5 by the age of 2 years [24]

#Values < 20 cm are generally associated with elevated pulmonary vascular resistance in pediatric patients with unrestrictive cardiac shunts [22, 23]
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Table 2 Variables possibly associated with postoperative elevation of pulmonary arterial pressure
Coefficient Odds ratio® 95% Cl p value
Lower limit Upper limit

Age 0.244 128 0.81 2.02 0.296
Gender —0454 064 022 1.86 0408
Weight —0.024 098 0.62 1.54 0.920
Height 0.159 117 0.75 1.85 0491
Down syndrome 0.968 263 0.85 8.20 0.095
Main cardiac anomaly, AVSD compared to VSD 133 379 1.28 11.25 0.017
Peripheral oxygen saturation —0.701 0.50 030 0.81 0.005
Pulmonary/systemic blood flow ratio —0.112 089 0.56 142 0.637
Pulmonary venous flow (VTI) 0.355 143 0.90 227 0.135
TAPSE —0454 064 039 1.05 0.076
CPB time 0.931 254 1.45 4.44 0.001
Pre-CPB mean pulmonary artery pressure 0.504 1.66 1.01 2.73 0.048
Pre-CPB pulmonary/systemic mean arterial pressure ratio 0.498 165 1.01 269 0.047
Presence of respiratory viral genomes in the trachea 1.223 340 1.09 10.59 0.035

Results were obtained using logistic regression analysis. All numeric variables were analyzed as quartiles

AVSD atrioventricular septal defect, CPB cardiopulmonary bypass, TAPSE tricuspid annular plane systolic excursion, VSD ventricular septal defect, VTl velocity-time

integral of blood flow in pulmonary veins

2 Associated with early postoperative pulmonary/systemic mean arterial pressure ratio > 0.40 (mean of first 4 values, readings at 2-h intervals)

Table 3 Preoperative and postoperative hematological data

Before surgery
White blood cell count, K/uL 10.54 (7.69-12.21)
Lymphocytes, K/pL 4.78(3.58-7 76)
Monocytes, K/pL 0.68 (0.5 06)
Neutrophils, K/uL 3.28 (2.06-4. 90)
Neutrophil to lymphocyte ratio 0.57 (0.38-0.97)
Platelets, K/ulL 328 (265-380)
Mean platelet volume, fL 9.40 (8.80-10.00)
C-reactive protein, mg/L 88 (1.06-3.30)

Post-CPB p value*
4h 24h
423( 45-17.02)1 13.93 (11.59-1833)" <0001
69 (1.00-2.44)! 1.77 (1.17-2.19)" <0001
05 (0.72-1.43)* 144 (0.79-1.88)" <0001
082(868 369) 10.70 (8.08-13.66)" <0001
688(403 1066)" 633(420 942) <0001
40 (114-170)" 38 (11 <0001
930 (860-9.93) 10.00 (920 1050) <0001
277 (1.80-4.30) 69.01 (54.40-79.79)" <0001

Results are presented as median with interquartile range
CPB cardiopulmonary bypass
*Friedman test

tand #, respectively, p<0.001 and p <0.01 versus baseline

neutrophils and the neutrophil to lymphocyte ratio
increased significantly. The increase in platelet vol-
ume was compatible with increased platelet turnover.
C-reactive protein was importantly increased on postop-
erative day 1. Post-CPB systemic inflammatory response
was characterized by changes in serum levels of sev-
eral inflammatory proteins, as shown in Table 4. For
example, the decrease in serum RANTES was directly
related to the amount of vasoactive and inotropic drugs
required for hemodynamic stabilization which was com-
puted using the vasoactive-inotropic score [21] (r=0.50,

p<0.001). Besides, there was a marked increase in cir-
culating IL-1RA with negligible changes in IL-1 (spare
receptor phenomenon). The relationship between post-
CPB inflammatory response and development of post-
operative pulmonary hypertension was investigated. Of
36 inflammatory proteins that were analyzed in serum
4 h post CPB, 10 were found to have a possible influ-
ence on early postoperative PAP/SAP with p values<0.10
(Table 5). To investigate if respiratory viruses and post-
CPB inflammatory reaction could have combined effects
on postoperative hemodynamics we adjusted bivariate
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Table 4 Changes from baseline in serum levels of inflammatory proteins following CPB
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Before surgery 4 h post-CPB Valor de p*

