VERA DEMARCHI AIELLO

Remodelamento miocardico nas cardiopatias congénitas

Texto sistematizado apresentado a
Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo para obtencdo do titulo de
Professor Livre-Docente  junto ao
Departamento de Patologia (Disciplina de

Patologia do Sistema Cardiovascular)

Sao Paulo
2008



Dedicatoria



Dedico este trabalho

Aos meus pais, Alcides e
Apparecida, pelo exemplo de
vida e pelo apoio incondicional.

Para Domingos, verdadeiro
companheiro de todos os
momentos.

Para (Clarice, minha filha
querida e luz da minha vida, por
tanto me ter ensinado sobre
amar.



Agradecimentos



Os trabalhos de investigagdo que culminaram com a redagdo deste texto
resultaram do esfor¢o de iniimeras pessoas, sempre prontas a ajudar com
profissionalismo, como técnicos, biélogos, escriturdrios, enfermeiros, médicos, aos
quais eu sinceramente agradeco. Gostaria, porém, de citar algumas delas
nominalmente.

Aos colegas Patologistas do Laboratorio de Anatomia Patoldgica do
Instituto do Coragdo HCFMUSP, Paulo Sampaio Gutierrez, Lea Maria
Macruz Demarchi, Luiz Alberto Benvenuti, Jussara Bianchi Castelli e Mauro
Canzian, pelas valiosas sugestdes e criticas em diversas ocasides e sobre diferentes
aspectos do meu trabalho, e pelo constante apoio ds minhas atividades
profissionais.

A Profa. Maria de Lourdes Higuchi, Diretora do Laboratorio, pelo
incentivo d minha carreira e pelas discussoes cientificas.

As amigas, minhas ex-alunas de Doutorado, Maria Angélica Binotto,
Maria Cristina Donadio Abduch e Maria Cecilia Knoll Farah, por terem
acreditado que os estudos propostos e que hoje constam deste texto eram
factiveis, e por té-los executado com extremado rigor cientifico.

Aos meus outros alunos de Pés-Graduagdo, Suely Aparecida Palomino,
Andressa Mussi Soares e Rubens Fraga Alves Pinto, por terem me ajudado a
crescer como Orientadora.

Ao Prof. Antonio Augusto Barbosa Lopes, amigo e conselheiro cientifico
em diferentes aspectos da minha vida profissional.

Ao Prof. Miguel Barbero-Marcial, por acreditar na minha capacidade
profissional e pelas oportunidades que me foram proporcionadas de evolucdo na
carreira.

Ao Prof. Munir Ebaid, pelo apoio irrestrito e incentivo recebidos durante
todo o periodo que trabalhamos em conjunto.

Ao Prof. Robert H. Anderson, a quem admiro como verdadeiro mestre, por
ter me acolhido para o estdgio em seu Laboratdrio que marcou definitivamente a
minha carreira, e pela continua troca de idéias que enriquece o meu conhecimento
sobre as Cardiopatias Congénitas.



Ao Dr. Edgard Augusto Lopes, por ter me mostrado que trabalhar e
pesquisar em Patologia cardiovascular realmente valia a pena.

Aos colegas dos Servigos de Ecocardiografia e de Cardiologia Pedidtrica,
Vitor Coimbra Guerra, Edmar Atik, Nana Miura Ikari, Tamara Cortez, Angela
Albuquerque, Luiz Fernando Cavalini, Deipara Abellan e Solange Gimenez, por
terem me ensinado tanto dessa especialidade tdo fascinante que é a Cardiologia
Pedidtrica.

Aos colegas da Cirurgia Cardiaca Pedidtrica, Arlindo de Almeida Riso,
Carla Tanamati e Marcelo Biscegli Jatene, pelos ensinamentos sobre aspectos
operatorios e pela ajuda irrestrita nos protocolos de investigagdo.

Ao Renato Samy Assad, cirurgido cardiaco pedidtrico e grande entusiasta
da pesquisa experimental, pelo apoio e oportunidade de me incluir em uma linha
de pesquisa tdo proficua.

In memorian, ds Dras Rachel Snitckovisky e Raimunda Violante Campos
de Assis, pela grande amizade que tive a felicidade de compartilhar.

As bidlogas do Laboratério de Anatomia Patoldgica, Nidia Vieira
Sambiase e Mdrcia Martins Reis, pela ajuda essencial que forneceram a
realizagdo das minhas pesquisas.

Aos técnicos de histopatologia, Adriana Psota, Antonio José Guedes,
Mary Penha Pereira e Solange Aparecida Consorti, sempre prontos a ajudar com
grande profissionalismo.

Aos técnicos de mnecrdpsia do Laboratorio de Anatomia Patoldgica,
Candido Gongalves, Severino Sebastido de Souza, Mdrcio Martins, Antonio
Cldudio Reis e Edmilson Bezerra de Lima, pela atengdo e cuidado no manuseio
dos espécimes anatdémicos.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo, pelos auxilios
financeiros fornecidos, sem os quais ndo teria sido possivel a execu¢do dos
trabalhos.

Aos “Amigos do Piano”, Profa. Eliana Maria Manga Sene, Mariam
Ajame, Silvia Del Gallo, Maria e Durval Silvério, Mara Gandara e Sérgio Garb;,
pelos momentos de Miisica e descontragdo que tanto me equilibram.

A minha Familia, que sempre me apoiou em relacdo a minha carreira,
entendendo minhas auséncias e mesmo assim me incentivando sempre.



Sumario

Pag.
1. INTRODUGAO 1
1.1. Terminologia e nomenclatura 4
1.2. A era pés-corregao cirurgica 7
2 REMODELAMENTO MIOCARDICO 10
2.1. Alteracbes miocardicas nas sobrecargas de pressao 11
2.2. Alteracbes miocardicas nas sobrecargas de volume 15
3. O DESENVOLVIMENTO POS-NATAL DO MIOCARDIO 17
4. O MIOCARDIO NAS CARDIOPATIAS CONGENITAS:
DESCRICOES E ESTUDOS DA LITERATURA 19
5. CONTRIBUIGOES PESSOAIS AO ESTUDO DO
REMODELAMENTO 24
5.1. O remodelamento como forma de preparo ventricular 24
51.1. Aspectos da fisiologia da circulagdo fetal e neonatal 25
5.1.2. Circulacdo pos-natal na transposigdo das grandes
artérias 26
5.1.3. A corregcdo da transposicdo das grandes artérias pela
técnica de Jatene e os problemas do preparo do
ventriculo esquerdo o8
5.1.4. Protocolo  experimental resumido e resultados
comentados 32
5.2. O remodelamento em cardiopatias congénitas 44
5.21. Coragdes com conex&o atrioventricular univentricular 44
5.2.1.1. O miocardio na atresia tricuspide classica 53




5.2.2 Coracbes com dupla via de entrada ventricular 61
5.2.3. Coracgdes com tetralogia de Fallot 63
5.2.3.1. Historia natural e evolugao pés-operatéria 66
5.2.3.2. Protocolo de pesquisa resumido e resultados
comentados 68
5.2.3.2.1. |Estudo piloto 69
5.2.3.2.2. |Estudo prospectivo 72
5.2.3.2.3. |Niveis de Troponina T sérica 74
5.24. Avaliagao ecocardiografica da fungéo ventricular 76
5.241. Didmetros dos cardiomidcitos 76
5.2.4.2. Fracao de area de colageno intersticial 81
5.2.4.3. Fracao de area de capilares miocardicos 84
6. CONSIDERAGOES FINAIS 86
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 89
8. ANEXOS 102




Lista de Abreviaturas, Simbolos e Siglas

AD
AE
Ao
AT
AVI

cm
cm/s
cm/s®
DNA
DP
DVE
E

EC

El

g
HC FMUSP

mmHg
ms
ng/ml
PCNA
3

TP

um
VD
VE

Vv

atrio direito

atrio esquerdo
aorta

atresia tricuspide

aceleragao miocardica durante a contragao sistolica
isovolumétrica
grupo controle

centimetros

centimetros por segundo

centimetros por segundo ao quadrado
acido desoxirribonucléico

desvio-padrao

dupla via de entrada ventricular
velocidade miocardica diastdlica precoce
grupo de estimulagdo continua

grupo de estimulagao intermitente
gramas

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo
milimetros de mercurio

milissegundos

nanogramas por mililitro

antigeno nuclear de proliferagéo celular
velocidade miocardica sistdlica

tronco pulmonar

micrémetros

ventriculo direito

ventriculo esquerdo

fracdo de volume



Lista de Tabelas

Pag.

Tabela 1. Medidas macroscopicas obtidas nas vias de entrada e
saida do ventriculo esquerdo (cm), comparando
espécimes com atresia tricuspide e controles (média *
desvio padrao, mediana)..............uveeeiiiiiiiiiieeeee e 55

Tabela 2. Diametros dos cardiomiocitos (micrdbmetros) de pacientes
com tetralogia de Fallot, em relagédo ao local da amostra.. 79

Tabela 3. Fracéo de area de colageno intersticial no miocardio (%)
de pacientes com tetralogia de Fallot, em relagdo ao local
da @MOSIIA....coeeeieeee s 82

Tabela4. Fracdo de area de colageno intersticial no ventriculo
direito (VD), de acordo com a duragdao do QRS. DP-
desvio-padrao; ms - miliSSeguNdOS............eceveiieeeereeeeeeennn. 84



Lista de Figuras

Pag.

Figura 1. Coragdo com transposi¢do das grandes artérias. Em a)
observam-se as cémaras cardiacas da direita e aorta
emergindo deste ventriculo e em b) camaras cardiacas
da esquerda, mostrando valva pulmonar em continuidade
fibrosa com a valva mitral. O septo ventricular é integro e
existe comunicacgéao interatrial na fossa oval (*). AD-atrio
direito; VD-ventriculo direito; AE-atrio esquerdo; VE-
ventriculo esquerdo; Ao-aorta; TP-tronco pulmonar. 27

Figura2. Cortes transversais dos ventriculos em dois coracdes
com transposicdo completa das grandes artérias,
mostrando: a) septo ventricular retificado e ventriculo
esquerdo com espessura preservada; b) septo deslocado
para a esquerda, ventriculo esquerdo com redugao da
espessura da parede livre e perfil em fenda da cavidade. 29

Figura3. Painel superior: Gradiente pressérico ventriculo
direito/tronco pulmonar (mmHg) do grupo submetido a 12
horas de sobrecarga sistdlica do ventriculo direito
alternadas com 12 horas de descanso. Painel inferior:
mesmo gradiente (mmHg) no grupo submetido a
sobrecarga sistélica continua ventricular direita. 34

Figura4. Massa estimada do ventriculo direito (VD) em gramas (g),
em relagdo aos dias de treinamento. EC= grupo de
estimulagdo continua; El= grupo de estimulagao
intermitente. 35

Figura5. Meédia e erro-padrdo do diametro transverso dos
cardiomidcitos (micrdmetros), segundo grupo e segmento
do coragéo. 36

Figura6. Média e erro-padrdo do indice de cardiomidcitos
marcados com Ki-67 (numero de células positivas/ 2000
cardiomiocitos, expresso em porcentagem). 38

Figura 7. Fotomicrografia de miocardio submetido a reagdo de
imuno-histoquimica para marcacédo com Ki-67. As setas
mostram nucleos positivos de cardiomiocitos. Aumento
da objetiva- 40X; contra-coloragao pela hematoxilina de
Harris. 39

Figura 8. Fotomicrografia de miocardio submetido a reagdo de
imuno-histoquimica para marcacdo com Ki-67, onde se
observam numerosos nucleos positivos pertencentes a
células do intersticio e vasos. Aumento da objetiva- 40X;
contra-coloragao pela hematoxilina de Harris. 41



Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Média e erro-padrdo do indice de células do intersticial
marcadas com Ki-67 (numero de células positivas/ 2000
células, expresso em porcentagem).

Cortes em coragao com dupla via de entrada ventricular,
mostrando: a) o ventriculo esquerdo principal recebendo
as duas valvas atrioventriculares; b) o ventriculo
rudimentar morfologicamente direito, de onde se origina a
aorta (conexao ventriculo - arterial discordante).

Espécimes anatdomicos com atresia tricuspide classica.
Em a) observa-se visao anterior de corte do tipo “quatro
camaras” exibindo a auséncia de conexao atriovenricular
a direita e ventriculo principal esquerdo; em b) observa-
se ventriculo esquerdo aberto pela via de saida, a qual
esta conectada a aorta. A seta mostra a comunicagao
interventricular.

Coracdo com dupla via de entrada através de valva
atrioventricular comum abrindo-se em ventriculo unico de
morfologia indeterminada.

Coracao seccionado em corte tipo “quatro camaras”,
evidenciando conexao atrioventricular biventricular (cada
atrio conectado a um ventriculo) e ventriculo esquerdo
hipoplasico (*) em virtude da existéncia de atresia valvar
aortica (ndo mostrada). O ventriculo direito (VD) é
hipertrofico.

Média e desvio padrao da variavel “fracédo de volume de
capilares miocardicos” (Vv) em coragbes com atresia
tricuspide e em controles.

Fotomicrografia de miocardio do ventriculo esquerdo de
coracao com atresia tricuspide classica demonstrando
grande numero de capilares marcados por meio de
reacdo de imuno-histoquimica contra o fator de von
Willebrand. Aumento da objetiva-40X.

Média e desvio-padrdo da variavel “fracdo de area de
fibrose intersticial” em coragbes com atresia tricuspide e
em controles.

Grafico da probabilidade estimada de ocorréncia de
fibrose miocardica em relacéo a idade, em pacientes com
atresia tricuspide.

Distribuicdo da variavel “fracdo de volume de fibrose
intersticial” em coragdes com dupla via de entrada
ventricular (DVE), atresia tricuspide (AT) e controles.

42

45

46

47

49

56

o7

58

60

62



Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Corte da via de saida do ventriculo direito exibindo o
defeito basico da tetralogia de Fallot, representado pelo
desvio anterior do septo infundibular (seta), que provoca
estenose subpulmonar, a comunicacao interventricular e
o cavalgamento da aorta (Ao). TP- tronco pulmonar.

Fotomicrografias do miocardio de pacientes portadores
de tetralogia de Fallot. Em a) nota-se padrao endomisial
de deposicdo de colageno e em b) padrao perimisial e
endomisial. Coloragdo pela técnica do picrosirius,
aumento da objetiva= 40X.

Niveis médios (+ desvio padrdo) de troponina T sérica
(ng/ml) em relagéo ao periodo operatorio.

Valores médios evolutivos (x desvio-padrdo) das
velocidades miocardicas sistolica (S’), diastdlica (E’) (em
cm/s) e da aceleragao miocardica durante a contragao
sistélica isovolumétrica (AVI) (em cm/s®), obtidas no
ventriculo direito de pacientes com tetralogia de Fallot por
meio da ecocardiografia com Doppler tecidual.

Valores individuais do didmetro médio dos cardiomidcitos
(em micrdmetros) nas amostras da via de entrada e do
infundibulo do ventriculo direito plotados em grafico com
os valores normais para ventriculo direito e idade (normal
+1DP) de acordo com Nishikawa e colaboradores (1990).

Valores individuais do diametro médio dos cardiomiocitos
(em micrédmetros) nas amostras do ventriculo esquerdo,
plotados em grafico com os valores normais para o
ventriculo e idade (normal +1DP) de acordo com
Nishikawa e colaboradores (1990).

Grafico da correlagcdo entre valores da aceleragao
miocardica durante a contracdo sistolica isovolumétrica
(AVI) do ventriculo direito (VD) e didmetros médios dos
cardiomidcitos do mesmo ventriculo (micrébmetros).

Distribuicdo da variavel “fracdo de area de colageno” no
ventriculo direito, de acordo com o grau de redugéo da
velocidade miocardica diastdlica (E’) do ventriculo direito
no pos-operatério a médio prazo.

64

71

75

77

78

79

80

83



Resumo

Os primeiros estudos sobre as cardiopatias congénitas tinham como desafios o
entendimento da morfologia e a abordagem diagnéstica. Nos dias de hoje, depois
de séculos de investigacao morfoldgica, praticamente todas as anomalias cardiacas
tém sua anatomia bem esclarecida. A era da cirurgia cardiaca trouxe a
possibilidade de corrigir os defeitos e permitiu que os pacientes viessem a alcancar
a adolescéncia e a vida adulta. O manuseio clinico também apresentou enormes
avancos, ocorridos paralelamente ao desenvolvimento dos métodos de diagndstico.
O proximo passo na investigacdo sera o conhecimento dos mecanismos de
adaptacdo miocardica na presenga de uma arquitetura cardiaca anémala e de
alteracbes hemodindmicas variadas, com a finalidade de parar ou prevenir o
processo de remodelamento miocardico. Embora o termo “remodelamento
miocardico” tenha sido por vezes utilizado como sindnimo de dilatacdo cardiaca,
seu conceito inclui uma série de alteragdes na forma, tamanho e fungéo do coracdo
que correspondem histologicamente a hipertrofia ou perda (por apoptose ou
necrose) de cardiomidcitos e a modificagdes na matriz extracelular (principalmente
fibrose) e no leito vascular. Particularmente em criangas pequenas, a hiperplasia
celular pode também ter seu papel no processo. A adaptagdo miocardica em
cardiopatias congénitas ocorre paralelamente ao crescimento do coragdo, e nao
tem sido extensamente estudada. O presente texto faz uma revisdo de alguns
modelos experimentais de remodelamento cardiaco e de descri¢gdes da literatura
relacionadas ao miocardio nas cardiopatias congénitas, incluindo as contribuicbes
da autora para o assunto. A hipertrofia dos cardiomiocitos € uma resposta
inespecifica as sobrecargas de pressao ou volume impostas as camaras cardiacas.
Inducdo de hipertrofia pode ser Gtil no preparo ventricular apara a cirurgia de
corregao da transposicado das grandes artérias pela técnica de Jatene. Discute-se a
respeito dos efeitos adversos desse preparo a longo prazo e sobre a possibilidade
de os cardiomiécitos de dividirem. Um estudo experimental recente mostrou que
tanto a hipertrofia como a hiperplasia celular tomam parte no processo, sob dois
regimes diferentes de bandagem do tronco pulmonar para indugdo de ganho de
massa ventricular. As células intersticiais também proliferaram, mostrando a
adaptagdo da matriz extracelular e do leito vascular. Aumento de colageno
intersticial foi demonstrado em atresia tricispide e na tetralogia de Fallot. Acredita-
se que a fibrose resulte em rigidez do miocardio, prejudicando as fungbes sistdlica e
diastélica. Estudos quantitativos demonstraram variagcdo transmural na atresia
tricispide, com maior concentracdo de fibrose no subendocardio. A
patogénese da deposicdo anormal de coldgeno nao estd plenamente
esclarecida, mas se acredita que a hipdxia crénica e a desproporgcao do
suprimento vascular possam ter importante papel no seu estabelecimento.
Um estudo prospectivo clinico e histomorfométrico de amostras



endomiocardicas de pacientes com tetralogia de Fallot operados mostrou
que o remodelamento miocardico presente antes da cirurgia, representado
pela hipertrofia celular e pela fibrose, influenciou a médio prazo a evolugao
das funcgdes sistdlica e diastolica do ventriculo direito. Este texto discute
ainda as perspectivas futuras de pesquisa para correlagcdo anatomoclinica
em cardiopatias congénitas.

Descritores: Cardiopatias congénitas, Miocardio, Patologia, Tetralogia de
Fallot, Transposi¢céo dos grandes vasos, Atresia tricuspide.



Summary

The early studies of congenital heart defects had, as first challenges, the
understanding of the morphological aspects and the approach to diagnosis.
Morphology has now been studied for centuries, and nowadays virtually all
the anomalies have their anatomy well clarified. The surgical era brought the
possibility to correct or palliate the defects and changed the natural history of
these diseases, allowing most patients to survive up to adolescence and
adulthood. Clinical management also experienced an enormous development
during the last decades, following the improvement of the methods of
diagnosis. Efforts have recently concentrated in the understanding of the
mechanisms of myocardial adaptation in the presence of distorted heart
architecture and of diverse hemodynamic alterations, in order to stop or
prevent the process of myocardial remodeling. Although the term “cardiac
remodeling” has been sometimes taken as a synonym to dilation, its concept
implies a series of changes in size, shape and function of the heart that
correspond histologically to cardiomyocyte hypertrophy or loss (due to
necrosis or apoptosis), changes in the amount of extracellular matrix (mainly
fibrosis), and in the microvasculature. Particularly in small children,
cardiomyocyte hyperplasia may also take a role in the process. In congenital
heart defects, myocardial adaptation occurs in parallel with the normal
growth, and has not been extensively studied. This text reviews some
experimental models of cardiac remodelling and the descriptions from the
literature regarding the myocardium status in different congenital cardiac
defects, including the author’s contributions to the subject. Cardiomyocyte
hypertrophy is a non-specific response to volume or pressure overload of the
ventricles. Induction of cardiac hypertrophy by means of pressure-overload
may be useful in cases of transposition of the great arteries, which is
achieved by pulmonary artery banding, before surgical correction (Jatene
operation, or the so-called two-stage arterial switch operation). There is some
debate about the potential adverse effects of such induced hypertrophy, and
about the possibility of cardiomyocytes to re-enter the cell cycle. A recent
experimental study showed that both cardiomyocyte hypertrophy and
hyperplasia take part in the process, under two different regimens of
pulmonary trunk banding to induce ventricular mass acquisition. Interstitial
cells were also shown to proliferate, demonstrating the adaptation of the
extracellular matrix and of the capillary bed. Increased interstitial myocardial
collagen was documented in tricuspid atresia and tetralogy of Fallot. Fibrosis



is thought to result in increased myocardial stiffness, which can impair
ventricular diastolic and systolic functions. Quantitative studies demonstrated
transmural variation in tricuspid atresia, the subendocardium being the region
with the highest percentage of fibrosis. The pathogenesis of such increased
matrix deposition is not fully understood, but the presence of chronic hypoxia
and inadequacy of coronary/capillary supply, especially in the subendocardial
region, are believed to play an important role. A prospective clinical and
histomorphometric evaluation of endomyocardial samples from patients with
repaired tetralogy of Fallot showed that the myocardial remodeling
preoperatively present, such as cell hypertrophy and fibrosis, influenced the
medium term postoperative systolic and diastolic right ventricular function.
This text also discusses the future perspectives of research for
clinicopathological correlation in congenital heart disease.

Keywords: Congenital heart defects, Myocardium, Pathology, Tetralogy of
Fallot, Transposition of the great vessels, Tricuspid atresia



Introdugéo 1

1. INTRODUGAO

A época precisa em que se deu o reconhecimento morfolégico dos
defeitos congénitos do sistema cardiovascular ndo é conhecida, porém se
sabe que Galeno, vivendo entre 129 e 201 da era Crista, ja tentava explicar
o funcionamento do forame oval e do canal arterial e que Leonardo da Vinci
(1452-1519) desenhou e descreveu um caso de comunicagao interatrial.
(Savona-Ventura e Grech, 1999)

Inicialmente tidas como curiosidade, as cardiopatias congénitas nao
eram categorizadas ou classificadas, e tanto o conhecimento da
fisiopatologia bem como a correlagdo com a sintomatologia clinica eram
pobres quando as descricdes morfoldgicas comegaram a aparecer nos
séculos XVIII e XIX.

Foram marcos no estudo dessas anomalias os estudos do francés
Ethienne-Louis Arthur Fallot, que reconheceu os defeitos basicos da doenca
que descreveu como “la maladie bleu”, e que posteriormente vieram a
receber o seu nome, como um dos epdnimos mais utilizados na Cardiologia
Pediatrica ainda nos dias atuais.