C5/C5a (upi) 93 (1199 6766) 1796 (1073-3578) 0.021
CD40L (upi) 48 (3130-10,662) 2474 (1263-4975) <0.001
G-CSF (upi) 448 (265 814) 1222 (685-1990) <0.001
GM-CSF (upi) 327 (161-440) 279 (171-397) 0.753
GROa (upi) 1947 (1319-3250) 1301 (757-2135) 0.001
1-309 (upi) 505 (254-1158) 623 (300-935) 0995
ICAM-1 (upi) 1,303 (31,628-52,121) 39,366 (28,739-48,650) 0398
|FN- y(up\) 294( 80-407) 285 (187-432) 0302
a(upi) 365 (202-617, 366 (227-727) 0624
B(up\) 70 (124 470) 224 (122-436) 0.807
IL-1RA (upi) 626(730 2450) 15,023 (11,424-20,347) <0.001
IL-2 (upi) 92 (120-490) 222 (147-379) 0.666
IL-4 (upi) 337( 66-488) 295 (206-461) 0.369
IL-5 (upi) 26 (79-240) 6 (75-214) 0.630
IL-6 (upi) 301 (180-621) 98 (563-2128) <0.001
IL-8 (upi) 267 (148-447) 482 (231-828) <0.001
IL-10 (upi) 250 (141-391) 284 (205-461) 0.050
IL-12p70 (upi) 261 (151-421) 239 (132-413) 0.554
IL-13 (upi) 619 (318-1208) 671 (3 -1157) 0.130
IL-16 (upi) 592 (290-1085) 859 (1171-2840) <0.001
IL-17 (upi) 293 (177-477) 273 (175-521) 0225
IL-17E (upi) 400 (208-639) 350 (239-602) 0781
IL-27 (upi) 283 (157-415) 251 (158-406) 0817
IL-32a (upi) 583 (281-977) 442 (284-940) 0.133
IP-10 (upi) 787 (425-1375) 1519 (787-3826) <0.001
I-TAC (upi) 9(279-913) 504 (319-807) 0.959
MCP-1 (upi) 439 (232-824) 676 (378-1028) 0.001
MIF (upi) 5529 (4652-7003) 7609 (6733-9935) <0.001
MIP-1a/B (upi) 524 (269-878) 491 (281-921) 0635
Serpin E1 (upi) 44,650 (34,461-56,664) 36,631(31,107-47,622) 0.006
RANTES (upi) 61,983 (47,488-71,255) 50,689 (39,347-65,383) 0.004
SDF-1 (upi) 4348 (3333-6127) 4321 (2911-6630) 0.933
TNF-a (upi) 306 (149-585) 304 (203-584) 0.243
STREM-1 (upi) 280 (177-533) 285 (196-583) 0462
IL-18 (upi) 1058 (544-1576) 1055 (558-1799) 0.103
IL-21 (upi) 1(266-732) 414 (282-684) 0440

Results are presented as median with interquartile range
CPB cardiopulmonary bypass
*Wilcoxon test

models for each of the proteins listed in the table using
the presence/absence of viral genomes in tracheal aspi-
rates as the second variable. For 3 cytokines, the inclu-
sion of the second variable resulted in a > 10% increase in
the odds ratio obtained at univariate analysis, thus sug-
gesting a role for viruses and cytokines as predisposing
and triggering factors, respectively (Table 5).

Early postoperative hemodynamics and clinical events

Postoperative clinical events were closely related to early
postoperative hemodynamics, as shown in Table 6. There
was a role for hemodynamic parameters recorded in the
operating room as well. Multivariate analysis showed
that early postoperative PAP/SAP was positively corre-
lated with the occurrence of postoperative events (odds
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Table 5 Inflammatory markers and postoperative elevation of pulmonary arterial pressure: univariate and bivariate analyses

Page 11 of 16

Coefficient 0Odds ratio? 95% ClI p value
Lower limit Upper limit
IL-1RA 0.583 1.79 1.02 3.14 0.041
IL-6 0.708 2.03 1.10 376 0.024
IL-10 0.599 1.82 1.00 331 0.049
IL-17E 0.558 175 0.98 313 0.061
MCP-1 0468 1.60 0.92 278 0.096
MIF 0.583 179 1.02 314 0.041
MIP-1a/ 0.558 175 0.98 313 0.061
TNF-a 0.522 1.69 094 3.02 0.079
IL-18 0.599 1.82 1.00 331 0.049
IL-21 0818 227 123 419 0.009
IL-1RA 0711 2.04 (14% increase) 1.09 381 0.026
Presence of respiratory viral genomes in the trachea 1475 437 1.08 17.63 0.038
MIF 0.849 234 (31% increase) 1.15 474 0.019
Presence of respiratory viral genomes in the trachea 1432 4.19 1.03 16.96 0.045
MCP-1 0.780 2.18 (36% increase) 1.07 443 0.031
Presence of respiratory viral genomes in the trachea 1.843 6.32 1.30 3071 0.022

Cytokine concentrations were measured 4 h after cardiopulmonary bypass termination and analyzed as quartiles

Shown in bivariate analysis are the proteins with a > 10% increase in odds ratio relative to univariate analysis

The first step consisted of selecting cytokines with a p value <0.10

2 Associated with early postoperative pulmonary/systemic mean arterial pressure ratio > 0.40 (mean of first 4 values, readings at 2-h intervals). Results were obtained

using logistic regression analysis

Table 6 Variables with possible association with postoperative clinical events

Coefficient Odds ratio 95% Cl p value
Lower limit Upper limit
Age 0.129 1.14 0.67 1.94 0.635
Gender —0.948 039 0.10 1.58 0.186
Weight 0.209 123 0.72 212 0452
Height —0.073 0.93 0.55 1.58 0.788
Down syndrome —0.041 0.96 0.28 335 0.949
Main cardiac anomaly, AVSD vs.VSD —0.236 0.79 023 2.73 0.709
Peripheral oxygen saturation —0.207 0.81 049 1.36 0433
Pulmonary/systemic blood flow ratio —0077 093 0.54 1.59 0.782
Pulmonary venous flow (VTI) —0017 0.98 0.58 167 0.950
TAPSE —0531 0.59 032 1.07 0.084
CPB time —0.075 0.93 0.54 1.59 0.785
Pre-CPB mean pulmonary artery pressure 0424 1.53 0.86 2.72 0.149
Pre-CPB pulmonary/systemic mean arterial pressure ratio 0.059 1.06 0.62 1.83 0.832
Post-CPB mean pulmonary artery pressure 0.789 220 1.18 41 0.013
Post-CPB mean systemic artery pressure —0.773 046 0.24 0.89 0.021
Post-CPB pulmonary/systemic mean arterial pressure ratio 0.965 262 132 520 0.006
Early postoperative PAP/SAP>0.40 2025 7.58 1.84 3128 0.005
Presence of respiratory viral genomes in the trachea 1.055 287 0.83 9.99 0.097

All numeric variables were analyzed as quartiles

AVSD atrioventricular septal defect, CPB cardiopulmonary bypass, PAP/SAP pulmonary/systemic mean arterial pressure ratio, TAPSE tricuspid annular plane systolic

excursion, VSD ventricular septal defect, VT/ velocity-time integral
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Fig. 4 Interactive influence of respiratory viral genomes and

early postoperative hemodynamics (pulmonary/systemic mean
arterial pressure ratio, PAP/SAP) on post-hospitalization pulmonary
arterial pressure. Shown are the results of patients for whom it was
possible to analyze viral genetic material in tracheal aspirates and
systolic pulmonary arterial pressure on 6-month postoperative
echocardiogram. Data were analyzed using the general linear model
and results are presented as means with SE. Groups not sharing the
same letter were different at post hoc multiple comparisons

ratio 8.40 for quartiles, 95% CI 1.79-39.47, p=0.007),
while higher levels of post-CPB mean systemic arterial
pressure were protective (odds ratio 0.42 for quartiles,
95% CI 0.20-0.89, p=0.023). Importantly, there was a
direct relationship between the occurrence of postop-
erative events and the duration of mechanical ventilation
(p<0.001).

Hemodynamics after discharge from the hospital
Fifty-eight individuals were discharged from the hospital
and were seen in outpatient medical settings 6 months
after operation. In 55 subjects, there was an adequate tri-
cuspid regurgitation jet Doppler signal on 6-month post-
operative echocardiogram allowing for the estimation
of systolic pulmonary arterial pressure. While analyzing
factors and covariates that were recorded perioperatively,
we observed that the presence of viral genomes in tra-
cheal aspirates and early postoperative PAP/SAP interac-
tively influenced post-hospitalization levels of pulmonary
artery pressure (Fig. 4).