No final do século XIX e inicio do XX, destacou-se no estudo da
morfologia e fisiopatologia desses defeitos a canadense Maude E. Abbott,

pioneira ndo s6 como morfologista mas também como mulher na Medicina.
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A ela foi dada a tarefa de categorizar os espécimes anatémicos de um
museu de Patologia e sua contribuigdo foi absolutamente fundamental na
evolucdo do conhecimento das anomalias congénitas do sistema
cardiovascular. Além de ter organizado o referido museu, ela desenvolveu
um método de ensino da morfologia cardiaca por meio da correlagéao
anatomoclinica nesta disciplina, vindo a elucidar muitos dos aspectos
fisiopatoldgicos das cardiopatias congénitas.

Ainda assim, durante toda a primeira metade do século XX, o
principal desafio em relacdo as cardiopatias congénitas era a descricao de
sua morfologia além de esfor¢os no conhecimento da embriogénese dos
defeitos, por meio da embriologia comparada. Foi com o advento da cirurgia
cardiaca que ficou clara a importancia da elucidagao anatdbmica minuciosa
dos defeitos. Em 1944 os americanos Helen Taussig (cardiologista
pediatrica) e Alfred Blalock (cirurgido, auxiliado por seu assistente Vivien
Thomas) modificaram a histéria natural de pacientes com tetralogia de Fallot,
propondo e realizando uma comunicagao sistémico-pulmonar por meio da
anastomose término-lateral entre uma artéria subclavia e um ramo central da
artéria pulmonar. Essa operacgao, utilizada com modificagcbes até nos dias
atuais, € apenas um recurso paliativo, ndo modificando a anatomia cardiaca
mas apenas o padrao hemodinamico. Com o desenvolvimento da circulagao
extracorpérea nos anos 50 do século passado, foram entdo abordados os
defeitos intracavitarios, e algumas cirurgias cardiacas passaram a ser
realmente corretivas das anomalias congénitas. Enquanto as primeiras

corregcoes operatorias eram realizadas em defeitos relativamente simples,
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como comunicagdes intercavitarias e canais fetais persistentes, outras
técnicas foram sendo desenvolvidas para corrigir anomalias cada vez mais
complexas. O desafio do momento era, portanto, aperfeicoar a técnica
cirurgica e o tratamento pds-operatério. Foi neste contexto que, em nosso
pais, em 1975, o cirurgido Adib Domingos Jatene obteve éxito pela primeira
vez no mundo, realizando a técnica de troca arterial para correcido da
transposicao das grandes artérias.

A rapida evolucédo das técnicas operatorias nao teria sido possivel
sem o0 desenvolvimento paralelo dos métodos diagndsticos, dentre eles a
cineangiografia e a ecocardiografia bidimensional com Doppler. A correlagao
entre métodos de imagem e a morfologia cardiaca estudada nos espécimes
anatdmicos mostrou-se, nessa época, essencial a consolidagdo dos
primeiros como ferramenta diagndstica. Grande contribuicdo neste processo
foi oferecida por numerosos Patologistas, mas nao poderiamos deixar de
citar os nomes de Maurice Lev, do casal Stella e Richard Van Praagh e dos
europeus Robert H. Anderson e Anton E. Becker.

Nos dias atuais, o estudo da Embriologia cardiaca volta como
ferramenta para o esclarecimento dos mecanismos genéticos e moleculares
envolvidos na morfogénese (Guittenberger-de Groot et al., 2005), auxiliando
ainda no aconselhamento genético das familias. Além disso, defeitos
complexos que no passado eram apenas curiosidades, hoje encontram
explicagdo em modelos experimentais (Aiello et al.,1987; Aiello e Xavier-

Neto, 2006).
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1.1. Terminologia e nomenclatura

Muitas sdo as formas de classificar as anomalias congénitas do
sistema cardiovascular. Nas primeiras descri¢des mais detalhadas de alguns
defeitos, datadas do século XIX e da primeira metade do século XX, os
anatomistas costumavam descrever o que viam nos espécimes anatdbmicos
sem sistematizacao pré-definida e entdao algumas malformagdes acabaram
por receber o nome de quem as descreveu. Sao exemplos classicos a
Tetralogia de Fallot, a doenca de Ebstein, a anomalia de Taussig-Bing.
Essas descricbes apresentavam extraordinaria acuracia, como podemos
testemunhar nos dias atuais, depois de muitos anos da descricédo inicial.
(Aiello e Decourt, 1994) Seguiu-se um periodo no qual o conhecimento da
embriologia e de seus principios era de fundamental importancia para o
diagndstico, pois além de reconhecer a morfologia, era necessario conhecer
o0 mecanismo de formacgdo do defeito. Sdo exemplos termos como “canal
atrioventricular” e “defeitos da septacdo do tronco-cone”. Mas os
mecanismos conhecidos naquela ocasidao eram derivados de observacgdes
em embrides de aves e de outros animais, ndao de humanos. (De la Cruz et
al., 1971; 1983) Eram trabalhos pioneiros para a época e trouxeram grande
contribuicdo a morfologia. Todavia, o principal problema eram as tentativas
de utilizar nomes de etapas do desenvolvimento embrionario cardiaco para
denominar defeitos do coracdo ja maduro, pois algumas das estruturas ja
nao estavam mais presentes, como os coxins do canal atrioventricular e do

tronco-cone por exemplo.
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A partir da década de 80 do século XX comegaram a aparecer
grandes controvérsias na classificagdo das cardiopatias congénitas. Alguns
autores levavam em conta conceitos embriolégicos, outros apenas
caracteristicas anatbmicas. Foi neste cenario que apareceu a analise
segmentar seqiencial, introduzida por Van Praagh (Van Praagh, 1972) para
descrever o alinhamento dos segmentos cardiacos. O sistema foi modificado
por Anderson e colaboradores (Anderson et al., 1984), para permitir a
descricdo de conexdes de camaras e artérias entre si e ndo apenas seu
alinhamento espacial. O método consiste na descricdo seqiencial e
sistematizada de caracteristicas anatémicas do coragdo, identificando-se a
forma como os segmentos cardiacos conectam-se entre si, sem
necessidade de conhecimento de classificagcbes existentes ou do
mecanismo de formacdo do defeito. Essa abordagem desmistificou o
diagnostico morfologico das cardiopatias congénitas, permitindo que
qualquer individuo, com conhecimento basico da anatomia cardiaca, possa
descrever anomalias complexas. A partir de informagdes sobre
caracteristicas anatdbmicas normais, um observador (ecocardiografista,
anatomista, cirurgido), descrevera, sequencialmente: a) o “situs” ou arranjo
atrial, baseando-se na morfologia dos apéndices atriais ou na posigao de
aorta descendente e veia cava inferior; b) o local de conexdo das veias
sistémicas e pulmonares; c) a forma como os atrios se conectam aos
ventriculos; d) a forma como os ventriculos se conectam as grandes artérias
da base; e) os defeitos associados: septais, valvares, os vasos anémalos; f)

as lesbdes obstrutivas.
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Mesmo assim, atualmente ainda persistem algumas preferéncias na
denominacado de determinados defeitos advindas do uso continuo, além de
alguns epbnimos, como anteriormente citado. A demanda de uniformizar as
diferentes formas de nomear os defeitos congénitos do coracdo vem de
encontro a necessidade de comparar resultados das diversas formas de
abordagem terapéutica e cirdrgica disponiveis nos dias de hoje. (Aiello,
2002; Beland et al., 2004) (Anexo 1) Para este propdsito, € fundamental a
criacdo e manutencdo de bancos de dados com diagndsticos clinicos,
morfoldgicos, tipos de abordagem terapéutica, mortalidade e complicagdes
pos-operatorias imediatas e tardias (Jacobs et al., 2005) (Anexo 2). Avangos
na Informatica ao longo das ultimas décadas do século passado permitiram
a implementacdo de alguns bancos de dados. Pelo menos dois deles
(Society for Thoracic Surgeons e European Association for Cardio-Thoracic
Surgery) ja arquivam dados de pacientes com cardiopatias congénitas
provenientes de numerosos centros cardiolégicos (Jacobs e Maruszewski,
2005). Para as referidas comparagdes de resultados foram desenvolvidos
alguns escores de risco, compreendendo n&o apenas a gravidade do defeito
anatbmico mas também fatores adversos associados, como infecgoes,
desnutricéo, etc. (Al-Radi et al., 2007)

A primeira grande barreira encontrada no arquivamento de casos foi
a nomenclatura, que nado é uniforme nos diferentes centros. As mesmas
instituicdes mantenedoras dos bancos de dados tinham construido,
concomitantemente, suas proprias listas de diagnosticos. Um esforgo

internacional foi entdo direcionado para mapear essas duas listas, e nasceu
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o International Pediatric Cardiac Code, resultado do mapeamento das listas
por um grupo de trabalho constituido por especialistas de diversas areas.
(Franklin et al., 2008)

Nao se pode deixar ainda de reconhecer que, embora a descrigao
morfolégica adequada seja fundamental, do ponto de vista clinico alguns
aspectos das cardiopatias sdo importantes a ponto de merecerem uma
classificagao funcional. Neste contexto, citam-se as cardiopatias congénitas
cianogénicas e as ndo cianogénicas, conforme cursem ou ndo com cianose,
aquelas com hiper ou hipofluxo pulmonar, aquelas com fisiologia
univentricular ou biventricular, etc. Todas essas caracteristicas de
apresentagcao clinica devem ser levadas em consideragcdo e seu
reconhecimento é fundamental para uma conduta adequada. Além disso, os
disturbios hemodindmicos variados e também a existéncia de baixa
concentracdo de oxigénio na circulagdo coronariana podem ter grande

impacto no remodelamento miocardico frente a cada defeito.

1.2, A era pés-corregao cirurgica

Os desafios de diagnosticar e tratar cirurgicamente as cardiopatias
congénitas foram paulatinamente sendo vencidos e, a partir de entdo, uma
nova populagao de individuos vem atingindo a idade adulta: aqueles cujos
defeitos foram corrigidos ou paliados na infancia. Esses pacientes mostram

particularidades inerentes a morfologia dos defeitos primitivos, as técnicas
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cirurgicas a que foram submetidos e a possiveis lesdes residuais,
representando um novo desafio a Cardiologia. Neste contexto, tanto o tipo
de cirurgia como a época da vida do paciente em que ela foi realizada tém
papel fundamental na adaptacao cardiovascular a longo prazo.

O contingente de pacientes adultos portadores de defeitos
cardiovasculares congénitos cresce a cada dia e ainda nao existe
homogeneidade quanto ao tipo de evolugao, pois ndo ha, até o momento,
consenso sobre a melhor conduta em alguns tipos de anomalia. Uma
estimativa de cerca de sete anos atras da conta da existéncia de
aproximadamente 1.000.000 de individuos adultos com cardiopatias
congénitas nos Estados Unidos da América do Norte (Brickner et al., 2000).
Problemas diversos como a hipertensao pulmonar secundaria (sindrome de
Eisenmenger), a adaptacao frente a situagdes fisiolégicas como a gravidez e
também a existéncia de lesdes residuais precisam ser individualmente
avaliados e manipulados. A sobreposicdo de doengas adquiridas pela idade,
como a cardiopatia isquémica, também merecerao particular cuidado nesses
individuos.

Grande preocupacgao atual € a ocorréncia de insuficiéncia cardiaca
congestiva em adultos com cardiopatias congénitas. Sabe-se, por exemplo,
que redugado na fracdo de ejecdo ventricular € encontrada em 16% dos
pacientes submetidos a cirurgias no plano atrial (Mustard ou Senning) para
tratamento da transposi¢cao das grandes artérias, apenas apés 10 anos do
procedimento. Outro grupo particularmente sob risco de desenvolver faléncia

cardiaca é o de pacientes com fisiologia univentricular e submetidos a
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cirurgia de Fontan (Bolger e Gatzoulis, 2004). Nao se conhece ainda se o
tratamento dessa faléncia miocardica deve ou ndo obedecer aos mesmos
principios da terapéutica classica da insuficiéncia cardiaca de causas bem
estabelecidas como a isquémica ou as cardiomiopatias e para tal, o
interesse volta-se agora a elucidagao de aspectos intrinsecos do miocardio e

ao seu remodelamento.
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2. REMODELAMENTO MIOCARDICO

Existe certa confusdo sobre o conceito de “‘remodelamento
miocardico”. Usado rotineiramente como sindnimo de “dilatagéo cardiaca”,
implica na verdade em uma série de alteragbes na massa cardiaca, na sua
composicdo e no seu volume, em consequiéncia de injuria de diferentes
etiologias, e influenciadas por sobrecarga hemodinamica e fatores neuro-
hormonais e de expressao génica. Essas alteragdes incluem adaptacdes das
células miocardicas, principalmente do cardiomi6cito, como hipertrofia,
hiperplasia e perda celular por necrose ou apoptose. Também a matriz
extracelular esta envolvida, com aumento do conteudo de colageno
intersticial e proliferacdo das células produtoras da prépria matriz. O leito
vascular periférico constituido pelos capilares miocardicos também se
encontra implicado no processo, acompanhando proporcionalmente ou nao
o crescimento da massa cardiaca. As diversas etiologias do processo
adaptativo tém em comum algumas vias bioquimicas, moleculares e
mecanicas de resposta (Cohn et al., 2000). Também a resposta fisioldgica
do miocardio ao exercicio que ocorre em atletas tem sido chamada de
remodelamento.

Mais recentemente foi introduzido o termo remodelamento reverso
para designar a reversibilidade parcial da alteragdo na massa cardiaca apos
uma medida terapéutica especifica (Sutton e Keane, 2007), mas esse
processo necessita melhor entendimento.

O remodelamento tem sido extensamente estudado em diversas
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situagdes de sobrecarga pressoérica e/ou volumétrica como na hipertensao
arterial sistémica (Rossi, 1998a), nas valvopatias e nas cardiomiopatias
crbnicas de diversas etiologias. Modelos experimentais de sobrecarga
pressorica (Rossi e Peres, 1992; Regan et al., 1996; Wang et al., 2004) e de
isquemia miocardica (Hochman e Bulkley, 1982; Korup et al., 1997) séo
abundantes na literatura, mostrando detalhadamente a evolugédo da
hipertrofia, da deformacdo geométrica das cavidades e da expansdo da
matriz extracelular, além dos mecanismos subcelulares e moleculares
envolvidos.

Considera-se ainda que a resposta do miocardio a uma determinada
injuria pode ocorrer de maneira adaptada ou desadaptada, de acordo com a
sua capacidade de atender adequadamente, ou nao, as necessidades
agudas de ajuste de funcdo miocardica (Sabbah e Goldstein, 1993). Na sua
progressao, todavia, o remodelamento pode ser considerado sempre como
deletério para o pacientes, e ndo existe marcador para determinar o ponto

de transicao entre o processo adaptado e o desadaptado (Cohn et al., 2000).

21. Alteragoes miocardicas nas sobrecargas de pressao

Com a finalidade de manter o volume ventricular sistélico nas
diferentes situacbes que induzem a sobrecarga pressérica, ocorre
inicialmente um aumento do didmetro transverso dos cardiomidcitos, por

adicdo de sarcbmeros em paralelo, o que finalmente resulta em aumento da
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espessura da parede ventricular sem dilatacdo da cavidade, em um
processo que recebe classicamente a denominagdo de hipertrofia
concéntrica. Este mecanismo permite manter inalterado o estresse sistolico
da parede.

Do ponto de vista molecular, a sobrecarga pressorica induz uma
rapida mudanca na expressao das isoformas de miosina sarcomérica, de o
para 3 e reaparecimento da a-actina de musculo esquelético, e o miocardio
adulto reassume caracteristicas dos cardiomiécitos do feto (Izumo et al.,
1988). Além disso, tanto a ativacdo do sistema renina-angiotensina como a
resposta dos cardiomiécitos ao estiramento levam a ativagdo de proto-
oncogenes (c-fos, c-ju, c-myc) e a expressao de fatores natriuréticos no
miocardio ventricular submetido a sobrecarga de pressao. Estes ultimos sao
também classicamente descritos em células ventriculares de pacientes com
faléncia miocardica e dilatacdo cardiaca. O padrao “fetal” de expressado do
fator natriurético atrial aparece nas células atriais e no subendocardio dos
ventriculos, mas muda apos o nascimento, persistindo no atrio mas nao nos
ventriculos, onde € encontrado apenas em raras células do tecido de
conducéo do estimulo elétrico (Tsuchimochi et al., 1988).

Uma forma de resposta miocardica a sobrecarga de pressao que
tem sido motivo de extensa discussdo é a possibilidade de ocorréncia da
hiperplasia de células contrateis no miocardio adulto. Acreditava-se
inicialmente que o coragdo dos mamiferos fosse um érgao pds-mitético, ou
seja, apdés o nascimento os cardiomiocitos ndo mais seriam capazes de se

multiplicar e que o Unico mecanismo adaptativo disponivel seria a hipertrofia.
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Alguns estudos porém, demonstram que algumas semanas apds o
nascimento e em determinadas circunstancias mesmo no adulto, os
cardiomidcitos re-entram no ciclo proliferativo, aumentando em namero. Em
modelo de constricdo de aorta abdominal, alguns autores demonstraram que
incorporacao de timidina pelos nucleos de cardiomidcitos foi 8,1 vezes maior
do que nos controles (Dowell e McManus, 1978), sugerindo proliferacdo de
células musculares. Mais recentemente, todavia, emergiu o conceito de
células residentes multi-potenciais, ou seja “stem cells” presentes no
miocardio e que seriam responsaveis pela regeneracéo de cardiomiocitos e
dos outros componentes celulares do miocardio ao longo da vida (Anversa et
al., 2005; Ellison et al., 2007). Esse novo paradigma modificou a
interpretacdo dos fenbmenos de regeneragdo miocardica e abriu
possibilidades terapéuticas para o miocardio lesado.

Demonstrou-se, ainda, que nos processos em que a acontece
hiperplasia, também a morte celular programada esta presente. Desta forma,
o resultado final dependera do equilibrio entre proliferagdo e apoptose,
sendo que esta ultima prevaleceria em miocardio submetido a intenso
estresse (James, 1998; Sarkar et al., 2004).

A expansao da matriz extracelular também contribui para o aumento
da massa cardiaca na sobrecarga pressorica (Weber e Brilla, 1991),
principalmente pela deposi¢ao de colageno intersticial e perivascular, o que
termina por conferir rigidez ao tecido, reduzindo a complacéncia e
interferindo tanto na funcdo diastdlica como na sistdlica dos ventriculos

acometidos. A fibrose intersticial acima referida é também conhecida como
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‘reativa”, e se contrapbe a forma “reparativa”, a qual esta presente na
substituicdo de cardiomiocitos que sofreram necrose e, em geral, ocupa
grandes e continuos espagos visiveis macroscopicamente, ou, quando
microscopica, aparece sob a forma de fibrose estrelada.

Foi demonstrado que a fibrose reativa pode se apresentar
enclausurando cardiomidcitos individuais no seu endomisio, alterando a
estrutura tridimensional do arcabougo da matriz, o que explica seu papel na
disfungcao contratil e também no surgimento de arritmias, pois interfere nas
propriedades elétricas de condugdao miocardica (Rossi, 1998b). Esse
processo de expansdo da matriz extracelular é dinamico, como ocorre em
outros processos patolégicos em diferentes 6rgaos e tecidos. Desta forma, a
deposicdo de proteinas da matriz, principalmente colagenos | e lll, ocorre
paralelamente a sua destruigdo pelas metaloproteinases também produzidas
pelos fibroblastos. O controle da ativagao dessas enzimas e da funcao dos
préprios fibroblastos é realizado por uma série de fatores humorais atuando
de forma autdcrina e paracrina, dentre os quais a angioensina Il € um dos
mais importantes, mas que compreende também fatores de crescimento
como o fator de crescimento de fibroblastos (bFGF), o TGFB e o fator de
crescimento semelhante a insulina (Manabe et al., 2002). Tal como acontece
em reacdes de outros tecidos, os fibroblastos mudam seu fendétipo a partir de
causas externas e se transformam em miofibroblastos, os quais tém
atividade secretora e expressam alguns marcadores de células musculares
lisas como a a actina, a 22a e a tropomiosina (Frangogiannis , 2000).

Devemos citar ainda a adaptacdo do compartimento vascular do
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miocardio submetido ao estimulo hipertroéfico. Em que pese o fato de que
aparentemente o tipo e a duragdo do estimulo sao fatores significantes na
modulagao do tipo de resposta, tem-se demonstrado, em diversos modelos
de hipertrofia miocardica, que a densidade numérica de capilares esta
reduzida, exceto nos modelos de hipertenséo arterial espontéanea. Ja a area
de seccao transversa dos capilares estd aumentada, o que teoricamente
compensa a sua redugao numérica. Esse mecanismo compensatorio nao é
encontrado na hipertrofia associada ao infarto do miocardio (Anversa et al,

1986a).

2.2 Alteragoes miocardicas nas sobrecargas de volume

A chamada hipertrofia excéntrica é a situacdo onde ha dilatacéo da
cavidade ventricular sem aumento relativo da espessura da parede. A massa
cardiaca esta aumentada, e, neste contexto, justifica-se o termo hipertrofia.
Do ponto de vista subcelular, o cardiomiécito alonga-se por adicdo de
sarcOmeros em série e seu volume total aumenta (Gerdes et al., 1995). O
miocardio se afila por deslizamento das fibras e o substrato morfolégico para
tal fenbmeno é a ruptura das conexdes de colageno que normalmente
mantém o alinhamento entre elas (Weber et al., 1990). Admite-se que um
aumento da ativagcdo de metaloproteinases da matriz extracelular esteja
relacionado a essa alteragdo na malha de colageno e neste contexto o

remodelamento da sobrecarga volumétrica difere substancialmente daquele
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presente na sobrecarga de pressdo. Estudos experimentais e em humanos
com faléncia miocardica terminal sugerem ainda uma regulagdo negativa
dos fatores inibidores de metaloproteinases (tissue inhibitors of
metalloproteinases- TIMPs) (Li et al., 1998). Em modelo experimental de
sobrecarga de volume por criagdo de fistula aorto-cava, observou-se
reducao do conteudo de colageno do miocardio ventricular em comparagao
aos controles e o uso de drogas inibidoras da enzima conversora da
angiotensina e bloqueadoras de receptores da angiotensina Il inibiu a
reducao relativa do colageno (Ruzicka et al., 1994).

Em outro modelo de sobrecarga de volume, a insuficiéncia mitral,
Urabe e colaboradores (1992) ndao observaram alteragdes significativas no
componente intersticial.

Por outro lado, na cardiomiopatia dilatada idiopatica e também na
doenca de Chagas, o conteudo de fibrose intersticial e reparativa esta
aumentado no miocardio, em virtude do processo reparativo da perda celular
por inflamacao ou apoptose (Beltrami et al., 1994, Higuchi et al., 1999).

Com relagdo ao componente vascular, ndao foram observadas
anormalidades na perfusao regional do ventriculo esquerdo em modelo de
sobrecarga de volume (Carabello et al., 1991). J& em uma outra situagao
experimental simulando sobrecarga de volume por imposicao de exercicio
extenuante em ratos, evidenciou-se reducdao da fracdo de volume de
capilares miocardicos, o que sugere uma maior susceptibilidade do

miocardio a isquemia (Anversa et al., 1985).
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3. O DESENVOLVIMENTO POS-NATAL DO MIOCARDIO

Existem diferengas estruturais e funcionais entre o miocardio fetal e
neonatal e o do adulto, em grande parte decorrentes das particularidades
hemodinamicas da circulagao intra-uterina e das adaptagdes ocorridas logo
apods o nascimento, as quais serao detalhadas mais adiante.

No neonato, o miocardio apresenta uma maior proporg¢ao relativa de
colageno do que no adulto, o que o torna menos complacente. Estudo
morfométrico de Marijianowski e colaboradores (1994) mostrou que a
concentracao total de colageno e proteinas totais do miocardio diminui
gradativamente desde o periodo neonatal até o quinto més de vida. Além
disso, observou-se que a propor¢ao de colageno tipo | € maior no coragao
do neonato do que no do adulto.

Para se adequar a crescente demanda do crescimento corporal € a
mudancga do padrao circulatorio, o miocardio do ventriculo esquerdo precisa
aumentar de espessura e adquirir maior massa, o que ocorre obedecendo a
um processo que € analogo a combinacdo de hipertrofia concéntrica e
excéntrica: aumenta o volume sanguineo (pré-carga) e também a resisténcia
periférica (pds-carga). Ja o ventriculo direito encontra uma redugéo
progressiva da resisténcia vascular pulmonar nas primeiras semanas de
vida, em combinagdo com aumento do fluxo, e consideramos entdo que se
adapta por um processo de hipertrofia excéntrica (Anversa et al., 1980;
1992).

O aumento da massa miocardica resulta principalmente do aumento
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de volume dos cardiomiécitos, uma vez que a proliferagdo celular s6 é
consideravel durante um curto periodo pds-natal. Em ratos, demonstrou-se
que cardiomidcitos apresentam capacidade de hiperplasia por volta das trés
semanas de vida, o que coincide com a época do desmame (Anversa et al.,
1986b). Até essa época, portanto, o crescimento fisiolégico do miocardio se
faz por hipertrofia e hiperplasia de suas células contrateis. Isso é
corroborado em outro estudo experimental com cardiomiocitos isolados por
digestao enzimatica (Li et al., 1996), no qual os autores sugerem que os dois
processos nao ocorram concomitantemente, e que nos ratos a hiperplasia s6
se mantém por um periodo de trés a quatro dias.

A vascularizagdo do miocardio também sofre adaptagdes
fisiolégicas. O crescimento normal do coracdo € acompanhado por um
alongamento proporcional da rede capilar. A proliferagcdo de capilares,
medida por incremento na sua densidade numérica dentro do miocardio, &
maior dentro do primeiro més de vida, expandindo-se até por volta do quinto
més quando a fracdo de volume capilar chega a valores comparaveis aos do
miocardio adulto. Embora haja uma grande variedade de formas para avaliar
morfometricamente a vascularizagdo miocardica, algumas aplicaveis apenas
em condi¢cdes experimentais pela possibilidade de inje¢cao do leito vascular
por pressao controlada, admite-se que o crescimento de capilares exceda o
de cardiomidcitos durante o primeiro més de vida, pois a relagao entre perfis
desses dois tipos celulares (capilares/cardiomiocitos) aumenta nesse

periodo (Anversa et al., 1989).
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4, O MIOCARDIO NAS CARDIOPATIAS CONGENITAS:

DESCRIGOES E ESTUDOS DA LITERATURA

Como relatado acima, a distorcdo da morfologia cardiaca nos
defeitos congénitos leva a consequéncias hemodinamicas que promovem
adaptacdo miocardica, levando eventualmente a insuficiéncia cardiaca
congestiva (Bolger e Gatzoulis, 2004).

E importante notar que a maioria dessas condicdes particulares de
sobrecarga volumétrica e pressérica estdo presentes desde a morfogénese
cardiaca e que portanto o processo de remodelamento do miocardio ocorre
paralelamente ao crescimento do coragédo, tanto na vida intra-uterina como
ap6s o nascimento (Aiello e Binotto, 2007). Este aspecto ndo encontra
correspondente nos estudos experimentais de adaptacdo cardiaca as
diversas formas de injuria e sobrecarga.

Some-se a isto o fato de a arquitetura tridimensional das fibras
miocardicas também estar distorcida pela propria presengca de conexdes
anb6malas de camaras entre si ou dessas com artérias e veias.

Embora a maioria dos estudos de distribuicao tridimensional de
fibras miocardicas tenha sido feita em coragdes normais, alguns tém
procurado fazer comparagdes com coragdes malformados (Sanchez-
Quintana et al., 1996; 1999). Em pacientes com atresia tricUspide classica
(auséncia de conexao atrioventricular a direita) observou-se orientagéao
anormal dos feixes da camada superficial (subepicardica) do ventriculo

esquerdo, além de maior espessura da camada muscular média. Enquanto



O Miocardio nas Cardiopatias Congénitas: Descrigbes e Estudos da Literatura 20

que em coragdes normais a espessura camada muscular média depende da
idade mas nao ultrapassa os 60% de toda a parede, nos coragdes com
atresia tricispide ela chega a ocupar perto de 80%. A microscopia
eletrénica de varredura, mesmo o coragdo do paciente mais jovem com
atresia tricuspide mostrou alteracbes no padrdao dos feixes de colageno
perimisiais, provavelmente refletindo uma anormalidade intrinseca e néao
adaptativa. Todos esses achados sugerem implicacées na funcdo de bomba
desse ventriculo, nessa anomalia que apresenta caracteristicas de fisiologia
univentricular, uma vez que o ventriculo direito € rudimentar e incompleto
(Sanchez-Quintana et al., 1999).

Ja em pacientes com tetralogia de Fallot, os mesmos autores
demonstraram (Sanchez-Quintana, 1996) a presenca de uma camada
muscular no ventriculo direito que esta ausente nos normais.

Do ponto de vista histolégico, diversos autores investigaram o
miocardio em portadores de cardiopatias congénitas. O objeto principal de
estudo dos primeiros trabalhos foi a tetralogia de Fallot, talvez por ter sido
uma das primeiras anomalias a terem sua histéria natural modificada pela
corregao cirurgica (Jones et al., 1975; Deanfield et al., 1983; Peters et al.,
1999). Nesta anomalia existe sobrecarga pressorica e volumétrica do
ventriculo direito, pela presengca de estenose subpulmonar e cavalgamento
da aorta. As descricdes davam conta de uma maior quantidade de fibrose
instersticial no miocardio e também de desarranjo espacial dos
cardiomiécitos da regidao infundibular, mais especificamente aquela porgao

de musculo que é ressecada na cirurgia para desobstrucédo da via de saida
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do ventriculo direito. Também ja se tentava fazer correlacdo entre achados
histolégicos e variaveis clinicas e hemodinamicas. Jones e colaboradores
(1975) demonstraram, embora sem quantificar, uma associagao entre fibrose
miocardica e aumento da pressao diastélica final do ventriculo direito.
Admitia-se ainda um papel chave dessa fibrose na ocorréncia de arritmias e
morte subita em pacientes operados (Deanfield et al., 1983). A patogénese
desta fibrose até hoje ndo estda completamente esclarecida. Soma-se aos
aspectos da sobrecarga ventricular direita a existéncia de hipoxemia arterial
sistémica, o que significa menor concentracdo de oxigénio no fluxo que
perfunde a arvore coronariana. Experimentalmente, demonstrou-se que a
hipoxia é considerada um estimulo potente e efetivo para a angiogénese
(Heil et al., 2006), porém nao se deve levar em consideracdo apenas a
densidade de capilares, mas a sua distribuigdo espacial no tecido.
Alteragdes miocardicas e vasculares de grande monta estado também
presentes em outra anomalia que se constitui em um grande desafio no
tratamento clinico e cirurgico, a atresia pulmonar com septo integro
(Oosthoek et al., 1995). Nesta anomalia o ventriculo direito mostra
comunicagdes da sua luz com a rede vascular coronariana, em virtude do
elevado nivel pressoérico no interior da cavidade. Acreditam alguns autores
que se trate da persisténcia do miocardio esponjoso presente na no periodo
embrionario e que, pelo defeito ser de aparecimento muito precoce na
formacao do coracdo, esses canais vasculares também chamados, embora
inapropriadamente, de “sinusodides”, sirvam desde a vida intra-uterina para o

esvaziamento da cavidade na presenca de uma valva tricuspide competente.
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As alteracbes hemodinamicas que se sucedem tém grande impacto no
enchimento coronariano, uma vez que existe competicdao de fluxo entre o
enchimento coronariano via circulagao sistémica a partir da aorta e o
esvaziamento do conteudo do ventriculo direito (Gittenberger-de-Groot et al.,
1988). E facil entender que as alteracdes isquémicas nesta anomalia se
estendem também ao ventriculo esquerdo, em virtude do comprometimento
do fluxo coronariano como um todo (Akiba e Becker, 1994).

Na atresia valvar aédrtica, embora haja uma situagdo hemodinamica
semelhante em mais de 60% dos casos, onde a valva mitral esta patente
(Aiello et al.,, 1990), a presenca de comunicagdes coronario-cavitarias é
bastante rara. Estudos histolégicos do miocardio nesta anomalia
demonstraram uma reducgao da fragdo de area de colageno em ambos os
ventriculos em comparagdo com controles normais (Salih et al, 2004a),
alertando sobre as possiveis implicagbes, a longo prazo, de se utilizar o
ventriculo direito como sistémico por meio da corregao cirurgica. Na mesma
anomalia, os autores detectaram maior distdncia de difusdo dos capilares
miocardicos (Salih et al., 2004b), o que, analisado em conjunto com o dado
de menor porcentagem de fibrose intersticial parece paradoxal, uma vez que
seria esperada uma isquemia relativa do miocardio.

A anomalia de Ebstein também foi avaliada histologicamente,
encontrando-se fibrose miocardica aumentada e, em neonatos, menor
didmetro de cardiomidcitos do ventriculo direito (Celermajer et al., 1992).

Como se vé, os achados anatomopatoldgicos de remodelamento

miocardico em diferentes defeitos cardiacos congénitos mostram
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particularidades que precisam ser entendidas no contexto da morfologia
macroscopica, das alteragdes hemodinamicas e da apresentagao clinica. As

descricdes nao tém sentido se nao forem acompanhadas de correlagao

anatomoclinica.
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5. CONTRIBUIGOES PESSOAIS AO ESTUDO DO
REMODELAMENTO
5.1. O remodelamento como forma de preparo ventricular (Anexo 2)

Dados do trabalho de Tese de Doutoramento da aluna Maria Cristina
Donadio Abduch (2006) - Financiamento FAPESP - 02/11721-6 -
ABDUCH, M C D ; ASSAD, R S ; RODRIGUES, M A Q ; VALENTE, A S ;
ANDRADE, J L ; DEMARCHI, L M ; MARCIAL, M B ; AIELLO, V. D. .
Reversible pulmonary trunk banding Ill: assessment of myocardial
adaptive mechanisms-contribution of cell proliferation. Journal of
Thoracic and Cardiovascular Surgery, 2007; 133: 1510-1516.

Trabalho apresentado em “39th Annual Meeting of the Association for
European Paediatric Cardiology”, 2004, Munique, Alemanha. Cardiol
Young 2004;14:63. Foi segundo colocado na categoria “melhor péster”

do mesmo Congresso.

Inducao de hipertrofia miocardica por meio de sobrecarga pressorica
tem sido rotineiramente utilizada na pratica clinica para preparar o ventriculo
esquerdo em criangas com transposigao das grandes artérias e candidatas a
cirurgia de troca arterial ou cirurgia de Jatene (Jonas et al., 1989; Boutin et
al., 1994a). Para esclarecer a situagao fisiopatoldgica desse preparo sera
necessaria uma breve introdugcao sobre a fisiologia da circulagao fetal e

neonatal em individuos normais e na transposig¢ao das grandes artérias.
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5.1.1. Aspectos da fisiologia da circulagao fetal e neonatal

Grande parte do conhecimento sobre fisiologia da circulagao fetal
normal foi obtida por meio de estudos realizados em ovelhas, sendo
classicos os estudos de Rudolph (1970; 1985).

No feto, as trocas gasosas sao feitas pela placenta e o fluxo
sanguineo mais oxigenado, atravessando o ducto venoso hepatico, atinge a
veia cava inferior e entdo as camaras cardiacas da direita. A partir da
comunicacao interatrial (o forame oval patente), grande parte desse fluxo
chega até a aorta ascendente e a circulagdo sistémica, passando pelas
camaras cardiacas da esquerda. O fluxo que atravessa o ventriculo direito e
chega ao tronco pulmonar encontra um circuito de alta resisténcia
representada pelos pulmdes em desenvolvimento, mas também passa
através de outra comunicacdo fetal, o canal arterial, para a aorta
descendente. Dessa forma, consideramos que a circulacdo se faz em
paralelo, pois ambos os ventriculos funcionam conjuntamente para manter o
fluxo sistémico do feto. Isto faz com que na vida fetal ambas as camaras
ventriculares apresentem paredes de espessuras semelhantes. Ao
nascimento o padrao circulatério muda, e os ventriculos comecam a
trabalhar em série. O inicio dos movimentos respiratdérios promove, pela
propria expansao da caixa toracica, um recrutamento de arteriolas
pulmonares periféricas que estavam fechadas na vida fetal, com
consequente reducao abrupta da resisténcia vascular pulmonar. Além disso,

0 aumento da saturagdo sanglinea de oxigénio pelas trocas gasosas com o
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ar ambiente faz com que haja um relaxamento das artérias pulmonares
maiores, muscularizadas. Isto promove uma reducdo ainda maior da
resisténcia vascular, progressiva até cerca de oito semanas de vida. As
comunicacoes fetais se fecham e o ventriculo direito entdo passa a trabalhar
em sistema de baixa resisténcia, perdendo massa e afilando
progressivamente a sua parede (Friedman e Fahey, 1993). Por outro lado, a
massa ventricular esquerda aumenta, como anteriormente discutido, por

incremento da pré e da pos-carga.

5.1.2. Circulacao pés-natal na transposi¢ao das grandes artérias

A transposicao das grandes artérias € definida em coragdes que
apresentam associagao entre conexao atrioventricular concordante e
conexao ventriculo-arterial discordante, ou seja, cada atrio conectado ao seu
ventriculo correspondente, mas com aorta emergindo do ventriculo direito e
tronco pulmonar do esquerdo. (Figura 1)

Essa condicéo resulta em duas circulagdes paralelas: a pulmonar e
a sistémica, pois o fluxo de retorno venoso das veias cavas acaba ganhando
novamente a aorta e o retorno venoso pulmonar volta para os pulmbes
através do tronco pulmonar conectado ao ventriculo esquerdo. A
manutencio da vida pds-natal s6 é possivel na presenca de defeitos septais
associados ou canal arterial persistente, ou, na auséncia destes, se for

realizado um procedimento de septostomia atrial por cateter balao,
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conhecido como “Rashkind”, em homenagem ao médico que o idealizou e o

praticou pela primeira vez (Rashkind e Miller, 1966).

Figura 1.Coracdo com transposi¢ao das grandes artérias. Em a) observam-
se as camaras cardiacas da direita e aorta emergindo deste
ventriculo e em b) camaras cardiacas da esquerda, mostrando
valva pulmonar em continuidade fibrosa com a valva mitral. O septo
ventricular é integro e existe comunicacao interatrial na fossa oval
(*). AD-atrio direito; VD-ventriculo direito; VE-ventriculo esquerdo;
Ao-aorta; TP-tronco pulmonar.

O ventriculo esquerdo entdo comeca a perder massa pela sua
conexao a um circuito de baixa resisténcia. Coragcdes com transposicao das
grandes artérias e septo interventricular integro estudados por Huhta e
colaboradores (1982) possuiam espessura das paredes bastante reduzidas
ja com 2 a 4 meses de vida. Na verdade, ndo se sabe ao certo em que
momento esse ventriculo deixa de estar apto para suportar as pressdes
sistémicas, uma vez que a espessura de suas paredes € apenas um dos
determinantes desta capacidade (llbawi et al., 1987). Como sera discutido

mais abaixo, a geometria do septo ventricular também deve ser levada em
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consideracao.

5.1.3. A corregao da transposi¢cao das grandes artérias pela técnica de

Jatene e os problemas do preparo do ventriculo esquerdo

Em 1975 o cirurgido Adib Domingos Jatene descreveu pela primeira
vez um caso bem sucedido de correcdo da transposicido, por meio da troca
das grandes artérias e re-implante das coronarias. (Jatene et al, 1975; 1976)
Essa cirurgia (também conhecida como “arterial switch operation”) foi um
marco na Cardiologia Pediatrica mundial e tornou-se o procedimento de
escolha para a correcdo dessa anomalia, quando n&o associada a lesdes
estendticas da via de saida do ventriculo esquerdo. Apdés a operacdo, o
ventriculo esquerdo passa a ser o ventriculo sistémico e portanto tem que
estar apto para suportar esse aumento de resisténcia. Os primeiros casos de
sucesso apresentavam comunicacdo interventricular associada, o que
permitia a equalizacdo das pressdes ventriculares e retardo na perda de
massa do ventriculo esquerdo. Nos casos sem comunicacgao interventricular,
entretanto, sabe-se que em poucas semanas ocorre perda da massa e
alteragcdo da geometria ventricular. Os aspectos utilizados para avaliar a
possibilidade da corregcdo cirdrgica primaria sao definidos a partir da
ecocardiografia bidimensional e incluem o indice da massa ventricular
esquerda por m? de superficie corpérea e a orientacdo do septo ventricular
(Sidi et al., 1987; Lacour-Gayet et al., 2001). Nas criangas com septo
retificado ou abaulado para a direita a avaliagdo ecocardiografica, a

geometria & considerada favoravel e o ventriculo esquerdo considerado apto
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a suportar a circulagdo sistémica. Porém, quando o septo desvia para a
esquerda, o ventriculo esquerdo assume perfil em fenda no corte transversal
(eixo curto do ecocardiograma bidimensional) e a geometria € considerada

desfavoravel para a corregdo cirurgica pela técnica de Jatene. (Figura

Figura 2. Cortes transversais dos ventriculos em dois coragbes com
transposicao completa das grandes artérias, mostrando: a) septo
ventricular retificado e ventriculo esquerdo com espessura
preservada da perede; b) septo deslocado para a esquerda,
ventriculo esquerdo com reducédo da espessura da parede livre e
perfil em fenda da cavidade. VE- ventriculo esquerdo

Apos trés semanas de vida, a maioria das criangas com
transposicao e septo ventricular integro ja n&o apresentam condi¢cbes para
serem submetidas a corregao pela técnica de Jatene. Portanto, idealmente a
correcao deve ser realizada no periodo neonatal mas, por problemas
diversos como infecgdo perinatal, prematuridade e baixo peso, ou ainda
encaminhamento tardio a centro cardioldgico especializado, varios pacientes
chegam ja com o ventriculo esquerdo desadaptado. Em nosso pais, pela
grande extensé&o territorial e diversidade da qualidade de assisténcia médica,

a ultima condicao é particularmente freqlente.
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Em 1977, Yacoub e colaboradores (1977) descreveram a cirurgia em
dois estagios, o primeiro constituido pelo chamado “preparo” do ventriculo
esquerdo por meio de bandagem do tronco pulmonar (imposicdo de
sobrecarga pressorica) e criagdo de uma comunicagdo aorto-pulmonar
central, mantidas por um periodo de tempo variando de um a 36 meses. Em
1989, Jonas e colaboradores (1989) introduziram o conceito de “preparo
rapido” daquele ventriculo, verificando que os critérios ecocardiograficos de
operabilidade eram obtidos em um periodo curto (mediana= 9 dias). Mais
tarde ficou comprovado que 95% da massa ventricular era adquirida dentro
dos sete primeiros dias apdés a bandagem (Boutin et al., 1994 a).

Alguns problemas relativos a bandagem foram relatados,
principalmente naquela que permanecia por longos periodos, a saber: a)
distor¢do da anatomia do tronco pulmonar, trazendo implicagdes na época
da correcao arterial; b) necessidade de ajustes do grau de bandagem ao
longo do tempo, por gradiente ndo adequado ao treinamento ou entdo por
comprometimento agudo da fungao ventricular. Nestas situagdes, uma nova
toracotomia era necessaria para adequar a bandagem pulmonar.

Além disso, uma preocupagao mais recente € a evolugao funcional
do ventriculo treinado apdés anos de corregdao cirurgica. Estudo
ecocardiografico de Boutin e colaboradores (1994 b) mostrou que, em
comparagao com a chamada cirurgia primaria de troca arterial (sem preparo)
os pacientes submetidos a bandagem pulmonar antes da cirurgia de Jatene
exibiram sinais ecocardiograficos tardios de disfungéo sistélica do ventriculo

esquerdo por contratilidade abaixo dos limites normais. O questionamento
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principal neste aspecto € o substrato morfoldgico dessa disfuncéao.

O mecanismo de ganho de massa ventricular ainda nao esta
completamente esclarecido nessa faixa etaria. Como anteriormente relatado,
a hiperplasia de cardiomidcitos parece estar presente de forma substancial
no crescimento dos mamiferos na fase inicial da vida. Todavia, ndo estava
esclarecido se no preparo rapido por bandagem do tronco pulmonar a
hiperplasia celular estava ou ndo associada a hipertrofia.

Com a finalidade de avaliar histologicamente a resposta do
miocardio ventricular submetido a situagcdo semelhante a do preparo para
cirurgia de Jatene, nos engajamos a um grupo cirurgico do Instituto do
Coracao do HC FMUSP que ja vinha estudando dispositivos de bandagem
quanto a sua eficiéncia e possibilidade de controlar a magnitude da
sobrecarga imposta (Assad et al., 2000; Caneo et al., 2001; Dias et al.,
2002). Além disso, era intencao desses pesquisadores estudarem diferentes
regimes de condicionamento ventricular, ou seja, com estimulo de
sobrecarga constante e intermitente.

Dessa forma, foram estudados experimentalmente 21 cabritos
jovens e higidos (apos o periodo de desmame), sendo 14 submetidos a
bandagem ajustavel do tronco pulmonar e sete controles.

Optou-se por estudar o ventriculo direito, comparavel ao ventriculo
esquerdo desadaptado na transposicao das grandes artérias, pelo fato de
ser subpulmonar e ja com espessura da parede reduzida pela queda da
resisténcia vascular pulmonar.

Eram conhecidas, no entanto, as limitacdes de tal escolha, uma vez
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que a geometria desse ventriculo e o seu desempenho sao diferentes em
comparagao ao ventriculo sistémico normal, o morfologicamente esquerdo.
Um exemplo bastante adequado dentro desse contexto sdo os pacientes
com a chamada “transposi¢cao corrigida das grandes artérias”, nos quais o
defeito anatdbmico corresponde a presenga de conexdes atrioventricular e
ventriculo-arterial discordantes. Nessa situagdo, embora a aorta tenha
origem do ventriculo morfologicamente direito, fisiologicamente a circulagao
comporta-se de maneira normal. Apesar disto, uma parcela desses doentes
morrem entre a terceira e quinta décadas de vida devido a faléncia do
ventriculo direito, que, apesar de apresentar-se hipertrofiado, ndo consegue
se manter como ventriculo sistémico (Kvasnicka e Vokrouhlicky, 1991).
Entretanto, mesmo tendo ciéncia da relevancia de tal fato, optou-se por
realizar o experimento em animais higidos, uma vez que a alteragao
cirurgica da conexao ventriculo-arterial acarretaria alta porcentagem de

mortalidade, inviabilizando a pesquisa.

5.1.4. Protocolo experimental resumido e resultados comentados

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos: controle -
C (n= 7), sem nenhum procedimento cirurgico), estimulagdo continua - EC
(n=7), e estimulagao intermitente - El (n=7), - metodologia explicada abaixo.
A bandagem foi realizada cirurgicamente com colocagdo de um

manguito hidraulico em forma de “U”, externamente revestido por silicone
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rigido e internamente constituido por uma camada flexivel de silicone, com
capacidade de expandir-se e comprimir assim o lume do vaso de acordo
com o volume injetado através do botao de insuflacdo. Este é conectado a
um tubo extensor, também feito de silicone, e consiste de um reservatorio
circular feito de silicone auto-aderente, com base de metal, implantado no
subcutaneo do animal, permitindo a insuflacdo ou o esvaziamento do anel
oclusor por via percutanea (Braile Biomédica ®).