Discussion

Viruses are the leading cause of respiratory disorders
and lung cell injury. This is particularly so in the pediat-
ric population [25-27]. In the setting of cardiac surgery,
respiratory abnormalities initiated preoperatively in the
course of viral diseases may be further exacerbated by
the systemic inflammatory reaction elicted by CPB [28]
placing patients at greater risk for poor postoperative
outcomes [8-10, 29, 30]. To the best of our knowledge,
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the present study represents the first initiative to inves-
tigate the relationship between respiratory viruses and
the behavior of the pulmonary circulation after surgery
for congenital cardiac shunts. Our findings suggest that
respiratory viruses might have somehow contributed to
the development of pulmonary vascular changes preop-
eratively, thus increasing the predisposition to postop-
erative pulmonary hypertension. Post-CPB inflammatory
reaction seemed to play a role as a triggering factor.
Altered postoperative hemodynamics accounted for clin-
ical events in the intensive care unit with longer times of
mechanical ventilation. Finally, respiratory viruses and
early postoperative hemodynamics played an interac-
tive role in determining the level of pulmonary artery
pressure after discharge from the hospital. Obtainment
of tracheal aspirates was crucial for demonstrating the
aforementioned associations. The presence of genetic
material for respiratory viruses in nasopharynx was by no
means predictive of any hemodynamic or clinical events.

Some of our patients had respiratory viral infections in
their clinical history, others did not. The question might
be raised if respiratory viruses remain active in asymp-
tomatic individuals. In addition, because different patho-
gens were detected in the study population, it would be
worth discovering which ones are capable of infecting the
distal lung as to cause relevant changes in small airways
and eventually vessels. Although these are difficult points
to address in the context of the present study, preliminary
thoughts can be formulated with regard to rhinovirus,
the most prevalent agent in our cohort. Rhinoviruses are
known for their chronic behavior in many instances and
their ability to alter the biology of peripheral lung cells.
Although infections are usually mild and limited to the
upper respiratory tract, there is growing evidence that
they can induce lower respiratory tract pathology with
severe pulmonary and extrapulmonary complications in
adults and children [31, 32]. In the pediatric population,
rhinovirus infections have been linked clinically with
serious lower airway illnesses including asthma exacerba-
tion, cystic fibrosis, bronchitis, bronchiolitis, pneumonia
and croup [33-36]. Although most rhinovirus serotypes
replicate optimally at 33 °C, some strains can actually
replicate well at 37 °C and infect lower airways in humans
[37]. Of special interest in terms of pulmonary vascu-
lar biology, rhinovirus-infected lung vascular endothe-
lial cells generate several inflammatory and cytopathic
responses [38]. Rhinovirus-infected bronchial epithelial
cells express inflammatory mediators including IP-10
which was shown to be involved in vascular smooth mus-
cle cell migration and proliferation [11, 15, 39]. Further-
more, type 2 immune response which is induced during
rhinovirus infections [40, 41] was shown to play a central
role in pulmonary vascular remodeling [13, 42]. In the
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present study, we were able to demonstrate the hyperten-
sive behavior of the pulmonary circulation for the spe-
cific subgroup of rhinovirus carriers. Although the study
was not sufficiently powered to demonstrate the individ-
ual role of other viruses, we speculate that some might
be involved. For example, human bocavirus, the second
most prevalent agent in our cohort was shown to persist
in the infected host, induce the expression of cytokines
and growth factors and elict Thl and Th2 immune
responses [43, 44].