Os animais do grupo de estimulagdo continua permaneceram em
treinamento por um periodo de 96 horas, com insuflagdes progressivas a
cada 24 horas, no limite maximo tolerado. No grupo de estimulagao
intermitente procedeu-se da mesma forma, porém deixando o dispositivo
inflado apenas por 12 horas ao dia. Ao final deste tempo, o mesmo era
esvaziado completamente e assim mantido por mais 12 horas, até a proxima
insuflagdo, perfazendo um total de 48 horas de condicionamento. No grupo
controle, os animais nao foram operados.

Os cabritos submetidos a bandagem foram monitorados diariamente
para medidas de pressbes do ventriculo direito e respectivos gradientes
entre o ventriculo e o tronco pulmonar, e também por ecocardiograma
bidimensional para avaliagdo de espessuras das paredes cardiacas,
orientacao do septo ventricular e calculo da massa ventricular direita.

Ao término do treinamento os animais foram sacrificados e os
coragdes estudados histologicamente para avaliagdo morfométrica dos
diametros de cardiomiocitos e de seus nucleos, da fracdo de area de

colageno intersticial e do indice de proliferagdo celular por meio de
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marcag¢ao imuno-histoquimica com anticorpo monoclonal anti-Ki67 - numero
de células marcadas a cada 2000 células contadas em cada parede
estudada, sendo o septo ventricular avaliado em suas metades direita e
esquerda separadamente.

As figuras 3 e 4 mostram respectivamente a evolugao dos gradientes
pressoricos entre ventriculo direito e tronco pulmonar e as curvas de ganho
de massa ventricular estimada pela ecocardiograma bidimensional. Houve
ganho significativo de massa muscular ja a partir do segundo dia de

experimento.
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Figura 3. Painel superior: Gradiente entre ventriculo direito/tronco pulmonar
(mm Hg) do grupo submetido a 12 horas de sobrecarga sistélica
do ventriculo direito alternadas com 12 horas de descanso
(Intermitente). Painel inferior: mesmo gradiente (mm Hg) no grupo
submetido a sobrecarga sistdlica continua ventricular direita
(Continuo).



Contribuigbes Pessoais ao Estudo do Remodelamento 35

-
oo
|

16 -
14 -
12 -

Massa estimada do VD (g)

ON PO
!

Basal Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Tempo

—m— EC ——El

Figura 4. Massa estimada do ventriculo direito (VD) por ecocardiografia, em
gramas (g), em relagdo aos dias de treinamento. EC= grupo de
estimulagao continua; El= grupo de estimulagdo intermitente.

A analise histolégica revelou que ao final do experimento os
didmetros dos cardiomidcitos do ventriculo direito nos grupos estimulados
por bandagem eram significativamente maiores do que nos animais
controles, ultrapassando também os valores das outras paredes
ventriculares (septo e ventriculo esquerdo) (Figura 5).

Esses resultados mostraram que efetivamente a hipertrofia celular é
bastante precoce e nao difere entre os grupos submetidos a regimes
distintos de estimulacao ventricular, nas condi¢cdes descritas neste protocolo.
Essa constatagcao tem importancia quando se imagina a aplicagéo clinica do
procedimento. Além da inovagdo do mecanismo de bandagem ajustavel,

também a possibilidade de um treinamento intermitente é interessante,

sobretudo se o paciente desenvolver faléncia ventricular pela sobrecarga
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continua. Além disso, a julgar pelo principio do preparo muscular em atletas,
em que por treinamento intermitente os musculos esqueléticos desenvolvem
a capacidade de suportar maior carga de trabalho por hipertrofia de suas
fibras, coloca-se a hipétese de que talvez o ventriculo a ser preparado tenha
melhor adaptacao se for submetido a um preparo intermitente, uma vez que
a oxigenacao seria mais adequada no periodo em que o ventriculo ndo esta

submetido a aumento na pds-carga (Le Bret et al., 2005).
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Figura 5. Média e erro-padrao do diametro transverso dos cardiomiocitos
(micrometros), segundo grupo e segmento do coragdo. VD-
ventriculo direito; VE-ventriculo esquerdo; S-septo interventricular.

Quanto ao conteudo de fibrose intersticial miocardica, n&do se
constataram diferengas significativas entre os grupos treinados e o controle.

Sistematicamente, o ventriculo direito apresentou maior fragcdo de area de

colageno intersticial nos trés grupos, o que é descrito como um achado
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normal em diversas espécies de mamiferos (Caspari et al.,, 1975;
Medugorac, 1980). Porém, o curto espaco de tempo do protocolo poderia
nao ter sido suficiente para demonstrar diferencas significativas entre o
conteudo de colageno nos grupos treinados. Le Bret e colaboradores (2005),
mantendo o estimulo pressérico ventricular por cinco semanas, detectaram
maior fibrose intersticial miocardica em animais submetidos aos regimes
continuo e progressivo, quando comparados aos treinados de forma
intermitente. Uma proposta para futura investigacdo seria, apds o
treinamento em curto periodo, manter uma bandagem fixa para mimetizar a
situacao da resisténcia sistémica adquirida apds a cirurgia de troca arterial e

entdo avaliar tardiamente o contetido de fibrose intersticial.

Interessantes foram também nossos achados em relacédo a
marcacao com Ki-67 para avaliar proliferagao celular neste modelo.

Encontramos maiores indices de células marcadas para Ki-67 (por
imuno-histoquimica) no ventriculo direito dos animais submetidos a
bandagem, em comparacéo as células do septo ventricular e do ventriculo
esquerdo. Ja nos controles, o ventriculo esquerdo mostrava indices maiores.
Ventriculos direitos de animais submetidos a diferentes tipos de treinamento
nao mostraram diferengas significativas entre si quanto ao mesmo indice.

(Figura 6)
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Figura 6. Média e erro-padrao do indice de cardiomiocitos marcados com
Ki-67 (numero de células positivas/ 2000 cardiomidcitos, expresso
em porcentagem). VD-ventriculo direito; VE-ventriculoe squerdo;
S-septo interventricular.

Como anteriormente aqui discutido, existe muita controvérsia a
respeito da capacidade de replicagdo dos cardiomiécitos apos a
morfogénese cardiaca. A dificuldade em se demonstrar figuras de mitose no
miocardio foi sempre motivo de grande ceticismo em relacéo a existéncia de
proliferacdo. Outros marcadores teciduais tém sido utilizados (incorporagao
de timidina, bromodeoxiuridina e PCNA-antigeno nuclear de proliferagao
celular) e podem indicar sintese de DNA para citocinese, mas também para
cariocinese e reparo celular (Alison, 1995; Soonpaa e Field, 1998).

A figura 7 demonstra a marcagao imuno-histoquimica pelo Ki-67 em

nucleos de cardiomiocitos.
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Figura 7. Fotomicrografia de miocardio submetido a reagdo de imuno-
histoquimica para marcagdo com Ki-67. As setas mostram
nucleos positivos de cardiomiocitos. Aumento da objetiva- 40X;
contra-coloragao pela hematoxilina de Harris.

O Antigeno Ki-67 tem similaridade com a DNA tropoisomerase I,
enzima considerada como marcadora especifica de replicacdo da célula.
Este antigeno nuclear aparece principalmente no final da fase S do ciclo
celular e como marcador de proliferacdo € preferivel a timidina,
bromodeoxiuridina e ao PCNA uma vez que nao esta envolvido com reparo
celular nem com ploidia (Gerdes et al., 1984; Soonpaa e Field, 1998).

A deteccgao desse antigeno tem sido utilizada na area da Cardiologia

e interpretada como marcador de proliferagédo. Leri e colaboradores (2001),

estudando caes com insuficiéncia cardiaca congestiva induzida por marca-
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passo, observaram expressao simultédnea do Ki-67 e da telomerase, a qual é
uma enzima que garante a replicagdo do DNA uma vez que mantém intactos
os teldbmeros durante a multiplicagcao celular. A respeito do questionamento
sobre a possibilidade de as células marcadas estarem apenas aumentando
a ploidia, séo interessantes os achados de Olivetti e colaboradores (1996)
que, estudando mais de 200 coragdes humanos normais e doentes (com
hipertrofia ou doenca coronariana), verificaram que a quantidade de
cardiomiocitos mono, bi, tri e tetranucleados se mantém constante a
despeito da alteracao patoldgica de isquemia ou hipertrofia.

E também possivel que a capacidade de proliferacdo de
cardiomiécitos seja dependente da idade. O experimento aqui relatado foi
feito em animais jovens, embora ja fora do periodo neonatal. Esta em curso
no Instituto do Coragdo um estudo com o desenho semelhante de protocolo
experimental, porém utilizando animais adultos da mesma espécie. A
comparagao dos resultados com os desse trabalho trara novas e
interessantes informacdes a respeito dessa questao.

Falta ainda a avaliagcdo do processo de apoptose celular neste
modelo de aquisicdo de massa ventricular, uma vez que ela costuma
aparecer paralelamente a proliferagcao celular em diferentes situagdes,
particularmente no processo de organogénese no periodo embrionario.
Investigacado realizada em coragbes com cardiomiopatia dilatada verificou
que a capacidade de replicagao cardiomiocitos vem acompanhada de
apoptose e que o balango entre ambos os processos pode ser determinante

da evolugao da doenga (Zorc et al., 2003).
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Em nosso experimento, a marcagao de células ndo contrateis do
miocardio foi também observada, superando em numero os cardiomidcitos
marcados. Nao sendo possivel distinguir entre tipos celulares neste
compartimento do tecido, tratamos essas células como pertencentes ao

intersticio e vasos. (Figura 8)
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Figura 8. Fotomicrografia de miocardio submetido a reagao de imuno-
histoquimica para marcacdo com Ki-67, onde se observam
numerosos nucleos positivos pertencentes a células do intersticio
e vasos. Aumento da objetiva- 40X; contra-coloracédo pela
hematoxilina de Harris.

O mesmo indice foi calculado (numero de células positivas a cada

2000 células contadas), mostrando em ambos os grupos submetidos a

bandagem valores maiores em venrticulo direito do que nos outros

segmentos avaliados. Interessante foi o achado, tanto nos animais sob
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estimulagdo continua quanto intermitente, que a metade direita do septo
ventricular mostrava maior numero de células marcadas em relacdo a

metade esquerda e também em relagao ao ventriculo esquerdo. (Figura 9)
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Figura 9. Média e erro-padrdo do indice de células do intersticial marcadas
com Ki-67 (numero de células positivas/ 2000 células, expresso
em porcentagem). VD-ventriculo direito; VE-ventriculo esquerdo;
SD-septo direito; SE-septo esquerdo; |/V-intersticio e vasos.

Este achado demonstra que o septo ventricular se comporta de

forma distinta em suas metades, corroborando alguns achados anatémicos e

ecocardiograficos que procuram demonstrar essa diferenca. Descrita ha

algum tempo, a linha brilhante visivel no septo ventricular ao
ecocardiograma bidimensional mostrou ser divisoria de dois compartimentos
que se comportam distintamente do ponto de vista funcional (Boettler et al.,

2005). Nosso achado reforga também a descricao prévia de duas camadas

de feixes musculares no septo, a partir de estudos de orientagdo das fibras

(Mac Lean et al.,, 1989) ou ainda por dissecagdao romba, de acordo com
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Torrent-Guasp e colaboradores (2001), que postulam ser o coragao
constituido por uma unica banda muscular dobrada sobre si mesma de
forma helicoidal. Estes ultimos autores tém tido seu trabalho questionado
pelo fato de criarem artificialmente um plano de clivagem no miocardio.

Quanto a qualidade das células intersticiais marcadas, como
discutido anteriormente, nao foi possivel com a metodologia utilizada
distinguir se eram fibroblastos, miofibroblastos ou células endoteliais. A
dupla marcagao imuno-histoquimica permitiria avaliar se a proliferagao foi
maior entre as células da matriz ou entre as endoteliais. Essa distingao se
revela de suma importancia, uma vez que fibroblastos em excesso podem se
diferenciar em fibrocitos e expandir a matriz extracelular as custas de
fibrose, o que tardiamente acarretaria disfungdo miocardica. Por outro lado,
a proliferacdo de células endoteliais indicaria aumento numérico de
capilares, necessarios para manter a nutrigdo da massa miocardica em
expansao. Nao se sabe ao certo qual seria a taxa ideal de incremento tanto
da matriz extracelular quanto dos vasos na situagdo do miocardio treinado
para suportar a resisténcia sistémica. Tomanek e Torry (1994) observaram
que o aumento de capilares miocardicos na hipertrofia depende de diversos
fatores, como idade, tipo de modelo experimental e duracdo da hipertrofia.
Aparentemente, modelos de sobrecarga de volume s&ao acompanhados por
angiogénese maior e mais rapida.

Em nosso modelo, é possivel que o estimulo de sobrecarga
pressoérica induza ainda a diferenciagao de células miocardicas progenitoras

em cardiomidcitos. Neste contexto, um contingente das células intersticiais
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positivas para marcador de proliferacdo poderia corresponder a essa

populagao de precursores. Esse aspecto merece investigacao futura.

5.2. O remodelamento em cardiopatias congénitas

5.2.1. Coragoes com conexao atrioventricular univentricular

Dentre as cardiopatias congénitas este € um grupo de anomalias
que tem merecido grande atengcdo, ndo sé pela complexidade da sua
anatomia, como também pelas controvérsias em relagdo a sua nomenclatura
e, mais recentemente, pelos inumeros problemas de abordagem clinica e
operatoria.

Chamamos de conexao atrioventricular univentricular a uma situagao
onde apenas um dos ventriculos estabelece conexdao com os atrios,
manipulando hemodinamicamente todo o fluxo sanguineo advindo deles.
Pode ocorrer quando ambos os atrios abrem-se diretamente neste
ventriculo- dupla via de entrada ventricular- ou quando apenas um se abre
ali, estando o outro totalmente desconectado da massa ventricular- auséncia
de conexao atrioventricular. (Figuras 10 e 11) Neste ultimo caso, um atrio
apresenta assoalho muscular completo e o seu fluxo de retorno venoso, quer
seja sistémico ou pulmonar, acaba atingindo o outro atrio através de uma

comunicacao interatrial.
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Figura 10.Cortes em coragdo com dupla via de entrada ventricular,
mostrando em a) o ventriculo esquerdo principal recebendo as
duas valvas atrioventriculares e em b) o ventriculo rudimentar
morfologicamente direito, de onde se origina a aorta (conexao
ventriculo-arterial  discordante). VD-ventriculo direito; VE-
ventriculo esquerdo.

Coragdes com este padrao de anatomia apresentam, na maioria das vezes,

dois ventriculos, sendo um deles chamado de principal e o outro de

rudimentar, por ser incompleto e néo ter via de entrada. O ventriculo
principal e o rudimentar mostram morfologia complementar, ou seja, quando

o principal € morfologicamente esquerdo o rudimentar € morfologicamente

direito e vice-versa (Aiello et al.,, 1991; Ebaid et al., 1994; Cavalini et al.,

1999). Entre esses ventriculos existe uma comunicagéo, cujo tamanho e

localizag&o podem variar.
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Figura 11.Espécimes anatdbmicos com atresia tricuspide classica. Em a)

observa-se visdo anterior de corte do tipo “quatro camaras”

exibindo a auséncia de conexado atriovenricular a direita e

ventriculo principal esquerdo; em b) observa-se ventriculo

esquerdo dilatado e aberto pela via de saida, a qual esta
conectada a aorta. A seta mostra a comunicagao interventricular.

Consideravel variagao é ainda observada em relacdo a posi¢cao do

ventriculo rudimentar, o que influencia a posi¢ao tanto do né atrioventricular

como a distribuicdo do feixe de conducao do estimulo elétrico do coracéo.

Mais raramente a massa ventricular € constituida por um ventriculo solitario

de morfologia indeterminada que recebe entdo o nome de ventriculo unico

verdadeiro. (Figura 12)
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Figura12. Coracdo com dupla via de entrada através de valva
atrioventricular comum abrindo-se em ventriculo Unico de
morfologia indeterminada. Nao ha ventriculo rudimentar.

A todos os aspectos descritos acima, soma-se ainda variabilidade no
tipo de conexao ventriculo-arterial. Esta € chamada de concordante quando
a aorta emerge do ventriculo morfologicamente esquerdo e o tronco
pulmonar do ventriculo morfologicamente direito, independentemente de
cada um desses ventriculos ser o principal ou o rudimentar. A apresentacao
mais comum € a do ventriculo esquerdo principal, vindo a seguir o ventriculo
direito e mais raramente o ventriculo de morfologia indeterminada.

Varias lesdes associadas tém sido descritas, dentre elas a estenose
pulmonar infundibular e valvar, a estenose subaodrtica, a estenose ou
insuficiéncia de uma das valvas atrioventriculares, a coarctagdo do arco

aortico, etc.
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Foi motivo de grande discussao no passado a maneira de denominar
essas anomalias. Uma vez que o ventriculo principal manipula todo o fluxo
de retorno venoso e € o responsavel pelo débito cardiaco, qualquer coracao
pertencente a esse grupo de anomalias era chamado de “ventriculo unico”
ou de “coragao univentricular”. Deanfield seus colaboradores da escola
Européia de Cardiologia (1982), todavia, questionaram este conceito, uma
vez que existiam na grande maioria das vezes dois ventriculos, embora um
fosse rudimentar. Discussdes acaloradas se seguiram na literatura sobre
qual caracteristica morfologica permitiria sem questionamentos a distingao
de uma cadmara como sendo um “ventriculo” (Van Praagh et al., 1982;
Anderson et al., 1983). Ao final, o entendimento geral foi de que
morfologicamente se caracterizam dois ventriculos, mas que a conexao com
os atrios € univentricular e assim tém sido designados os coragoes citados.

Além dessa anomalia, outras cursam com ventriculo Unico funcional,
como por exemplo a atresia adrtica e a atresia pulmonar com septo integro.
Esses coragbes tém em comum o fato de que, embora a conexao
atrioventricular seja normal (biventricular), funcionalmente apenas um dos
ventriculos é responsavel pela manutengao do débito cardiaco. (Figura 13)

Alguns autores denominam essa situagao clinica como “coragdes
com fisiologia univentricular’, reconhecendo, todavia, as diferencas
morfolégicas entre as anomalias. Esse tipo de abordagem n&o pretende
substituir a nomenclatura morfolégica dos defeitos, cujo conhecimento
detalhado é fundamental, mas proporcionar um tipo de tratamento paliativo

comum a todos.
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Figura 13. Coragdo seccionado em corte tipo “quatro céamaras’,
evidenciando conexao atrioventricular biventricular (cada atrio
conectado a um ventriculo) e ventriculo esquerdo hipoplasico (*)
em virtude da existéncia de atresia valvar adrtica (néo
mostrada). O ventriculo direito (VD) é hipertrofico.

A principal opgao cirurgica para o tratamento desses tipos de
defeitos cardiacos é a técnica de Fontan ou uma de suas modificagoes.
Descrita inicialmente em 1971 por Fontan e Baudet para correcéo da atresia
tricuspide classica ou auséncia de conexao atrioventricular direita com
ventriculo principal esquerdo, consiste na realizacdo de uma derivagao
cavopulmonar total, de forma que as circulagdes pulmonar e sistémica sao

colocadas em série e o ventriculo principal assume a circulagcédo sistémica,

tendo papel vital na evolugao dos pacientes a longo prazo.
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A maioria das experiéncias relatadas na literatura sobre a evolugao
tardia de pacientes submetidos a cirurgia de Fontan classica ou modificada
demonstra a ocorréncia continua de eventos morbidos e 6bito, sendo suas
causas multifatoriais (Gentles et al., 1997; De Leval, 1998). Dentre elas,
destacam-se: disfungao sistolica e distdlica do ventriculo principal;
ocorréncia de enteropatia perdedora de proteinas; congestao sistémica por
pressdo pulmonar aumentada e fendmenos tromboembdlicos (Freedom et
al., 2000).

Como anteriormente relatado em coragcbes com atresia tricuspide
classica (Sanchez-Quintana et al., 1999), a orientagdo espacial anormal das
fibras miocardicas nas diferentes camadas da parede poderia ser intrinseca
da anomalia. Outras explicacées incluem o papel das sobrecargas de
pressao e de volume, bem como da hipoxemia crbénica, no remodelamento
miocardico e consequente deterioragdo das propriedades contrateis e
diastélicas do ventriculo principal.

A hipertrofia  miocardica excessiva detectada clinica e
anatomopatologicamente tem sido indicada como fator de risco para
evolugao desfavoravel apds cirurgia de Fontan (Caspi et al., 1990; Freedom
et al., 1993). Sua maior ocorréncia se da em coragdes com conexdes
ventriculo-arteriais discordantes e bandagem prévia do tronco pulmonar para
proteger a circulagao pulmonar do hiperfluxo. Relagdo volume/massa normal
no periodo pré-operatorio foi fator preditivo de evolucao clinica favoravel em
pacientes apds cirurgia de Fontan, quando comparados aqueles que

apresentavam tal relagdo aumentada (Akagi et al., 1992).
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A morfologia do ventriculo principal em coragbées com “fisiologia
univentricular” tem sido cogitada para explicar evolugdes clinicas
desfavoraveis. Alguns autores observaram que a presenca de ventriculo
principal morfologicamente direito estd mais relacionado com obito por
insuficiéncia cardiaca congestiva no pdés-operatério da cirurgia de Fontan
(Khairy et al., 2008). De fato, acredita-se que o ventriculo direito tenha pior
desempenho quando € responsavel pela circulagdo sistémica por longos
periodos de tempo, situacdo presente clinicamente nos casos de
transposicao corrigida das grandes artérias e também naqueles com
transposicao simples submetidos a cirurgias no plano atrial pelas técnicas de
Mustard ou Senning (Duncan e Mee, 2005).

Apos a anastomose atriopulmonar ou cavopulmonar, ocorre
resolugdo abrupta da sobrecarga de volume mas a hipertrofia presente no
pré-operatorio ndo reduz concomitantemente, e a relagdo volume/massa
aumenta, trazendo prejuizo para o enchimento ventricular na diastole.
Alteracbes na funcao diastélica ventricular foram extensamente
documentadas nesses pacientes (Akagi et al., 1992; Vitarelli et al., 2005).
Alteracbes regionais na contragao ventricular foram também relatadas por
estudos de ecocardiografia com Doppler tecidual e ressonancia nuclear
magnética (Penny et al., 1991; Fogel et al., 1995; Vogel et al., 2000; Vitarelli
et al., 2005).

Em um estudo histolégico de coragbes com atresia tricuspide
classica, Ho e colaboradores (1996) detectaram expansdo da matriz

extracelular em comparagcdo com controles normais.
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Com o aumento das evidéncias clinicas de disfuncao diastdlica e de
modificagdes regionais da contratilidade, resolvemos analisar o miocardio
em coragdes com a apresentacao mais freqliente da conexao atrioventricular
univentricular (a atresia tricuspide classica), com énfase na quantificagdo da

matriz, vascularizacao e topografia das principais alteragoes.
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5.2.1.1. O miocardio na atresia tricuspide classica (Anexo 3)

Dados do trabalho de Tese de Doutoramento da aluna Maria Angélica
Binotto (2001)- Financiamento FAPESP - 98/07636-6 - Binotto MA,
Higuchi ML, Aiello VD. Left ventricular remodeling in hearts with
tricuspid atresia: morphologic observations and possible basis for
ventricular dysfunction after surgery. J Thorac Cardiovasc Surg
2003;126:1026-32.

Trabalho apresentado em Congressos internacionais:
= |l World Congress of Pediatric Cardiology and Cardiac
Surgery, 2001, Toronto - Canada. Cardiol Young
2001;11:144-5.
= XXII Congress of the European Society of Cardiology,
2000, Amsterdam. Eur Heart J 2000;21:614.

Foram estudadas 59 pecgas anatbmicas, sendo 32 coragdes com
atresia tricuspide classica e 27 controles. Os grupos foram pareados quanto
as idades (média= 9,57 e 9,58 meses e mediana= 2,5 e 3,0 meses
respectivamente nos grupos com atresia tricuspide e controle).

Nos espécimes com defeitos congénitos, as conexdes ventriculo-
arteriais eram concordantes em 20 casos, discordantes em 10, tipo via de
saida unica através de tronco arterial comum em um, e do tipo dupla via de
saida de ventriculo esquerdo no caso remanescente. Vinte pacientes haviam
sido submetidos a cirurgia: anastomose sistémico-pulmonar tipo Blalock-
Taussig em nove casos; bandagem do tronco pulmonar em trés; bandagem

associada a istmoplastia a6rtica em dois; cirurgia de Fontan em cinco casos
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e cirurgia de Damus-Kaye-Stansel associada a cirurgia de Glenn bidirecional
em um caso.

Apos medidas macroscopicas do diametro da comunicagao
interventricular (nos coragdes malformados), de espessura das paredes
ventriculares e dos comprimentos das vias de entrada e de saida nos dois
grupos, o miocardio foi amostrado para analise histologica. Folham colhidos
fragmentos transmurais da via de entrada, do apice e da via de saida do
ventriculo esquerdo em ambos os grupos. A comunicagao interventricular foi
considerada restritiva quando seu diametro era menor que o diametro da
grande artéria conectada a camara rudimentar.

A avaliagdo dos didmetros de cardiomidcitos (medida direta) e da
fracdo de area ocupada por fibrose e pelos nucleos dos cardiomidcitos
(sistema teste de pontos), foi realizada em cortes histolégicos corados
respectivamente pela hematoxilina-eosina e pelo tricrbmico de Masson.
Areas de fibrose estrelada e de fibrose ao redor de arteriolas maiores de 30
micrdmetros de didmetro foram excluidas da andlise.

Ja a quantificacdo de capilares foi possivel pela marcagao imno-
histoquimica das células endoteliais pelo anticorpo anti-fator de von
Willebrand.

As amostras de miocardio das trés regides estudadas foram
divididas em metades subendocardica e subepicardica.

Os resultados das medidas macroscopicas mostraram comprimento
da via de saida ventricular maior nos coragdes com atresia tricuspide

quando comparados aos normais, denotando aumento da cavidade. N&o
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houve diferengca estatisticamente significante entre as espessuras das
paredes ventriculares medidas nas vias de entrada e saida (Tabela 1). Estes
achados sao compativeis com hipertrofia ventricular excéntrica, ou seja,

aumento da cavidade sem aumento da espessura da parede.

Tabela 1. Medidas macroscoépicas obtidas nas vias de entrada e saida do
ventriculo esquerdo (cm), comparando espécimes com atresia
tricispide e controles (média + desvio padrao, mediana).

MEDIDAS MACROSCOPICAS (cm)

ATRESIA CONTROLES p
TRICUSPIDE (teste estatistico)
Espessura da parede na via 0,68+0,17 0,69+0,22 0,82
de entrada 0,70 0,70 (teste t)
Espessura da parede na via 0,70+0,21 0,70+0,22 0,94
de saida 0,70 0,60 (Mann-Whitney)
Comprimento da via de entrada 3,19+0,76 2,97+0,63 0,24
3,10 2,90 (teste t)
Comprimento da via de saida 3,69+0,84 3,05+0,63 0,005
3,55 2,95 (teste t)

Comparacdes realizadas nos coragdes malformados separados de
acordo com o tipo de conexao ventriculo-arterial (concordante versus
discordante) ndao mostraram diferengas significativas quanto as medidas
macroscopicas realizadas no ventriculo esquerdo.

Também nao existiram diferengcas nos diametros dos cardiomidcitos
dos coragbes malformados em relacdo aos controles. Por outro lado, a
fracdo de volume dos nucleos dos cardiomiécitos foi significativamente
menor nos coragbes com atresia tricuspide quando comparados aos

normais. Considerando-se que o ventriculo esquerdo dos coragdes
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malformados ¢é dilatado, é razoavel supor que ha aumento do cardiomidécito
no eixo longitudinal, como o encontrado em outras situacdes de hipertrofia
excéntrica secundarias a sobrecarga de volume. A menor densidade de
volume dos nucleos em relacdo a de cardiomidcitos sugere que o
estiramento longitudinal destes afastou os nucleos, corroborando a hipotese
de se estar frente a um padrao de hipertrofia excéntrica.

O estudo da fracdo de volume dos capilares revelou menor
densidade de vasos nos coragdes malformados em relagdo aos controles

normais pareados para a idade (Figura 14).
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Figura 14. Média e desvio padrdo da variavel “fracdo de volume de
capilares miocardicos” (Vv) em coragdes com atresia tricuspide e
em controles.
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A figura 15 mostra corte histolégico de miocardio submetido a

reacao de imuno-histoquimica para marcacgao de capilares.

| 50 pm |

Figura 15. Fotomicrografia de miocardio do ventriculo esquerdo de coragao
com atresia tricuspide classica, demonstrando grande numero
de capilares marcados por meio de reagao de imuno-
histoquimica contra o fator de von Willebrand. Aumento da
objetiva-40X.

Esse achado estda em desacordo com o descrito em modelo
experimental de sobrecarga volumétrica ja citado anteriormente (Carabello et
al., 1991), mas €& compativel com o descrito nas sobrecargas de pressao
(Rakusan et al.,, 1992). A deficiéncia numérica de capilares pode levar a
isquemia relativa.

A quantificagdo da area ocupada por fibrose revelou interessantes

aspectos que merecem discussdo. Assim como no trabalho de Ho e
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colaboradores (1996), evidenciamos maior fracdo de area de fibrose nos
coragdes malformados. Todavia, nossos estudos indicaram haver diferencas
significativas entre as trés regides estudadas nos coragdes malformados,
obtendo-se valores maiores nas amostras da via de entrada e do apice do

qgue na via de saida ventricular. (Figura 16)
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Figura 16. Média e desvio-padréo da variavel “fracao de area de fibrose
intersticial” (%) em ventriculo esquerdo de coragdes com atresia
tricispide e em controles, de acordo com a regido amostrada.
v.entrada- via de entrada; v.saida- via de saida; Friedman- teste
nao paramétrico de analise de variancia para medidas repetidas.

Mais uma vez, os achados de morfometria histolégica estdo em
desacordo com os descritos na maioria dos modelos da hipertrofia
concéntrica, onde nao de descreve expansdo da matriz extracelular.

Todavia, a existéncia de diferengas regionais na concentracdo de fibrose

pode explicar as alteragcbes focais de contratiidade e relaxamento
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demonstradas por métodos de imagem em coragdes com fisiologia
univentricular (Penny et al., 1991; Fogel et al., 1995).

O modelo de regressao logistica aplicado para testar associagao
com fibrose aumentada incluiu idade, tipo de conexao ventriculo-arterial,
presenca de comunicagao interventricular restritiva, presenga de coarctagao
de aorta, fisiologia de fluxo pulmonar reduzido (como indicador de hipdxia) e
cirurgia prévia. O resultado desta analise sugeriu ser a idade a Unica variavel
associada com o aumento da probabilidade de ocorréncia de fibrose
intersticial, definida como valor de fracdo de area de colageno intersticial
maior que 3%. Através dos valores de sensibilidade e especificidade desse
modelo foi possivel determinar que criangas acima de 3 meses de idade tém
chance 8,3 vezes maior de apresentar aumento da quantidade de fibrose
em relagao as menores.

Além disso, verificou-se que por volta dos 60 meses de idade a
probabilidade do encontro de fibrose intersticial miocardica se aproxima dos
100%. (Figura 17)

Nas amostras da metade subendocardica do miocardio, a fibrose
ocupava maior espago do que na metade subepicardica. Este aspecto esta
de acordo com a maior susceptibilidade dessa regidao a isquemia, descrita
em coragcbes com miocardiopatia dilatada e em insuficiéncia cardiaca.
Estudos experimentais sobre o crescimento fisiolégico em ratos
demonstraram que a regido subendocardica tem um menor volume luminal

capilar, tornando-a mais susceptivel a isquemia (Anversa e cols, 1989).
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Figura 17.Grafico da probabilidade estimada de ocorréncia de fibrose
miocardica em relacdo a idade, em pacientes com atresia
tricuspide.

A espessura do endocardio nos espécimes estudados comportou-se
topograficamente de forma semelhante a da fibrose intersticial, ou seja, com
valores maiores presentes nos cortes da via de entrada e do apice
ventricular esquerdo. Por outro lado, estudo prévio do nosso laborat6rio em
coracbes de criangas com cardiomiopatia dilatada revelou que o
espessamento endocardico acentuava as diferencas presentes em coragdes
normais, sendo mais intenso na via de saida (Aiello e Higuchi, 1994). Como
vemos, apesar de as duas condi¢gdes cursarem com aumento do volume da
cavidade ventricular esquerda, a intensidade do espessamento endocardico

tem distribuigédo diferente; o motivo dessa diferenga ndo € conhecido.
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Em resumo, nossos achados em coragbes com atresia tricuspide
nao se sobrepdem aos tipicos de uma sobrecarga de volume isolada, mas
sim a sobrecarga de volume associada a isquemia. Nao esta esclarecido
porque a rede capilar ndo se desenvolve adequadamente na presencga de

hipoxia crbénica, um forte estimulo da angiogénese.

5.2.2. Coragdes com dupla via de entrada ventricular

Estudamos ainda um grupo de coragdes com dupla via de entrada
para ventriculo morfologicamente esquerdo, com intuito de comparar os
achados de fibrose aos do grupo com atresia tricuspide classica.

Foram analisados treze coragdes, provenientes de pacientes com
meédia de idade igual a 22,5 meses e mediana de 5 meses. Apesar da
diferenca significativa na idade (maiores valores) em relacdo aos casos de
atresia tricuspide, a avaliacado quantitativa da fibrose utilizando a mesma
metodologia revelou menor fragdo de area de fibrose, comparavel a dos

controles. (dados nao publicados- Figura 18)
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Figura18. Distribuicdo da variavel “fragao de volume de fibrose intersticial”
em ventriculo esquerdo de coragdes com dupla via de entrada

ventricular (DVE), atresia tricuspide (AT) e controles.

As razdes para a diferenga na intensidade da expansao da matriz
extracelular entre esses dois grupos de coragbes com ventriculo esquerdo
principal ndo estdo esclarecidas, e este topico continua merecendo nossa
atengdo quanto as demais caracteristicas do remodelamento miocardico
neste grupo (hipertrofia e quantidade de capilares), as quais ainda n&o foram

avaliadas.
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5.2.3. Coragodes com tetralogia de Fallot

Desde a classica descricdo da anomalia no século XIX, muito pouco
se acrescentou em termos de conhecimento morfolégico macroscopico
(Becker et al., 1975). Talvez algumas disputas tenham ocorrido a respeito da
nomenclatura das estruturas envolvidas no defeito (Anderson et al., 1977),
mas a observagao continua revela a acuracia da descrigao inicial.

O defeito basico € um desvio anterior do septo infundibular, com
consequente desalinhamento deste em relagdo ao septo muscular
trabecular, e que a uma sO vez provoca a comunicagao interventricular, a
estenose subpulmonar e o cavalgamento da aorta. A hipertrofia ventricular
direita € consequéncia da sobrecarga imposta ao ventriculo direito pela
presenca da aorta na sua via de saida e também da barreira determinada
pela estenose subpulmonar. (Figura 19)

As principais variaveis sao o grau de cavalgamento da aorta, o grau
de estenose pulmonar e de desenvolvimento das artérias pulmonares
centrais, a borda péstero-inferior da comunicagao interventricular que pode
ser muscular em até 10% dos casos, e a presenca de defeitos associados,
como comunicacgdes interatriais e defeitos do septo atrioventricular por
exemplo.

A valva pulmonar em geral é estendtica, mas ndo necessariamente.
Raramente ela pode estar ausente, e nestes casos a anomalia tem
apresentacao particular, com dilatacdo aneurismatica do tronco pulmonar e

ramos pulmonares centrais.
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Figura 19. Corte da via de saida do ventriculo direito exibindo o defeito
basico da tetralogia de Fallot, representado pelo desvio anterior
do septo infundibular (seta), que provoca estenose subpulmonar,
a comunicacéo interventricular e o cavalgamento da aorta (Ao).
TP- tronco pulmonar.

O grau de cavalgamento da aorta determina o tipo de conexao
ventriculo-arterial, visto que, quando esta grande artéria esta conectada em
mais de 50% de sua circunferéncia ao ventriculo direito, define-se uma dupla

via de saida ventricular. Este conceito tem sido causa de discordancia sobre

nomenclatura e discutido amplamente, pois alguns consideram que a dupla
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via de saida é um diagndstico que exclui a concomitancia com tetralogia de
Fallot.

Talvez o aspecto morfolégico que mais influencia no prognéstico
seja a intensidade de estenose infundibular e o desenvolvimento das artérias
pulmonares centrais. Artérias hipoplasicas ou desconectadas do tronco sao
uma grande limitagdo ao tratamento operatério adequado, requerendo a
utilizacao de muitas suturas e ampliagdes com enxertos. Na forma extrema
da anomalia quando existe atresia pulmonar, em geral ocorrem colaterais
sistémico-pulmonares multiplas que suprem irregularmente os segmentos
pulmonares. Um sistema de classificacdo desses vasos colaterias foi
proposto em nosso meio por Barbero-Marcial e colaboradores (Barbero-
Marcial, 2001; Croti et al., 2005).

Um outro aspecto da morfologia que traz duavidas quanto a
nomenclatura € a auséncia do septo infundibular ou comunicagao
interventricular subarterial com concomitante estenose valvar e hipoplasia do
tronco pulmonar, a chamada “estenose anulo-valvar’. Do ponto de vista da
fisiologia do defeito o comportamento € semelhante ao da tetralogia de
Fallot, e como alguns casos foram descritos inicialmente na Asia, a anomalia
recebeu o nome de “Fallot do Oriente”. Em casuistica da América do Sul,
essa apresentagao ocorreu em cerca de 6% dos pacientes operados, e em
nosso meio também a temos encontrado (Neirotti et al., 1978; Aiello e
Decourt, 1994). O que se discute € a denominagao do defeito, visto que, se
nao existe septo infundibular e entdo a anomalia ndo deveria ser chamada

de “Fallot”.
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5.2.3.1. Histéria natural e evolugao pés-operatoria

Dentre os defeitos congénitos do coragdo que cursam com cianose,
a tetralogia de Fallot é a que apresenta progndstico mais favoravel, porém
mesmo assim a idade mediana de morte nos pacientes nao tratados varia de
2,5 a 7 anos, com apenas 10% deles sobrevivendo mais de 20 anos
(Hoffman, 2002).

Nos primérdios da cirurgia cardiaca o unico procedimento disponivel
era a criagdo de uma anastomose sistémico-pulmonar, ou “shunt’ de
Blalock-Taussig. Em nosso meio, tivemos o privilégio de conviver com uma
colega portadora desta anomalia e sobrevivente desse procedimento
realizado na infancia, a Dra Rachel Snitkowsky. Essa Cardiologista
Pediatrica viveu de forma bastante produtiva por 60 anos apenas com a
cirurgia paliativa (Aiello e Atik, 1998).

Nos dias de hoje pode-se lancar mao do procedimento paliativo
(anastomose de Blalock-Taussig) por vezes necessario precocemente no
lactente com comprometimento acentuado da oxigenagdao do sangue, e da
cirurgia corretiva, que consiste na resseccao da por¢ado muscular do
infundibulo que provoca estenose subpulmonar e no fechamento da
comunicacao interventricular, direcionando a aorta para o ventriculo
esquerdo. Nao ¢ infreqlente que seja necessaria uma ampliacdo da via de
saida do ventriculo direito e da raiz do tronco pulmonar por meio de enxertos
de diversos tecidos, além de implantacdo de uma protese valvar

monocuspide no local da valva pulmonar.
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A correcao operatéria atualmente permite uma alta taxa de
sobrevida, que alcanga mais de 90% apds 30 anos do procedimento
(Jimenez et al., 2002; Mesquita et al., 2003). Todavia, os individuos
operados ndo podem esperar ter um coragao absolutamente normal. Todos
mostram  cicatrizes ventriculares decorrentes do fechamento da
comunicacao interventricular, outros apresentam dilatagdo da via de saida
do ventriculo direito onde foi posicionado um retalho, outros ainda tém
diferentes graus de disfuncédo da valva pulmonar (insuficiéncia ou estenose
residual).

Do ponto de vista clinico, a disfungdo e a hipertrofia ventricular
direita estdo associadas com a presenca de sintomas (Mesquita et al.,
2003). Além disso, intolerancia ao exercicio € comum e arritmias foram
relatadas em cerca de 15% dos pacientes operados (Gatzoulis et al., 2000a).
Morte subita foi relatada em 2% deles em um estudo multicéntrico (Gatzoulis
et al., 2000b).

Tem-se dado particular atencdo ao estudo da fungao sistélica e
diastélica dos ventriculos no periodo poés-operatorio da corregao da
tetralogia de Fallot. Disfungao diastélica do ventriculo direito, em particular,
pode aparecer ja no pos-operatério imediato, podendo regredir em alguns
dias, porém sua ocorréncia é fator preditivo de disfuncao diastélica a longo
prazo (Norgard et al., 1998). Essa disfungcédo resulta em dificuldades no
enchimento ventricular e tem sido denominada de “fisiologia restritiva”.
Todavia, acredita-se que no pés-operatorio tardio esse tipo de fisiologia seja

mais benéfico ao paciente, por evitar grandes dilatagdes do ventriculo direito
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em decorréncia de insuficiéncia pulmonar e proporcionar melhor
desempenho ao exercicio (Gatzoulis et al., 1995a).

Estudos do remodelamento miocardico em pacientes com tetralogia
de Fallot tém sido relatados ja ha algum tempo. Em grande parte deles foi
estudado o tecido muscular retirado da regidao subpulmonar com intuito de
aliviar a estenose (Chowdhury et al., 2006). Os principais achados mostram
aumento do conteudo de fibrose intersticial e hipertrofia celular (Deanfield et
al., 1983).

Com a evolugdo dos métodos diagndsticos nao invasivos de
imagem, alguns parametros de avaliagdo morfologica e funcional necessitam
de correlagdo morfologica e histolégica (Babu-Narayan et al.,, 2006). Em
particular, o ecocardiograma bidimensional com Doppler tecidual tem sido
recentemente valorizado na determinagdo de prognostico em doencgas
cardiovasculares (Yu et al., 2007).

Desta forma, idealizamos um protocolo experimental para verificar
se o0 remodelamento miocardico pré-existente a cirurgia € um fator
determinante da ocorréncia de disfungao ventricular no pds operatorio. Para
isto, pretendemos tragar um paralelo entre variaveis ecocardiograficas e

remodelamento histoldgico.

5.2.3.2. Protocolo de pesquisa resumido e resultados comentados

Dados do trabalho de Tese de Doutoramento da aluna Maria Cecilia
Knoll Farah (2008) — Financiamento FAPESP - 05/01476-2; Protocolo
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aprovado pela CAPPesq sob n.o 984/04 - Trabalho resultante do estudo
piloto aceito para publicagcao nos Arquivos Brasileiros de Cardiologia,
2008 (no prelo). Farah MCK, Castro CRP, Moreira VM, Riso AA, Lopes
AAB, Aiello VD. O miocardio na Tetralogia de Fallot: estudo histolégico

e morfométrico.

Trabalho resultante do projeto prospectivo aceito para apresentacgao
oral em “43rd Annual Meeting of the Association for European
Paediatric Cardiology, May 21 - 24 2008”, Veneza- Farah MCK, Castro
CRP, Moreira VM, Guerra VC, Binotto MA, Riso AA, Marcial MB, Lopes
AA, Aiello VD. The impact of pre-existent myocardial remodelling on the

ventricular function after Tetralogy of Fallot repair.

O trabalho constou de duas fases: um plano piloto, desenvolvido em
pecas anatdbmicas da colecdo do Laboratério de Anatomia Patoldgica do
Instituto do Coragcéao HC FMUSP, e de um estudo prospectivo de correlagao

anatomoclinica em pacientes submetidos a corre¢cao da tetralogia de Fallot.

5.2.3.2.1. Estudo piloto

O plano piloto teve como objetivos avaliar o remodelamento
miocardico na tetralogia de Fallot comparando as regides subepicardica e
subendocardica, principalmente por esta ultima ser facilmente abordavel por
meio de bidpsias endomiocardicas. Foram estudadas oito pecas anatdomicas
de pacientes com tetralogia de Fallot, falecidos antes da cirurgia ou no pés-

operatdrio recente. Foram analisados, em cortes transmurais de miocardio
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da via de entrada, parede anterior e infundibulo do ventriculo direito e da
parede livre do esquerdo, o grau de hipertrofia de cardiomidcitos e a fibrose
intersticial. As medidas foram realizadas com auxilio de sistema de analise
de imagem como previamente descrito nos protocolos anteriormente citados.
Para marcacao do colageno, foi usada a coloragao do picrosirius.

Nossos resultados mostraram que o didmetro meédio dos
cardiomiécitos do subendocardio foi semelhante ao daqueles do
subepicardio em todas as regides, exceto no infundibulo do ventriculo
direito, onde os subendocardicos se mostraram significativamente maiores
em relagao aos do subepicardio (p=0.007).

Plotando os valores médios dos didametros dos cardiomiécitos dos
espécimes estudados no grafico com os valores obtido em coragdes normais
para a mesma faixa etaria (Nishikawa et al.,1990), observamos que nos
espeécimes com tetralogia de Fallot os cardiomidcitos do ventriculo direito em
geral sdo maiores que os valores normais para a mesma faixa etaria, na
maioria das vezes mais de um desvio padrdao acima do normal. A mesma
analise para os cardiomiocitos do ventriculo esquerdo mostrou que esta
diferenca nao é evidente em todos os casos.

A quantidade de colageno intersticial encontrou-se nos limites
superiores do normal e foi similar na camada subendocardica comparada a
subpericardica de cada regido, sendo todavia maior na via de entrada e

parede anterior do ventriculo direito do que no ventriculo esquerdo.
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O padrao de deposicao de colageno variou de caso a caso, sendo
misto, endomisial e perimisial, na maioria deles (Figura 20). Esses padrdes

foram descritos nas miocardiopatias dilatada e hipertréfica (Rossi, 1991).

Figura 20. Fotomicrografias do miocardio de pacientes portadores de
tetralogia de Fallot. Em a) nota-se padrdo endomisial de
deposicao de colageno e em b) padrao perimisial e endomisial.
Coloragéao pela técnica do picrosirius, aumento da objetiva= 40X.
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Concluimos, portanto, que as alteracbes do miocardio pés-natal na
tetralogia de Fallot estdo distribuidas homogeneamente nas metades
subepicardica e subendocardica das paredes ventriculares, com excec¢ao do
infundibulo, que apresenta caracteristicas peculiares de remodelamento.

Tendo como base esses resultados, iniciamos entdao a analise dos
pacientes que fizeram parte do estudo prospectivo, de acordo com o

protocolo a seguir.

5.2.3.2.2. Estudo prospectivo

Este foi realizado incluindo 23 pacientes consecutivos internados
para correcao total da tetralogia de Fallot. A idade vaiou de 12 a 186 meses,
com meédia de 39,65 meses, desvio-padrao de 39,20 meses e mediana de
23 meses.

Para avaliar a existéncia de disfungdao ventricular sistdlica e/ou
diastdlica de ambos os ventriculos nos periodos pré e pds-operatorio, foi
realizado ecocardiograma bidimensional com Doppler convencional, Doppler
com mapeamento de fluxo a cores e Doppler tecidual. Os exames foram
realizados em trés tempos: no periodo pré-operatorio, nos trés primeiros dias
apos o procedimento e em um periodo que variou de 30 a 90 dias apods a
operacao.