In our patients, the inflammatory response to surgery
under CPB was characterized by an increase in the num-
ber of circulating monocytes, a marked increase in neu-
trophil to lymphocyte ratio, a decrease in platelet count
and changes in serum levels of several cytokines and
related proteins. The inflammatory reaction seemed to
explain the hypertensive postoperative behavior of the
pulmonary circulation at least in part. While it is known
that multiple mechanisms are involved in pulmonary
vasoconstriction and hypertension in acute conditions
[45], it is worth commenting on the role of some inflam-
matory mediators. IL-1, IL-6 and TNF-« protein levels
were shown to be closely associated with PI3K/Akt sign-
aling pathway activation in early stages of monocrota-
line-induced pulmonary hypertension in rats [46]. The
chemokine-like cytokine MIF, a central element in innate
and adaptative immunity was shown to enhance pulmo-
nary vasoconstriction induced by hypoxia and potentiate
constriction pre-evoked by agonists in isolated pulmo-
nary artery rings [47]. Although the chemokine MCP-1
has been shown to play an important pathophysiologi-
cal role in pulmonary vascular remodeling [48-50], its
involvement in acute pulmonary vasoconstriction is
probably indirect. MCP-1 is expressed during endothelial
cell activation, attracts inflammatory cells and enhances
the release of several other mediators of inflammation
[51]. Interestingly, MCP-1 was shown to play a role in
the recovery of monocyte function after pediatric car-
diac surgery along with IL-1RA and IL-10 [52]. In the
present study, the increase in IL-1 activity following CPB
was inferred from the ~tenfold increase in serum level
of IL-1RA. Because of the spare receptor phenomenon,
large quantities of IL-1RA are required to functionally
inhibit the biological effects of negligible amounts of
IL-1 [53]. Our results showed that preoperative expo-
sure to respiratory viruses and postoperative overexpres-
sion of IL-1/IL-1RA, MIF and MCP-1 acted as combined
risk factors for postoperative pulmonary hypertension.
Other cytokines (e.g., IL-6 and IL-21) probably played a
role as judged by the data presented in Table 5. Further-
more, because the level of several inflammatory proteins
changed significantly following surgery, as shown in
Table 4, the spectrum of mediators with relevant effects
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on the pulmonary and systemic circulation and the heart
may be even wider.

We also investigated factors that have been classically
linked to postoperative pulmonary hypertension in this
population. While patient’s age (maximum of 35 months
in the study) did not seem to influence postoperative pul-
monary hemodynamics, the presence of Down syndrome
may have played an indirect role via the complexity of
cardiac anomaly (atrioventricular septal defect in 61.5%
of cases) with longer surgical times (CPB duration) and
presumably, more pronounced inflammatory response.
Peripheral oxygen saturation was found to be an impor-
tant predictor of postoperative hemodynamics. This was
probably due to the fact that oxygen saturation reflected
the status of the pulmonary circulation at baseline. In
fact, bedside oxygen saturation was negatively corre-
lated with pre-CPB pulmonary artery pressure meas-
ured directly in the operating room. Although oxygen
saturation did not correlate with the presence/absence of
viral genomes in the airways, we cannot totally exclude
chronic airway abnormalities as a cause for lower-than-
normal oxygen saturation levels in some individuals.
Upper airway obstructions may have contributed to
imbalances between ventilation and perfusion especially
in patients with Down syndrome. Bidirectional shunt-
ing within the cardiac chambers as a result of heightened
pulmonary vascular resistance may also have contributed
to systemic oxygen desaturation in some cases.

Conclusion

We showed an association between the presence of res-
piratory viral genomes in the trachea and the hyperten-
sive behavior of the pulmonary circulation in pediatric
patients undergoing surgery for congenital cardiac sep-
tal defects, thus suggesting a pathophysiological role
for respiratory viruses on the development of pulmo-
nary vascular abnormalities. Because we did not inves-
tigate if patients were still carriers for viruses after
operation (study limitation), we can only speculate that
new biological events initiated at the time of surgery
involving inflammation and persistence of viral activity
might partly explain the hemodynamic alterations that
were still present in some individuals after discharge
from the hospital. Further research is needed to clarify
such relationships.

Abbreviations

CPB Cardiopulmonary bypass
ECG Electrocardiogram
TAPSE Tricuspid annular plane systolic excursion

PAP/SAP  Pulmonary/systemic mean arterial pressure ratio
RT-PCR Real-time polymerase chain reaction

upi Units of pixel intensity

C5/C5a Complement component 5/5a
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CD40L CD40 ligand

G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor

GM-CSF  Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

GROa Growth-regulated oncogene alpha

1-309 Human CC chemokine -309

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1

IFN-y Interferon gamma

IL Interleukins 1 alpha, 1 beta, 2,4,5,6,8,10,12,13,16,17,17E, 18,
21,27 and 32 alpha

IL-TRA Interleukin-1 receptor antagonist

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 factor

MIP-1a/B  Macrophage inflammatory protein-1 alpha/beta

RANTES Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
Serpin E1  Plasminogen activator inhibitor-1

SDF-1 Stromal cell-derived factor-1

TNF-a Tumor necrosis factor alpha

STREM-1  Soluble triggering receptor expressed on myeloid cells-1
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