Para o ventriculo esquerdo, a fungao sistdlica foi avaliada de modo

quantitativo por meio do calculo de fragao de encurtamento, pela medida da
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aceleracdo miocardica durante a contragao sistélica isovolumétrica (AVI-
cm/s?) e da velocidade miocardica sistélica (S'—cm/s) na parede lateral pelo
Doppler tecidual. A fungao diastdlica foi avaliada de modo quantitativo pela
medida da velocidade diastélica miocardica precoce (E’-cm/s), registrada
com a amostra do Doppler colocada na parede livre do ventriculo esquerdo
préximo ao anel da valva mitral.

Para o ventriculo direito, a funcao sistélica foi também avaliada de
modo quantitativo pela medida da aceleracdo miocardica durante a
contragao sistélica isovolumétrica (AVI-cm/s?) da parede lateral pelo Doppler
tecidual, e pela velocidade miocardica sistélica da mesma parede (S’-m/s). A
funcdo diastolica foi avaliada pela medida da velocidade miocardica
diastdlica precoce (E'-cm/s) na base do ventriculo direito préximo ao anel da
valva ftricuspide. A presenca de disfuncdo diastdlica desse ventriculo
também foi identificada pela presengca de fluxo pulmonar diastdlico
anterégrado com a amostra do Doppler colocado a meia distéancia entre a
valva pulmonar e a bifurcagao dos ramos pulmonares.

Foram também medidos os niveis séricos de Troponina T em trés
tempos (pré-operatério, 24 a 48h apds e 48 a 72h apds a operagao) para
avaliar o possivel papel da lesao hipoxico-isquémica na evolugdo pos-
operatoria.

Durante a cirurgia foram colhidas para analise histolégica amostras
endomiocardicas da via de entrada do ventriculo direito e do ventriculo
esquerdo, além das bandas musculares rotineiramente encaminhadas para

analise e que resultam da técnica de resseccao muscular da via de saida.



Contribuigbes Pessoais ao Estudo do Remodelamento 74

As amostras foram processadas para exame histolégico
convencional, coradas pela hematoxilina-eosina e pelo picrosirius, e para
marcacgao de células endoteliais pelo anticorpo anti Fator de von Willebrand.

No exame morfométrico com auxilio de sistema de andlise de
imagens foram avaliados os didmetros de cardiomidcitos e de seus nucleos
por medida direta, e a fragado de area ocupada pelo colageno, utilizando-se a
cor como parametro discriminatdrio.

Foram excluidas da analise areas cicatriciais caracterizadas por
fibrose estrelada com vasos neoformados, representando micro-infartos
organizados e o colageno ao redor de arteriolas com diametro superior a 30
micrémetros (fibrose perivascular).

Nos cortes marcados por imuno-histoquimica foi determinada a
fracdo de area ocupada por capilares em relacdo a fracdo de area dos

cardiomiocitos.

5.2.3.2.3. Niveis de Troponina T sérica

Os niveis séricos de troponina T coletados nos periodos de 24 a 48h
e de 48 a 72h de pods-operatorio apresentaram aumento significativo em
relacdo aos niveis pré-operatorios (p<0,001 para os dois periodos). O pico

se deu no periodo de 24 a 48h, conforme mostra a figura 21.



Contribuigbes Pessoais ao Estudo do Remodelamento 75

50.00 -
45.00 +
40.00 +
35.00 -
30.00 -
25.00 +
20.00 +

156.00 +

Troponina sérica (ng/ml)

10.00 +

5.00 -

0.00

Pré operatério 24-48h 48-72h

Periodo evolutivo

Figura 21.Niveis médios (+ desvio padrao) de troponina T sérica (ng/ml) em
relagdo ao periodo evolutivo.

Os niveis das amostras coletadas entre 48 e 72h de pds-operatorio
se correlacionaram positivamente com duas variaveis cirurgicas: o tempo de
circulagao extracorporea (rs=0,48, p=0,019) e o tempo de andxia (rs=0,49,
p=0,018). Houve correlagao significativa também com o tempo de utilizagéo
de drogas vasoativas no pds-operatorio (r=0,55, p=0,006). Esses achados
estdo de acordo com o descrito no pés-operatério de cirurgia cardiaca e
indicam lesao por manipulagao cirurgica do coragao e isquemia mas nao se

correlacionam com disfungao ventricular tardia (Bottio et al., 2006).



Contribuigbes Pessoais ao Estudo do Remodelamento 76

Para testar a hipotese de que a lesdo miocardica intra-operatoria
medida pelo nivel de troponina T seria dependente do grau de hipertrofia
histolégica ou da quantidade anormal de capilares, testamos a correlagao

entre essas variaveis mas nao encontramos significancia estatistica.

5.2.4. Avaliagao ecocardiografica da fungao ventricular

A figura 22 mostra a evolugdo temporal dos parametros
ecocardiograficos que permitiram a avaliagcdo das fungdes sistdlica e

diastolica do ventriculo direito.

5.2.4.1 Diametros dos cardiomiocitos

Os resultados mostraram aumento do didametro médio de
cardiomiocitos nas amostras da via de entrada e do infundibulo do ventriculo
direito, estando os valores individuais em sua grande maioria acima da
média mais um desvio padrdo dos valores normais da literatura segundo

Nishikawa e colaboradores (1990). (Figura 23)
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Figura 22. Valores médios evolutivos (+ desvio-padrdo) das velocidades
miocardicas sistdlica (S’) e diastélica (E’) (cm/s) e da aceleragao
miocardica durante a contragédo sistdlica isovolumétrica (AVI)
(em cm/s?), obtidas no ventriculo direito de pacientes com
tetralogia de Fallot por meio da ecocardiografia com Doppler
tecidual.
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Figura 23. Valores individuais do diametro meédio dos cardiomiocitos
(micrémetros) nas amostras da via de entrada e do infundibulo
do ventriculo direito plotados em grafico com os valores normais
para ventriculo direito e idade (normal +1DP) de acordo com
Nishikawa e colaboradores (1990). V.entrada- via de entrada.

Dentre os casos nos quais foi possivel a bidpsia ventricular
esquerda, observamos que pouco mais da metade (55%) mostravam

diametros de cardiomiécitos do ventriculo esquerdo dentro da normalidade

(Figura 24).

Comparando os didametros dos cardiomiocitos das trés regides
estudadas, verificamos que o0s do ventriculo esquerdo eram

significativamente menores (Tabela 2).
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Figura 24.Valores individuais do diametro médio dos cardiomiocitos
(micrdometros) nas amostras do ventriculo esquerdo (VE), plotados
em grafico com os valores normais para o ventriculo e idade
(normal £1DP) de acordo com Nishikawa (1990).

Tabela 2. Didmetros dos cardiomiocitos (micrometros) de pacientes com
tetralogia de Fallot, em relagdo ao local da amostra.

Local Média Desvio Maximo Minimo Mediana
padrao

Via de entrada - VD 11.36 1.45 16.07 9.35 11.39

Infundibulo - VD 11.57 2.46 20.87 8.5 11.62

Ventriculo esquerdo 10.08 1.54 13.2 7.77 10.13
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Este achado denota hipertrofia microscépica do ventriculo direito,
sendo esperado para a situagao da sobrecarga de pressao.

A velocidade de aceleragao isovolumétrica do ventriculo direito (AVI)
na terceira avaliagdo ecocardiografica correlacionou-se negativamente com
o didmetro dos cardiomidcitos da via de entrada mesmo ventriculo (r=-0.59;
p=0.006) (Figura 25). Isso indica que a disfungao sistdlica ventricular direita
a médio prazo apos a cirurgia tem como substrato anatémico o grau de

hipertrofia histoldgica.
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Figura 25. Grafico da correlagdo entre valores da aceleragdo miocardica
durante a contracdo sistdlica isovolumétrica (AVI-cm/s?) do
ventriculo direito (VD) e didmetros médios dos cardiomidcitos do
mesmo ventriculo (micrometros). r-coeficiente de correlacéo de
Pearson.

Sabemos que o0 uso de beta-bloqueadores (propranolol) em
pacientes com cardiopatias congénitas e insuficiéncia cardiaca por “shunt”

de esquerda para direita proporciona melhora na fungao diastdlica e
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hipertrofia ventricular menos pronunciada (Buchhorn et al., 2003). Como
essa droga é utilizada em alguns pacientes com tetralogia de Fallot para
prevenir crises de hipoxia, testamos a hipotese de que o seu uso
influenciaria o remodelamento histolégico. De fato, comparando os
diametros dos cardiomiocitos dos pacientes que usaram e dos que nao
usaram propranolol no pré-operatorio, observou-se que no grupo que nao
usou a droga o diametro dos cardiomiocitos do ventriculo direito era
significativamente maior que no grupo que a usou (p=0,007 e p=0,018,
respectivamente para cardiomiécitos da via de entrada e do infundibulo).
Nao houve diferenca significativa do didmetro dos cardiomiécitos do
ventriculo esquerdo para a mesma comparagao. Este resultado aponta para
uma vantagem na utilizacdo dessa droga para prevenir a hipertrofia
miocardica nesses doentes, reduzindo os riscos associados e essa alteragao

celular.

5.2.4.2. Fracao de area de colageno intersticial

A fracdo média de area de colageno intersticial tinha valores acima
do normal em todas as regides estudadas, ndo se detectando diferencga
estatisticamente significante entre elas (Tabela 3).

Testando a possibilidade de que a idade estivesse relacionada a

quantidade de fibrose intersticial, ndo observamos correlagao significativa.
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Tabela 3. Fragdo de area de colageno intersticial no miocardio (%) de
pacientes com tetralogia de Fallot, em relagcdo ao local da

amostra.
Local Média Desvio Maximo Minimo Mediana
padrao
Via de entrada - VD 5.95 2.71 10.54 1.67 5.68
Infundibulo - VD 6.05 1.89 8.94 2.57 6.04
Ventriculo esquerdo 5.93 3.37 12.81 2.06 4.87

Quanto aos dados funcionais do ecocardiograma, verificamos nao
haver correlagdo entre a fragdo de area de colageno e as velocidades de
contragao isovolumétrica (AVI) e a velocidade miocardica sistdlica (S’) do
ventriculo direito, nos trés momentos estudados. Isto indica que a fibrose
nao interferiu significativamente na fungao sistélica do ventriculo direito.

Por outro lado, em relagdo a fungao diastdlica do ventriculo direito,
verificamos haver correlagcdo negativa fraca porém estatisticamente
significante entre velocidades da onda E’ nos periodos pré-operatério € no
pos-operatorio a médio prazo e quantidade de fibrose intersticial. (r= -0,47,
p=0,032; p= -0,46, p=0,038, respectivamente para o pré-operatério e o pds
operatorio a médio prazo).

Considerando que todos os pacientes apresentavam velocidades
miocardicas diastélicas (E' do ventriculo direito) menores que os valores
normais para a idade nos dois momentos de avaliacdo pds-operatoria,
dividimos os casos em dois grupos conforme os valores destas velocidades
fossem menores ou ndo que a média para a idade menos dois desvios-
padrdo. Observamos na evolugdo a médio prazo os que tinham as

velocidades menores que a média menos dois desvios—padrao possuiam
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valores significativamente maiores de fibrose intersticial (p=0,046) (Figura
26). Este achado reforgca que a fibrose miocardica tem repercussdo na

fungao diastdlica ventricular.
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Figura 26. Distribuicido da variavel “fracdo de éarea de colageno” no
ventriculo direito, de acordo com o grau de redugdo da
velocidade miocardica diastélica (E’) do ventriculo direito no pés-
operatério a médio prazo. DP-desvio padrao.

A quantidade de fibrose intersticial parece ter interferido ainda na
evolugao eletrocardiografica pés-operatéria de curto prazo, uma vez que 0s
pacientes com duragdo do complexo QRS maior que 40ms (Tabela 4)
apresentavam maiores valores de fracdo de area de colageno intersticial.

Ainda que a interpretacao desse achado merecga discussao mais detalhada,

considerando também o periodo em que o eletrocardiograma foi registrado,
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devemos lembrar que, conforme relataram alguns autores, a duragao
aumentada do complexo QRS (maior que 180ms, com 100% de
sensibilidade) esta associada a maior probabilidade de desenvolvimento de
taquicardia ventricular sustentada e morte subita no pds-operatorio tardio de
pacientes com tetralogia de Fallot (Gatzoulis et al., 1995b).

Tabela 4. Fracdo de area de colageno intersticial no ventriculo direito (VD),

de acordo com a duragcdo do QRS. DP-desvio-padrao; ms-
milissegundos.

Fracao de area de colageno

no VD (%)
1QRS<40ms 1QRS>40ms

média 4.83 7.30
DP 2.45 2.45
mediana 4.21 713
minimo 1.67 2.91
maximo 9.87 10.54
teste t p=0.029

5.2.4.3. Fracao de area de capilares miocardicos

A analise comparativa da fracao de area de capilares/cardiomiécitos
entre as regides ventriculares estudadas ndo demonstrou diferencas
significativas. Este dado deve ser interpretado dentro do contexto de um
aumento dos cardiomidcitos ventriculares direitos e da expansao da matriz
extracelular no mesmo ventriculo. Aparentemente, a resposta do
compartimento capilar nos pacientes com tetralogia de Fallot € semelhante a
que acontece na hipertensdo arterial espontdnea, com manutencao da

densidade de capilares (Anversa et al.,, 1986a). A comparagdo, em Nnosso
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estudo, se fez com um controle interno, representado pelo miocardio
ventricular esquerdo dos mesmos pacientes. Saliente-se a grande
dificuldade de se estabelecer comparagdes com valores normais de
literatura no quesito “capilarizagdo miocardica”, ligadas principalmente as
diferentes metodologias aplicadas em modelos distintos, com valores
imensamente discrepantes entre si (Rakusan, 2004).

Outro aspecto interessante deste estudo foi 0 encontro de fragao de
area de capilares significativamente maior no grupo de pacientes com menor
saturacdo de oxigénio arterial no sangue periférico no pré-operatério,
relacionada provavelmente a maior passagem de fluxo de direita para
esquerda através da comunicagao interventricular, em consequéncia de
particularidades anatébmicas de cada caso. O achado esta em concordancia
com o forte estimulo angiogénico descrito em casos de hipoxia (Heil et al.,
2006) e pode ter patogénese semelhante a das alteracbes glomerulares
renais descritas em pacientes com doencga cardiaca congénita cursando com
cianose (Perloff et al., 2000).

Concluimos portanto que as caracteristicas histomorfométricas do
remodelamento miocardio presentes a época da cirurgia interferiram em
alguns aspectos da fungao ventricular detectadas no pés-opertério a médio
prazo de pacientes submetidos a corre¢cao da tetralogia de Fallot.

O seguimento evolutivo desse grupo de pacientes devera trazer
novas e importantes contribuicées no entendimento sobre a sua evolucéo a

longo prazo.
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6. Consideragoes finais

Se considerarmos uma incidéncia de 6 a 8 casos de cardiopatias
congénitas em cada 1000 nascidos vivos (Hoffman, 2002) e um numero
anual de nascimentos no Brasil em torno de 3.000.000 (DATASUS, 2008),
podemos calcular que nos ultimos dez anos aproximadamente 210.000
novos pacientes com doengas congénitas do sistema cardiovascular
nasceram em nosso pais. Sabemos também que grande parte da populagao
brasileira continua ndo assistida plenamente em relacdo a Saude, mas
mesmo assim um contingente muito grande de pacientes com defeitos
cardiacos congénitos alcanga nos dias de hoje a adolescéncia e a idade
adulta devido aos enormes avangos da Cardiologia nas ultimas décadas.
Dados recentes mostram que anualmente 70.000 cirurgias cardiacas sao
realizadas no Brasil, sendo 13% delas para tratar defeitos congénitos (Stolf,
2007). Esses numeros revelam a dimensao do problema que representam
os adolescentes e adultos com cardiopatias congénitas entre nos.

Enquanto nas Sociedades Médicas se discute qual o profissional
mais capacitado para tratar desses individuos, se o cardiologista pediatrico
ou o de adultos, cada vez mais fica patente a necessidade de contar com
uma equipe multidisciplinar incluindo outros especialistas como obstetras,
hematologistas, eletrofisiologistas, etc. (Report of the British Cardiac Society

Working Party, 2002; Drenthen et al., 2007).
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Paralelamente, cresce a demanda pelo conhecimento dos
mecanismos de adaptacdo desses coragbes malformados as novas
situagdes que permitiram o desenvolvimento desses individuos.

Neste contexto, o estudo histolégico do miocardio e de seus
componentes tem papel fundamental. Os modelos classicos de sobrecargas
de presséao ou de volume n&o sao comparaveis a situagao do miocardio que
se adapta enquanto o coragao cresce, acompanhando o crescimento do
individuo; e além disso existem aspectos particulares como a prépria
arquitetura cardiaca anormal, as situagbes de hipoxemia, etc. Dadas as
alteragcdes hemodindmicas existentes desde a vida fetal, podemos afirmar
que essa adaptagao comega a ocorrer intra-utero.

A cirurgia cardiaca modificou a histéria das criangas portadoras de
defeitos cardiacos e também sera o fator de impulso na investigagao basica.
As primeiras respostas deverdo vir para as anomalias cujo tratamento
cirurgico esta bem estabelecido, no intuito de melhorar cada vez mais os
resultados tardios. A tetralogia de Fallot € um bom exemplo disto. Todavia,
ainda nos dias atuais ndo existe consenso absoluto sobre a melhor
abordagem operatéria para muitos tipos de defeitos (Backer et al., 2007).

Dentre os aspectos mais interessantes relativos ao estudo
histolégico do remodelamento miocardico esta a possibilidade de correlagéo
evolutiva com dados funcionais, sobretudo os derivados de exames néo
invasivos como a ecocardiografia com Doppler tecidual e a ressonancia

nuclear magnética.
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Ha que se reforcar também a importdncia do exame
anatomopatolégico em necrdépsias de pacientes com doengas cardiacas
congénitas. Em um passado nao muito distante o principal motivo para a
realizagcdo de necropsias nesses pacientes era a obtengao de espécimes
para avaliagcdo macroscoépica dos defeitos, mas hoje o foco mudou, e o
exame histolégico ganhou maior relevancia. Embora mundialmente o
numero de necrdpsias hospitalares venha diminuindo nos ultimos anos,
acreditamos que devam ser feitos esforgcos para reverter a situagao, dada a
enorme contribuicdo do método para fins de pesquisa e de educagcdo médica
(Aiello et al., 2007).

Atualmente ja existe tecnologia para montar moldes tridimensionais
de coragdes a partir de imagens obtidas em vida (Mottl-Link et al., 2005),
porém nada substitui nos dias de hoje o exame histoldégico pormenorizado.

Dessa forma, a contribuicdo do patologista dentro da equipe
multidisciplinar que investiga os aspectos evolutivos de adolescentes e
adultos portadores de defeitos cardiacos congénitos € hoje e sera no futuro,
fundamental. Para tanto, o trabalho deste profissional dentro de um centro
cardiolégico terciario nos parece mais apropriado, por facilitar a troca de
informacdes e o entendimento dos questionamentos, que irdo finalmente

privilegiar a correlacédo anatomoclinica.
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enthusiastic and virtually unanimous support was
expressed for the development of a unified system for
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as the related procedures used to palliate or correct
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clature Committee for Paediatric and Congenital
Heart Disease that immediately followed the Summit,
a working group was appointed and given the
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following tasks:

® Finalise the crossmap of the nomenclature “Short
Lists” of the European Paediatric Cardiac Code'
and the International Congenital Heart Surgery
Nomenclature and Database Project,? both pub-
lished in 2000.

® Crossmap the “Long Lists” and develop a single
“super-tree” of nomenclature, to be called the Inter-
national Paediatric and Congenital Cardiac Code,
by the time of the next World Congress in Buenos
Aires, Argentina.

® Report back to the International Committee to
diffuse information about progress.

Mid-way through the time allotted to complete these
tasks, therefore, we present a brief update on the
progress of the working group to date. For additional
details, we refer the reader to a full report outlining the
background and events leading to the founding of
the International Nomenclature Project for Paediatric
and Congenital Heart Disease (Fig. 1), published in
Cardiology in the Young in 2002.°
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Figure 1.

Logo for the International Nomenclature Project for Paediatric and
Congenital Heart Disease, presented at the First International
Summit on Nomenclature for Congenital Heart Disease, May 27,
2001.

The Nomenclature Working Group

Six members were originally appointed to become
the International Working Group for Mapping and
Coding of Nomenclatures for Paediatric and Congen-
ital Heart Disease. They were Vera D. Aiello, from
Sao Paulo, Brazil; Marie J. Béland, from Montreal,
Canada; Steven D. Colan, from Boston, USA; Rodney
C. G. Franklin, from London, UK; Jeffrey P. Jacobs,
from St. Petersburg, USA; and Christo I. Tchervenkov,
from Montreal, Canada. To enhance international
representation, and balance the number of surgical
versus non-surgical members, an additional six
individuals were added to the group. They were:
J. William Gaynor, from Philadelphia, USA; Otto
N. Krogmann, from Duisburg, Germany; Hiromi
Kurosawa, from Tokyo, Japan; Bohdan Maruszewski,
from Warsaw, Poland; Giovanni Stellin, from Padova,
Italy; and Paul M. Weinberg, from Philadelphia, USA.

Since its inception, the Working Group has met
four times, with each meeting lasting from three to
five days. The first three meetings were held in
Canada, while the fourth was held in Brazil. We have
planned three more meetings to be held prior to the
4th World Congress of Pediatric Cardiology and
Cardiac Surgery in Argentina, which itself will be held
in September, 2005 (Table 1).

Crossmapping the Nomenclature Lists and
building the International Paediatric and
Congenital Cardiac Code

Crossmapping the “Short Lists”

The “Short Lists” of the European Paediatric Cardiac
Code' and the International Congenital Heart Surgery

April 2004

Table 1. Meetings of the Nomenclature Working Group.

Location Date

Montreal, Canada
Montreal, Canada

Lake Louise, Canada
Recife, Brazil

Warsaw, Poland
Montreal, Canada

Saint Petersburg, USA
Buenos Aires, Argentina

May 9-13, 2002
January 17-19, 2003

April 2-6, 2003

December 10-14, 2003
Planned for July 2004
Planned for December 2004
Planned for May 2005
Planned for September 2005

Nomenclature and Database Project? were bidirec-
tionally crossmapped by the Executive of the
Nomenclature Working Group, made up of Marie
J. Béland, Rodney C. G. Franklin, Jeffrey P. Jacobs,
and Christo I. Tchervenkov. This work resulted in the
publication of the two-way crossmap in 2002.%

The United Kingdom Central Cardiac Audit Data-
base collects congenital heart surgery outcome data
using the Short List established by the Association of
European Paediatric Cardiology, also known as the
European Paediatric Cardiac Code. The European
Association for Cardio-thoracic Surgery Database
collects data relating to the outcomes of surgery for
congenital cardiac malformations using the Short List
established by the International Congenital Heart
Surgery Nomenclature and Database Project. The
bidirectional crossmap between these two short lists
will permit centres or surgeons coding in either
system to submit data to both registries with one
institutional database. Efforts are currently underway
by the United Kingdom Central Cardiac Audit
Database to facilitate this process, which would repre-
sent the first multi-institutional clinical application
of the crossmaps.

Crossmapping the “Long Lists”

The crossmapping of the “Long Lists” is currently
being carried out by the Nomenclature Working
Group at semi-annual meetings. Prior to each meet-
ing, the executive members of the group prepare an
agenda listing the lesions to be reviewed. The lesions
are selected from the table of contents of the
International Congenital Heart Surgery Nomenclature
and Database Project.” A member of the Working
Group is assigned a lesion to review, and is expected
to present the pertinent related nomenclatures, high-
lighting synonymous terms, and/or any controversies
that may exist among the schemes for classification
already extant. After each presentation to the group,
the entries from the long list of the International
Congenital Heart Surgery Nomenclature and Database
Project are crossmapped one by one to equivalent
terms from the European Paediatric Cardiac Code.
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If there is no equivalent term, one is added, along with
a numeric code conforming to the method of numer-
ical codification of the European Paediatric Cardiac
Code. The process of crossmapping is then carried
out in the reverse direction, such that each entry
from the long list of the European Paediatric Cardiac
Code is reviewed, and its equivalency is sought on
the list of the International Congenital Heart Surgery
Nomenclature and Database Project. Omissions to
the latter list are then added.

During the process of bidirectional crossmapping
between the “Long Lists”, additional entries may be
suggested from the collective expertise of the mem-
bers of the Nomenclature Working Group, includ-
ing terms that appear in the Nomenclature Tree of
the Canadian Pediatric Cardiology Association, as
yet unpublished, and the Fyler codes from Boston,
also unpublished.

Each meeting of the Working Group begins with
a session for the detailed review of lesions discussed
at previous meetings. This half-day session is enti-
tled “Omissions and Errors”. Its purpose is to have a
second look at lesions already crossmapped, so as to
ensure the completeness and accuracy of the process.
Lesions and related procedures discussed during the
first four meetings of the group are shown in Table 2.
Through this elaborate and collaborative effort,
we are meticulously constructing the International
Paediatric and Congenital Cardiac Code.

The International Classification of Diseases
of the World Health Organization

Paediatric cardiologists and cardiac surgeons have
long considered that the nomenclature and codes of
the International Statistical Classification of Diseases
and Related Health Problems, Ninth and Tenth Revisions,
known as “ICD-9” and “ICD-10", provide insuffi-
cient detail for reporting lesions pertinent to their
practice. In addition, cardiac procedures are not cov-
ered in the official versions provided by the World
Health Organization. Notwithstanding these limita-
tions, hospital administrators in many countries con-
tinue to require that these International Classifications
be used. To reconcile the needs of paediatric cardiol-
ogists and cardiac surgeons with those of administra-
tors, the International Paediatric and Congenital
Cardiac Code will be crossmapped to both the Ninth
and Tenth Revisions.

The World Health Organization has been apprised
of the work of our Group. The Update Reference
Committee of the World Health Organization recently
consulted the group to clarify the classification of
Eisenmenger syndrome and Eisenmenger defect for
their deliberations in October, 2003. We anticipate
still further collaboration with the World Health
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Table 2. Lesions and related procedures reviewed to date and
to be reviewed.

First Four Meetings

. Interatrial Communications

. Ventricular Septal Defects

. Atrioventricular Septal Defects

. Aortopulmonary Windows

Common Arterial Trunk (Truncus Arteriosus)

. Pulmonary Venous Anomalies

. Systemic Venous Anomalies

. Tetralogy of Fallot

. Pulmonary Atresia with Ventricular Septal Defect
. Ebstein’s Malformation and Other Tricuspid Valvar Anomalies
. Aortic Valvar Disease

. Mitral Valvar Anomalies

. Aortic Aneurysm and Dissection

. Hypoplastic Left Heart Syndrome

. Patency of the Arterial Duct

e
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Next Three Meetings

1. Right Ventricular Outflow Tract Obstruction with an Intact
Ventricular Septum

2. Functionally Univentricular Heart

. Concordant Atrioventricular Connections with Discordant
Ventriculo-arterial Connections (Transposition of the Great
Arteries)

. Congenitally Corrected Transposition

. Double Outlet Right Ventricle

. Double Outlet Left Ventricle

Aorto-ventricular Tunnel

. Coarctation of the Aorta, Interrupted Aortic Arch

. Vascular Rings

. Cardiac Malpositions

95

1
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Future Meetings After Fourth World Congress
1. Cardiomyopathies and End-stage Congenital Heart Disease

. Diseases of the Pericardium

. Coronary Arterial Abnormalities

. Arrhythmias

Interventional Procedures

. End-stage Lung Disease

. Cardiac Tumours

. Fetal Cardiology

. Adults with Congenital Heart Disease

. Paediatric Critical Cardiac Care
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Organization, and hope that this will result in the dis-
semination by the World Health Organization of lists
of names that are more practical for the fields of pae-
diatric and congenital cardiology and cardiac surgery.

Goals of the Working Group for 2004
and 2005

Completion of the crossmap of congenital heart disease
and related procedures

We expect to have crossmapped, in bidirectional
fashion, the remaining major cardiac lesions by
September, 2005. Several challenging lesions have yet
to be discussed, including “functionally single ven-
tricle” and “double outlet right ventricle” (Table 2).
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Ensuring global understanding of, and support for,
The International Nomenclature Project

It is planned that, during 2004, all of the main
national and continental organizations with respon-
sibilities for children and adults with congenital
heart disease will be contacted by the International
Nomenclature Committee, informing them formally
of our ongoing project. It is hoped that the aims
of the International Nomenclature Committee, with
its Working Group, will be both endorsed and
supported, and that this endorsement will then be
cascaded down to the individual members of these
various bodies.

Obtaining further funding

Funding for the first four meetings of the Nomen-
clature Working Group was generously provided, in
part, by the Canadian Institutes of Health Research,
the Heart and Stroke Foundation of Canada, and the
Montreal Children’s Hospital Foundation. Additional
funding will be sought for the support of future
meetings.

Cooperation and integration with other international
projects relating to nomenclature

Our group is aware that the Systematized Nomenclature
of Medicine Clinical Terms, also known as the SNOMED
CT project, which details terms with a numerical
coding system from across all medical specialties,
has major sections on paediatric cardiology and car-
diac surgery. This system was originally developed by
the College of American Pathologists,® and has more
recently amalgamated with the Clinical Terms Version
3 developed in the United Kingdom, and formally
known as the Read coding system, with an aim to
become an integral part of the electronic patient record
on both sides of the Atlantic.” The Working Group
plans to link with the further development of this
important system so as to have the final International
Paediatric and Congenital Cardiac Code integrated
into the Systematized Nomenclature of Medicine
Clinical Terms.

Organization of the Second Summit

The Second International Summit on Nomenclature
for Paediatric and Congenital Heart Disease will be
organized by the Working Group, and will be held
during the 4th World Congress of Pediatric Cardiol-
ogy and Cardiac Surgery in Buenos Aires, Argentina.
This will take place from September 18-22, 2005.
It is anticipated that this will be the launch of the
International Paediatric and Congenital Cardiac
Code, a global venture to harmonize the various

April 2004

disparate systems for coding and nomenclature that
exist throughout the world. We expect that this will
enable transcontinental cooperative studies further
to advance the fields of paediatric cardiology and
cardiac surgery.

The Future After the 4th World Congress

The Working Group will be planning the next phase
of its work after the next meeting of the International
Committee, which will take place during the Second
International Summit, planned for the World Con-
gress in September, 2005. Interventional procedures,
arthythmias, cardiac tumours, cardiomyopathies, fetal
congenital cardiac disease, and adults with congeni-
tal heart disease, are but some of the topics remain-
ing to be reviewed after the World Congress.

Provision must be made for the renewal of the
membership of the Nomenclature Working Group,
and for the upkeep and revision of the International
Paediatric and Congenital Cardiac Code. The “super-
tree” of nomenclature for paediatric and congenital
cardiac disease not only needs to be completed, but
also a solid foundation needs to be established for
continued revitalization and growth of the tree as
new concepts, discoveries, and developments evolve.
Much work remains to be done, and continued sup-
port of the project by the paediatric cardiologic and
cardiovascular communities is much appreciated.
Further concerted efforts will continue to ensure the
successful completion and adoption of the Interna-
tional Paediatric and Congenital Cardiac Code across
the world.
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The current status and future directions of efforts to create
a global database for the outcomes of therapy
for congenital heart disease
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Marshall L. Jacobs,’ David R. Clarke,* J. William Gaynor,® Thomas L. Spray,® Giovanni Stellin,’
Martin J. Elliott,® Tjark Ebels,” Rodney C. G. Franklin,'® Marie J. Béland,” Hiromi Kurosawa,'!
Vera D. Aiello,'? Steven D. Colan,'? Otto N. Krogmann,14 Paul W/einberg,6 Zdzislaw Tobota,’
Rachel S. Dokholyam,15 Eric D. Peterson,'’ Constantine Mavroudis'®

"T'he Congenital Heart Institute of Florida, University of South Florida, Saint Petersburg, Flovida, United States of
America; °The Department of Cardiothoracic Surgery, Childyen’s Memorial Health Institute, Warsaw, Poland;
SCardiovascular Surgery, The Montreal Children’s Hospital, McGill University Health Center, and Department of Surgery,
McGill University, Montreal, Quebec, Canada; *Denver Children’s Hospital, University of Colorads, Denver, Colorado,
United States of America; °St Christophers Hospital for Children Drexel, University College of Medicine, Philadelphia,
Pennsylvania, United States of America; ®The Cardiac Center ar The Children’s Hospital of Philadelphia, Philadelphia,
Pennsylvania, United States of America; ' Pediatric Cardiac Surgery Unit, University of Padova Medical School Padova,
Padova, Italy; $The Great Ormond Street Hospital for Children National Health Service Trust, London, United Kingdom;
University Hospital Groningen, Groningen, The Netherlands; '°Royal Brompton & Harefield National Health
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HERE ARE MANY REASONS FOR SEEKING TO clearly to the importance of the analysis of outcomes
I create a global database with which to record as driven by physicians.
the outcomes of therapy for congenital heart
disease. Such a database can function as a tool to sup-
port a variety of purposes: Initial creation of databases
® Care of patients, since there are 500,000 new During the early and mid 1990s, both the Society of
patients born worldwide with congenital cardiac Thoracic Surgeons in the North America, under the
disease leadership of Constantine Mavroudis, and the
® Research European Association for Cardio-Thoracic Surgery,
® Teaching under the leadership of Martin J. Elliott, created
® Management of medical practises databases with which to record the outcomes of con-
® Allocation of resources as guided by physicians genital cardiac surgery.'®"> A number of lessons
® Analysis of outcomes as driven by physicians were learned from these early attempts to create

multi-institutional registries.'>'4 Most important,

it became apparent that there are four primary
requirements if such databases are to facilitate mean-
ingful multi-institutional analysis of outcomes:

The events occurring at Bristol in England,'
Denver, Colorado,”™® and Winnipeg in Canada’ point

Correspondence to: Jeffrey P. Jacobs MD, FACS, FACC, FCCP, The Congenital
Heart Institute of Florida (CHIF) and University of South Florida (USF), Cardiac .
Surgical Associates (CSA), 603 Seventh Street South, Suite 450, St. Petersburg, ® They require a common language, or nomenclature

FL 33701, USA. Tel: +1 727 822 6666; Fax: +1 727 821 5994; E-mail: ® The collection ofdata should be achieved using a
JeftJacobs@msn.com; Web page: http://www.heartsurgery-csa.com/, http:// &

www.CHIE.us/ uniform core dataset
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® A mechanism is required for evaluating the
complexity of cases

® A mechanism is needed to verify the complete-
ness and accuracy of the data collected

In response to the weaknesses recognized in the
databases established by both the Society of Thoracic
Surgeons, and the European Association for Cardio-
Thoracic Surgery, these two organizations'*!? estab-
lished the International Congenital Heart Surgery
Nomenclature and Database Project. Already this
effort has produced results relative to the first 2 items
in the list above, and a common nomenclature, along
with a common core minimal dataset, have now been
adopted by the Society of Thoracic Surgeons and the
European Association for Cardio-Thoracic Surgery.
The specifications of these items were published in
2000 in the Annals of Thoracic Surgery.'?

The move towards an international
database

The thrust towards the establishment of an interna-
tional nomenclature is now being developed further
by the International Nomenclature Committee for
Pediatric and Congenital Heart Disease, chaired by
Martin J. Elliott, which was established on October 6,
2000. The work is undertaken specifically by its
subcommittee, the International Working Group for
Mapping and Coding of Nomenclatures for Paediatric
and Congenital Heart Disease, known more briefly
as the Nomenclature Working Group, which is
chaired by Christo I. Tchervenkov.!’~?° The need for
the group became evident since, in 2000, almost
simultaneously with the publication of the sug-
gested international system described above, the
Association for European Paediatric Cardiology also
published a suggested system for nomenclature sys-
tem. This coding system was the European Paediatric
Cardiac Code.

Both the systems devised by the International
Congenital Heart Surgery Nomenclature and Database
Project, and that suggested by the Association for
European Paediatric Cardiology, include a Short List
and a Long List. The short lists facilitate the creation
of multi-institutional registries for recording out-
comes. The long lists underpin the creation of
echocardiographic software, academic databases, and
the electronic medical record. Since 2002, the
Nomenclature Working Group has met twice each
year, for one week at a time, in order to crossmap the
nomenclatures and develop a single “super-tree” of
nomenclature, to be termed the International Paedi-
atric and Congenital Cardiac Code. A crossmap of
the short lists has already been published.!>-2°
A crossmap of the long lists will be presented at the
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Fourth World Congress of Pediatric Cardiology and
Cardiac Surgery, to be held in Buenos Aires, Argentina,
in September 2005.?° This system of nomenclature
will be made available free of charge via the Internet
at [heep:// www.IPCCC.NET].

Meanwhile, the European Association for Cardio-
Thoracic Surgery Congenital Heart Surgery Database
[htep://www.eactscongenitaldb.orgl, now under the
leadership of Bohdan Maruszewski, and the Society
of Thoracic Surgeons Congenital Heart Surgery
Database [http://www.sts.org}, now under the lead-
ership of Constantine Mavroudis and Marshall
Jacobs, both use the same international standardized
international nomenclature and common core
dataset developed by the International Congenital
Heart Surgery Nomenclature and Database Project.'?
Since 2000, this nomenclature and database has been
used by members of the two organisations to analyze
the outcomes in over 40,000 patients with surgically-
treated congenital cardiac disease.

Since its publication, the European Paediatric
Cardiac Code, particularly the short list, has been
incorporated as the nomenclature for many data-
bases throughout Europe, including the German
government-led programme of National Quality Con-
trol, and the national audit project of the Swiss Society
of Paediatric Cardiology. In the United Kingdom, it
is now obligatory for each paediatric cardiac centre to
submit diagnostic and procedural data on all patients
with congenital cardiac lesions undergoing surgical
and transcatheter interventions using this same short
list. This data is sent to a central body, the United
Kingdom Paediatric Central Cardiac Audit Database,
which then independently analyses the data to pro-
duce outcomes specific to each centre, and which is
independently validated annually (see below). Cur-
rently, this involves the data from over 20,000
patients, collected over the years 2000 through 2004.

Assessing the issue of complexity

In 1999, the Aristotle Project was conceived by
Francois G. Lacour-Gayet, with input from members
of the European Association for Cardio-Thoracic
Surgery, the Society of Thoracic Surgeons, the
European Congenital Heart Surgeons Association,
formerly known as the European Congenital Heart
Surgeons Foundation, and the Congenital Heart
Surgeons’ Society. The International Aristotle Com-
mittee eventually was created to address the third
item listed above.?'">* This Committee has already
canvassed the opinions of a panel of experts, made up
of 50 surgeons repairing congenital cardiac malfor-
mations in 23 countries, and representing multiple
societies. Chaired by Francois G. Lacour-Gayet, the
task of the Aristotle Committee is to overcome the
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fact that, in the field of paediatric cardiac surgery, it
is inadequate to analyse outcomes using raw mea-
sures of mortality without making adjustments to
take note of complexity. The mix of cases submitted
to operation can vary greatly from institution to
institution. Without adjustment to acknowledge
variability in complexity, surgeons and institutions
caring for a higher proportion of patients with com-
plex cardiac disease may be reluctant to participate
in multi-institutional collaborations to determine
outcomes. The goal of the Aristotle Committee is to
develop a system that permits quantitation of com-
plexity based on the fact that it is a constant feature
for a particular operation in a particular patient at a

February 2005

particular point in time. The method of adjustment
allocates a basic score to each operation, varying
from 1.5 to 15, along with a level from 1 to 4, based
on the primary procedure of a given operation as
selected from the short list of the nomenclature of
the International Congenital Heart Surgery Nomen-
clature and Database Project. The basic score was
calculated using the three factors of the potential for
mortality, the potential for morbidity, and the tech-
nical difficulty of the operation (Table 1). Both the
European Association for Cardio-Thoracic Surgery,
and the Society of Thoracic Surgeons, now incorporate
the basic score suggested by the Aristotle committee
into their multi-institutional analyses (Table 2).%

Table 1. The basic score and basic level of complexity as used in the databases of the European Association for Cardio-Thoracic Surgery

. . 24
and the Society of Thoracic Surgeons.?=24

The Official basic complexity score

Score Mortality Morbidity Difficulty
1 pt <1% ICU 0-24H Elementary
2 pt 1-5% ICU ID-3D  Simple
3 pt 5-10% ICU4D-7D  Average
4pt  10-20% ICU 1W-2W  Important
5pt >20% ICU >2W Major
Total Complexity
(Basic Score) (Basic Level)
1.5t05.9 1
6.0t07.9 2
8.0t09.9 3
10010150 A
Total Complexity
Procedures (Basic Score) (Basic Level) Mortality Morbidity Difficulty
Pleural drainage procedure 1.5 1 0.5 0.5 0.5
Bronchoscopy 1.5 1 0.5 0.5 0.5
Delayed sternal closure 1.5 1 0.5 0.5 0.5
Mediastinal exploration 1.5 1 0.5 0.5 0.5
Sternotomy wound drainage 1.5 1 0.5 0.5 0.5
Intra-aortic balloon pump (IABP) insertion 2.0 1 0.5 1.0 0.5
PFO, Primary closure 3.0 1 1.0 1.0 1.0
ASD repair, Primary closure 3.0 1 1.0 1.0 1.0
ASD repair, Patch 3.0 1 1.0 1.0 1.0
ASD partial closure 3.0 1 1.0 1.0 1.0
Pericardial drainage procedure 3.0 1 1.0 1.0 1.0
PDA closure, Surgical 3.0 1 1.0 1.0 1.0
Pacemaker implantation, Permanent 3.0 1 1.0 1.0 1.0
Pacemaker procedure 3.0 1 1.0 1.0 1.0
Shunt, Ligation and takedown 3.5 1 1.5 1.0 1.0
ASD, Common atrium (Single atrium), Septation 3.8 1 1.0 1.0 1.8
ASD creation/enlargement 4.0 1 1.0 2.0 1.0
Coronary artery fistula ligation 4.0 1 1.0 2.0 1.0
ICD (AICD) implantation 4.0 1 1.5 1.0 1.5
ICD (AICD) (automatic implantable cardioverter 4.0 1 1.5 1.0 1.5
defibrillator) procedure
Ligation, Thoracic duct 4.0 1 1.0 2.0 1.0
Diaphragm plication 4.0 1 1.0 2.0 1.0
Atrial septal fenestration 5.0 1 2.0 2.0 1.0

(Continued)
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Table 1. (Continued).
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Total Complexity
Procedures (Basic Score) (Basic Level) Mortality Morbidity  Difficulty
PAPVC repair 5.0 1 2.0 1.0 2.0
Lung biopsy 5.0 1 1.5 2.0 1.5
Ligation, Pulmonary artery 5.0 1 1.5 2.0 1.5
Decortication 5.0 1 1.0 1.0 3.0
Pectus repair 5.3 1 2.0 1.0 2.3
Valvuloplasty, Pulmonic 5.6 1 1.8 1.8 2.0
VSD repair, Primary closure 6.0 2 2.0 2.0 2.0
VSD repair, Patch 6.0 2 2.0 2.0 2.0
AVC (AVSD) repair, Partial (incomplete) (PAVSD) 6.0 2 2.0 2.0 2.0
AP window repair 6.0 2 2.0 2.0 2.0
Valve replacement, Truncal valve 6.0 2 2.0 2.0 2.0
PA, reconstruction (plasty), Main (trunk) 6.0 2 2.0 2.0 2.0
Pericardiectomy 6.0 2 2.0 2.0 2.0
Coarctation repair, End to end 6.0 2 2.0 2.0 2.0
Coarctation repair, Subclavian flap 6.0 2 2.0 2.0 2.0
Coarctation repair, Patch aortoplasty 6.0 2 2.0 2.0 2.0
Vascular ring repair 6.0 2 2.0 2.0 2.0
PA banding (PAB) 6.0 2 2.0 2.0 2.0
PA debanding 6.0 2 2.0 2.0 2.0
ECMO procedure 6.0 2 2.0 3.0 1.0
Aortic stenosis, Subvalvar, Repair 6.3 2 2.0 1.8 2.5
Shunt, Systemic to pulmonary, Modified 6.3 2 2.0 2.0 2.3
Blalock—Taussig shunt (MBTS)
AVC (AVSD) repair, Intermediate (transitional) 6.5 2 2.0 2.0 2.5
RVOT procedure 6.5 2 2.0 2.0 2.5
Valve replacement, Pulmonic (PVR) 6.5 2 2.0 2.0 2.5
Cor triatriatum repair 6.8 2 2.0 2.0 2.8
Shunt, Systemic to pulmonary, Central 6.8 2 2.0 2.0 2.8
(from aorta or to main pulmonary artery)
Bidirectional cavopulmonary anastomosis (BDCPA) 6.8 2 2.3 2.0 2.5
(bidirectional Glenn)
Valvuloplasty, Truncal valve 7.0 2 2.0 2.0 3.0
Anomalous systemic venous connection repair 7.0 2 2.0 2.0 3.0
Occlusion MAPCA(s) 7.0 2 2.0 2.0 3.0
Valvuloplasty, Tricuspid 7.0 2 2.0 2.0 3.0
Valve excision, Tricuspid (without replacement) 7.0 2 3.0 3.0 1.0
DCRV repair 7.0 2 2.0 2.0 3.0
Valve replacement, Aortic (AVR), Mechanical 7.0 2 2.0 2.0 3.0
Valve replacement, Aortic (AVR), Bioprosthetic 7.0 2 2.0 2.0 3.0
Aortic arch repair 7.0 2 2.0 2.0 3.0
Glenn (unidirectional cavopulmonary anastomosis) 7.0 2 2.5 2.0 2.5
(unidirectional Glenn)
Right/left heart assist device procedure 7.0 2 2.0 3.0 2.0
Ventricular septal fenestration 7.5 2 3.0 2.0 2.5
TOF repair, Ventriculotomy, Non-transanular patch 7.5 2 25 2.0 3.0
Valve replacement, Tricuspid (TVR) 7.5 2 2.5 2.0 3.0
Conduit placement, RV to PA 7.5 2 2.5 2.0 3.0
Aortic stenosis, Supravalvar, Repair 7.5 2 25 2.0 3.0
Sinus of Valsalva, Aneurysm repair 7.5 2 2.5 2.0 3.0
Valve replacement, Mitral (MVR) 7.5 2 2.5 2.0 3.0
Coronary artery bypass 7.5 2 2.5 2.0 3.0
Bilateral bidirectional cavopulmonary anastomosis 7.5 2 2.5 2.0 3.0
(BBDCPA) (bilateral bidirectional Glenn)
Atrial baffle procedure (non-Mustard, non-Senning) 7.8 2 2.8 2.0 3.0
PA, reconstruction (plasty), Branch, Central 7.8 2 2.8 2.0 3.0
(within the hilar bifurcation)
PA, reconstruction (plasty), Branch, Peripheral 7.8 2 2.8 2.0 3.0
(at or beyond the hilar bifurcation)
Coarctation repair, Interposition graft 7.8 2 2.8 2.0 3.0
PAPVC, Scimitar, Repair 8.0 3.0 2.0 3.0
Systemic venous stenosis repair 8.0 3.0 2.0 3.0

(Continued)



194 Cardiology in the Young: Supplement 1 (20035)

Table 1. (Continued).
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Total Complexity
Procedures (Basic Score) (Basic Level) Mortality Morbidity  Difficulty
TOF repair, No ventriculotomy 8.0 3.0 2.0 3.0
TOF repair, Ventriculotomy, Transanular patch 8.0 3.0 2.0 3.0
TOF repair, RV-PA conduit 8.0 3.0 2.0 3.0
Conduit reoperation 8.0 3.0 2.0 3.0
Conduit placement, LV to PA 8.0 3.0 2.0 3.0
Valvuloplasty, Aortic 8.0 3.0 2.0 3.0
Aortic root replacement 8.0 2.5 2.0 3.5
Valvuloplasty, Mitral 8.0 3.0 2.0 3.0
Mitral stenosis, Supravalvar mitral ring repair 8.0 3.0 2.0 3.0
Coarctation repair, End to end, Extended 8.0 3.0 2.0 3.0
Arrhythmia surgery — atrial, Surgical ablation 8.0 3.0 2.0 3.0
Hemifontan 8.0 3.0 2.0 3.0
Aneurysm, Ventricular, Right, Repair 8.0 3.0 2.0 3.0
Aneurysm, Pulmonary artery, Repair 8.0 3.0 2.0 3.0
Cardiac tumor resection 8.0 3.0 2.0 3.0
Pulmonary embolectomy 8.0 3.0 3.0 2.0
LV to aorta tunnel repair 8.3 3.0 2.3 3.0
Valve replacement, Aortic (AVR), Homograft 8.5 3.0 2.0 3.5
Senning 8.5 3.0 2.5 3.0
Aortic root replacement, Mechanical 8.8 3.3 2.0 3.5
Aortic aneurysm repair 8.8 3.0 2.8 3.0
VSD, Multiple, Repair 9.0 3.0 2.5 3.5
VSD creation/enlargement 9.0 3.0 3.0 3.0
AVC (AVSD) repair, Complete (CAVSD) 9.0 3.0 3.0 3.0
Pulmonary artery origin from ascending aorta 9.0 3.0 3.0 3.0
(hemitruncus) repair
TAPVC repair 9.0 3.0 3.0 3.0
Pulmonary atresia — VSD (including TOF, PA) repair 9.0 3.0 3.0 3.0
Valve closure, Tricuspid (exclusion, univentricular 9.0 4.0 3.0 2.0
approach)
1 1/2 ventricular repair 9.0 3.0 3.0 3.0
Fontan, Atrio-pulmonary connection 9.0 3.0 3.0 3.0
Fontan, Atrio-ventricular connection 9.0 3.0 3.0 3.0
Fontan, TCPC, Lateral tunnel, Fenestrated 9.0 3.0 3.0 3.0
Fontan, TCPC, Lateral tunnel, Non-fenestrated 9.0 3.0 3.0 3.0
Fontan, TCPC, External conduit, Fenestrated 9.0 3.0 3.0 3.0
Fontan, TCPC, External conduit, Non-fenestrated 9.0 3.0 3.0 3.0
Congenitally corrected TGA repair, VSD closure 9.0 3.0 3.0 3.0
Mustard 9.0 3.0 3.0 3.0
Pulmonary artery sling repair 9.0 3.0 3.0 3.0
Aneurysm, Ventricular, Left, Repair 9.0 3.0 2.5 3.5
TOF — Absent pulmonary valve repair 9.3 3.0 3.0 3.3
Transplant, Heart 9.3 3.0 3.3 3.0
Aortic root replacement, Homograft 9.5 3.5 2.0 4.0
Damus—Kaye—Stansel procedure (DKS) (creation of 9.5 3.0 3.0 3.5
AP anastomosis without arch reconstruction)
Arterial switch operation (ASO) 10.0 3.5 3.0 3.5
Rastelli 10.0 3.0 3.0 4.0
Anomalous origin of coronary artery from pulmonary 10.0 3.0 3.0 4.0
artery repair
Ross procedure 10.3 4.0 2.3 4.0
DORY, Intraventricular tunnel repair 10.3 3.3 3.0 4.0
Interrupted aortic arch repair 10.8 3.8 3.0 4.0
Truncus arteriosus repair 11.0 4.0 3.0 4.0
TOF — AVC (AVSD) repair 11.0 4.0 3.0 4.0
Pulmonary atresia — VSD — MAPCA (pseudotruncus) 11.0 4.0 3.0 4.0
repair
Unifocalization MAPCA(s) 11.0 4.0 3.0 4.0
Konno procedure 11.0 4.0 3.0 4.0
Congenitally corrected TGA repair, Atrial switch 11.0 4.0 3.0 4.0

and Rastelli

(Continued)
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Table 1. (Continued).
Total Complexity

Procedures (Basic Score) (Basic Level) Mortality Morbidity  Difficulty
Congenitally corrected TGA repair, VSD closure 11.0 4.0 3.0 4.0

and LV to PA conduit
Arterial switch operation (ASO) and VSD repair 11.0 4.0 3.0 4.0
REV 11.0 4.0 3.0 4.0
DOLYV repair 11.0 4.0 3.0 4.0
Aortic dissection repair 11.0 4.0 3.0 4.0
Pulmonary venous stenosis repair 12.0 4.0 4.0 4.0
Partial left ventriculectomy (LV volume reduction 12.0 4.0 4.0 4.0

surgery) (Batista)
Transplant, Lung(s) 12.0 4.0 4.0 4.0
Ross—Konno procedure 12.5 4.5 3.0 5.0
Transplant, Heart and lung(s) 13.3 4.0 5.0 4.3
Congenitally corrected TGA repair, Atrial Switch 13.8 5.0 3.8 5.0

and ASO (Double switch)
Norwood procedure 14.5 5.0 4.5 5.0
HLHS biventricular repair 15.0 5.0 5.0 5.0

Table 2. Summary of the information entered into the databases maintained by the European Association for Cardio-Thoracic Surgery and
the Society of Thoracic Surgeons between 1998 and 2004.%

All 0 to 28 days 29 days to 1 year Other
Sociery of Thoracic Surgeons
Eligible patients 18,928 3,988 6,152 8,788
Discharge mortality 825 487 202 136
Discharge mortality (%) 4.4 12.2 3.3 1.5
Basic complexity score 7.1 8.6 7.0 6.5
European Association for Cardio-Thoracic Surgery
Eligible patients 21,916 4,273 7,316 10,327
Discharge mortality 1,097 514 377 206
Discharge mortality (%) 5.4 13.3 5.56 2.1
Basic complexity score 6.5 7.6 6.6 5.9

Verification of data

Collaborative efforts involving the European Associa-
tion for Cardio-Thoracic Surgery and the Society of
Thoracic Surgeons are now underway to address the
fourth item listed above, specifically the need to
develop mechanisms to verify the completeness and
accuracy of the information submitted to the data-
bases.?®~?® The importance of the verification of the
accuracy of the data is demonstrated by the recent
report from the United Kingdom Central Cardiac
Audit Database.? This report analyzed 3666 surgi-
cal procedures, and 1828 therapeutic catheteri-
zations, undertaken from 2000 and 2001 in the
13 tertiary centres in the United Kingdom that per-
form cardiac surgery or therapeutic cardiac catheter-
isation in children with congenital cardiac disease. The
mortality within 30 days of a procedure was identi-
tied both by information supplied from the hospital

databases, and by independently validated data from
the Office for National Statistics, using the unique
National Health Service number given to all sub-
jects born in the United Kingdom. Central tracking
of mortality by the Office for National Statistics
identified 469 deaths, of which 194 occurring within
30 days of the procedure, but 275 occurred later.
Of the 194 deaths recorded within 30 days, 42,
accounting for just over one-fifth of all patients
dying within 30 days, were detected by central track-
ing, but had not been volunteered by the tertiary
centres themselves. In other words, the databases
under-reported the deaths occurring within 30 days
by one-fifth, even though those working in the tertiary
centres were aware that the data would be independ-
ently verified. Multiple potential solutions to develop
mechanisms to assure and verify the completeness
and accuracy of data, therefore, are currently being
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explored by both the European Association for Cardio-
Thoracic Surgery, and the Society of Thoracic
Surgeons.

The advantages accruing from the
establishment of an international database

In the long term, participation in a properly struc-
tured multi-institutional database designed for analy-
sis of outcomes can provide multiple advantages to
all institutions seeking to treat congenital cardiac
malformations. Inclusion in multi-institutional reports
of outcomes facilitates quality control by bench-
marking. A single software program and institutional
database can send information to multiple registries.
One software package can incorporate multiple local,
national, and international efforts:

® The Society of Thoracic Surgeons Congenital Heart
Surgery Database

® The European Congenital Heart Surgeons
Association-European Association for Cardio-
Thoracic Surgery Congenital Heart Surgery
Database

@® The Aristotle Project

® The International Working Group for Mapping
and Coding of Nomenclatures for Paediatric and
Congenital Heart Disease (Nomenclature Working
Group)

® The United Kingdom Central Cardiac Audit

Database

Congenital Heart Surgeons’ Society Database

The Pediatric Cardiac Care Consortium

The Pediatric Heart Transplant Study Group

Database

® Extracorporeal Life Support Organization Database

This same software program and institutional data-
base also can have multiple additional applications:

® Computerized generation of brief operative reports
® Computerized generation of sheets reporting the
decisions of joint cardiology and cardiac surgical
conferences

Computerized generation of discharge summaries
Computerized generation of billing sheets
Creation of a system for storage of digital images
and videos, as discussed in an earlier manuscript
in this Supplement

Clearly, the potential users of the database will have
different needs. A multi-institutional registry aims
to collect “some of the data about all of the patients”,
while an academic database aims to collect “all of
the data about some of the patients”.!* A multi-
institutional registry addresses the collection of a

February 2005

small number of items from a large number of institu-
tions. A scientific database, created to compatre meth-
ods or treatments, will need large and very accurate
sets of data from a few highly reliable institutions.
Creation of a good database requires an investment of
time, work, and money. Those who invest this time
and money will have different needs, and different
interests. The potential now exists, nevertheless, to
work with a common language or nomenclature.
A properly designed single institutional software
package can allow participation in both a multi-
institutional registry and an academic database.

A properly structured multi-institutional data-
base permitting analysis of outcomes can be used as
a tool for improvement. The database can be used as
a benchmark upon which to grade surgical and insti-
tutional performance, and also as a registry to iden-
tify more, or less, successful strategies of management.
Furthermore, the database can be used to measure
application of new strategies for treatment. Thus,
the database can be used as a tool for care of patients,
teaching, research, management of practices, and
improvement in quality.

Seeking to become truly global

Efforts are ongoing to involve those working in Africa,
Asia, Australia, and South America so that this pro-
ject truly becomes global. The overall goal of such a
global database is to improve the analysis of the out-
comes of treatment of congenital cardiac malforma-
tions. The benefits of multi-institutional gathering
and sharing of data are global, with the long-term
goal of the continued improvement in the quality of
therapeutic options worldwide.*
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Objectives: Rapid ventricular conditioning induced by pulmonary artery banding
has been recommended for patients with transposition of the great arteries who have
lost the chance for the arterial switch operation or whose systemic (right) ventricle
failed after the atrial switch. The present study was designed to experimentally
evaluate 2 types of pulmonary artery banding (continuous and intermittent) and
verify histologically the changes (hypertrophy or hyperplasia or both) of cardiomy-
ocytes and vascular and interstitial cells from the stimulated ventricle beyond the
neonatal period.

Methods: Twenty-one goats, 30 to 60 days old, were divided into 3 groups, each
comprising 7 animals, as follows: control group (no surgical procedure); continu-
ously stimulated group (systolic overload maintained for 96 hours); and intermit-
tently stimulated group (4 periods of 12-hour systolic overload, alternated with a
resting period of 12 hours). The animals were then killed for histologic and
immunohistochemical analysis of the hearts. Murine monoclonal antibody Ki-67
was used as a proliferation cell marker. Myocardial collagen area fraction was
determined by Sirius red staining.

Results: For both stimulated groups, a significant increase occurred in right ven-
tricular cardiomyocytes and respective nuclei diameters compared with the controls
(P < .05). The number of Ki-67-positive cardiomyocytes and interstitial/vessel cells
from the right ventricle was augmented in both trained groups in relation to the left
ventricle (P < .05). There was no significant difference in the right ventricular
collagen area fraction from both trained groups compared with controls.

Conclusions: Irrespective of the shorter training time (periods of overload interca-
lated with resting), the intermittent stimulation regimen was able to produce a
similar training of the subpulmonary ventricle compared with the continuous stim-
ulation regarding mass acquisition, cell hypertrophy, and hyperplasia.

eft ventricular retraining induced by pulmonary artery banding (PAB) has

been indicated for patients with transposition of the great arteries (TGA)

beyond the neonatal period and patients who present with right (systemic)
ventricular failure in congenitally corrected TGA or after failed atrial baffle oper-
ations."? Previous experimental studies have demonstrated that an increase in
afterload leads to sustained ventricular hypertrophy in only a few days.?

In the clinical setting of TGA, a few centers have documented the clinical results
of rapid preparation of the left ventricle (LV) in the two-stage Jatene operation.
These trials succeeded in their objective, once there was significant cardiac mass
acquisition in about 7 days, reducing the risks of complications resulting from the
first stage of the anatomical correction in a patient with unprepared LV. However,
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Abbreviations and Acronyms
ANOVA = analysis of variance

LV = left ventricle

PAB = pulmonary artery banding

PT = pulmonary trunk

RV = right ventricle

TGA = transposition of the great arteries
A = ventricular septum

some patients may have unsatisfactory contractile perfor-
mance in the late follow-up.>* Previous studies from our
laboratory have demonstrated experimentally expressive
muscular mass acquisition induced by an adjustable PAB
system.5 ©

At present, there is great concern about the quality of
ventricular hypertrophy, leading to questions regarding
the most efficient and physiologic training program and
the adaptive mechanisms involved in the process.'*’®
On the other hand, the hypertrophy of an athlete’s heart,
characterized by normal or increased capillary density with
little or no fibrosis, is a consequence of physiologic stresses
like endurance exercise, intermittent by nature. Based on the
fact that both the cardiac and the skeletal muscles are
striated, it has been proposed that a fitness program similar
to that developed by athletes would lead to an acquired
muscular mass with better performance.g’10 Besides that, the
knowledge that the myocardium is a postmitotic organ,
which means that cardiomyocytes are capable of proliferat-
ing after the neonatal period, leads to the hypothesis that
myocyte hyperplasia may be an important feature in mass
acquisition, although it has not been clarified to what extent
it occurs.'"!'

The present study was designed to experimentally eval-
uate 2 types of PAB (continuous and intermittent) and to
analyze histologically the structural phenotype changes (hy-
pertrophy and/or hyperplasia) of the contractile (cardiomy-
ocytes) and noncontractile cells (vascular and interstitial)
from the stimulated ventricle, beyond the neonatal period.

Materials and Methods

Twenty-one goats, 30 to 60 days old (beyond the neonatal period),
were divided into 3 groups, each with 7 animals: control group,
with no surgical procedure; continuously stimulated group; and
intermittently stimulated group. All animals received humane care
according to the “Guide for Care and Use of Laboratory
Animals.”"?

Pulmonary Artery Banding Device

The device used in this study (Braile Biomedica, Sdo José do Rio
Preto, SP, Brazil) has been described previously.” It permits a fine
control of the pulmonary blood flow percutaneously by adjusting
accurately the cross-sectional diameter of the pulmonary trunk

(PT). The prototype is made completely of silicone and consists
of 3 parts: a banding ring, extension tube, and an inflation
reservoir. The banding ring is a C-shaped hydraulic cuff that
compresses the lumen of the PT when expanded, according to
the volume injected percutaneously into the inflation reservoir,
implanted subcutaneously.

Pulmonary Artery Banding Device Protocol

The anesthetic and surgical protocols were performed according to
previously described techniques.” Catheters were introduced into
the descending aorta, right ventricular outflow tract, and PT (dis-
tally to the banding) for hemodynamic measurements. Baseline
pressures in the right ventricle (RV), PT, and aorta were then taken
in the awake animals with the device completely empty. After that,
progressive inflation of the device was achieved by percutaneous
injection of saline solution in the reservoir to reach a 0.7 RV-to-LV
systolic pressure ratio,’* as long as it did not cause a drop of
more than 10% in systemic pressure. In cases where clinical signs
of severe hypoxia (agitation, dyspnea, or arrythmias) developed
after inflation of the banding device, it was deflated to a tolerable
value. The animals in the continuously stimulated group remained
in RV systolic overload for 96 hours, with progressive inflations
every 24 hours, at the maximum limit tolerated, while the inter-
mittently stimulated group was submitted to 4 periods of 12-hour
systolic overload, alternated with a resting period of 12 hours.
Inflation of the device and pressure measurements were taken daily
in both stimulated groups.

Echocardiographic Study

The echocardiographic evaluation was performed daily, using a
7.5-MHz transducer (Apogee CX, ATL—Advanced Technologies
Laboratories, Bothell, Wash). The RV free wall mass was calcu-
lated through a bidimensional approach, according to the method
described by Pontes and colleagues.'* RV and LV ejection frac-
tions were estimated by area X length and Teichholz methods,
respectively.'®

Morphologic Study of the Hearts

After the 96-hour protocol, the animals in the continuously stim-
ulated and intermittently stimulated groups were killed.>'* All the
hearts, including those from animals in the control group, were
fixed in 10% buffered formalin for 24 hours. Transversal sections
of both ventricles and the ventricular septum were obtained. After
routine histologic processing, 5-um sections were stained with
hematoxylin-eosin and Sirius red. Sections also underwent immu-
nohistochemical reactions with Ki-67.

Myocardial Fiber and Nucleus Diameter

The morphometric measurements were carried out with an inter-
active computer-assisted image analyzer (Leica Quantimet; Leica
Cambridge Ltd, Cambridge, UK) in 60 longitudinally and/or trans-
versely sectioned cardiomyocytes, as already described.?

Collagen Area Fraction

Histologic samples stained with Sirius red were studied for colla-
gen area fraction by means of the computed image analysis system
color detection (Quantimet-Leica). Data were collected from 20
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Figure 1. RV estimated mass (g) during training days. RV, Right
ventricle; C, control group; CS, continuous stimulated group; /S,
intermittent stimulated group.

fields at a magnification of 200X. Regions occupied by vessels
greater than 50 wm or histologic artifacts were avoided.

Immunohistochemical Study

Five micrometer—thick sections underwent immunohistochemical
reactions using the streptavidin-peroxidase immunohistochemical
method. Murine monoclonal antibody Ki-67, clone MIB-1, code
number IM0505 (DAKO, Grostrup, Denmark) was used as pro-
liferation cell marker. According to previous studies, this marker
has been used in goats.'® Ki-67-positive cardiomyocytes and
interstitial/vessel cells were microscopically quantified in the RV,
LV, and ventricular septum (VS). The index of cell proliferation
was calculated as follows: for each section of the heart (RV, LV,
and VS), 4000 cells were counted (2000 cardiomyocytes and 2000
interstitial/vessel cells); the number of positive Ki-67 cells/2000
expressed as a percentage represented the index for each cell type.
For the sections of the ventricular septum, the index was deter-
mined summing up the first 1000 cells counted in each half.
Ultimately, for each group, the proportion between contractile and
noncontractile elements labeled by the cell proliferation marker
was determined.

Statistical Analysis

Values are expressed as means = SE. Analysis of variance
(ANOVA) was used to compare the 3 groups; for comparisons
between the segments inside each group, the repeated measures
ANOVA was used. When data did not show normal distribution,
nonparametric tests were used.

Results

Hemodynamic Study

The intermittently stimulated group began the experiment
with a 9.57 mm Hg basal RV-PT mean peak gradient (SE =
3.58 mm Hg). The last period inflation (72 hours) caused an
80.00 mm Hg gradient (SE = 4.92 mm Hg), which repre-
sents an increase equal to 736% (P = .018, Wilcoxon non-
parametric test). In the continuously stimulated group, the
basal mean peak gradient was 15.67 mm Hg (SE = 4.50
mm Hg). After 72 hours, this value was 57.14 mm Hg (SE =
5.22 mm Hg), which means a 265% rise in RV-PT pressure
gradient (P = .028, Wilcoxon nonparametric test). Com-
parison between the 2 groups regarding the tolerated mean
peak gradient indexed to the body weight revealed a signif-
icant difference, with greater values for the intermittently
stimulated group after 72 hours of training (P = .008).

Right Ventricular Mass Estimated by
Echocardiography

See Figures 1 and 2. Basal RV estimated mass was equal in
the 3 groups (ANOVA, P = .110); however, in both trained
groups, the right ventricular mass increased progressively
throughout the protocol (ANOVA, P < .05). Right and left
ventricular ejection fractions did not show significant
changes in both stimulated groups during the study (mean
values = SE for the RV: controls, 0.71 = 0.02; continuous
stimulation, 0.67 = 0.03; intermittent stimulation, 0.74 =+
0.03; mean values = SE for the LV: controls, 0.70 = 0.02;
continuous stimulation, 0.75 = 0.01; intermittent stimula-
tion, 0.77 = 0.01).

Collagen Area Fraction of the Right and

Left Ventricles

Microscopically, no evidence of interstitial edema, relevant
inflammatory infiltrate, or necrosis in the myocardium was

Figure 2. Bidimensional echocardio-
gram at baseline (A) and after 5 days of
training (B) in a CS group goat. RV,
right ventricle; LV, left ventricle; PE,
pericardial effusion.
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Figure 3. Photomicrographs of the RV
myocardium showing Ki-67 immuno-
staining. A, Arrows indicate 2 labeled
cardiomyocyte nuclei. B, Numerous
; positive nuclei from interstitial and
. vessel cells. Objective: 40x; counter-
: staining with Harry’s hematoxylin. RV,
Right ventricle.

present in the 3 groups analyzed. The mean collagen area
fraction was significantly higher in the RV of the 3 groups
when compared with the respective LVs (ANOVA, P =
.015). There was no statistical difference in the RV collagen
content between the groups (ANOVA, P = .403).

Cell Diameters

With regard to RVs, stimulated groups had significantly
higher values of cell diameter than those of the control
group, for both cardiomyocytes and their respective nuclei
(ANOVA, P < .005). Compared with controls, myocyte
diameters were 42.17% and 45.19% higher in the continu-
ously stimulated and intermittently stimulated groups, respec-
tively. Similarly, considering the cardiac segments inside the
groups, RV cardiomyocytes and respective nuclei from the
2 stimulated groups had higher diameters than those of LV
and ventricular septum (repeated measures ANOVA, P <
.05).

Ki-67-positive Cardiomyocytes and Interstitial/Vessel
Cells

The histologic aspect of Ki-67-labeled cardiomyocytes is
demonstrated in Figure 3, A. Higher indexes of proliferating
cells were found in the RV of both stimulated groups (contin-
uously stimulated group, 1.13%; intermittently stimulated
group, 0.68%) when compared with the corresponding LV
(continuously stimulated group, 0.37%; intermittently stim-
ulated group, 0.21%; repeated measures ANOVA, P = .009)
and ventricular septum (continuously stimulated group,
0.21%; intermittently stimulated group, 0.08%; P < .001;
Figure 4, A). The histologic aspect of the interstitial and
vessel cells labeled with Ki-67 is demonstrated in Figure 3,
B. In this analysis, the values obtained for the 2 halves of the
ventricular septum were significantly different and were
treated independently (P = .024). The right septal half had
higher values compared with the left one. Analyzing the
cardiac segments in the stimulated groups (Figure 4, B), RV
had significantly higher indexes of cell proliferation than the
LV (continuously stimulated group, 16.32% vs 2.57%; in-
termittently stimulated group, 12.36% vs 1.45%; repeated

measures ANOVA, P < .001). The right septal half had
statistically higher index values than did LV (continuously
stimulated group, 3.73%; intermittently stimulated group,
4.94%; P = .024) and the left septal half (continuously
stimulated group, 2.06%; intermittently stimulated group,
1.61%; P = .012). On the other hand, LV did not differ
from the left septal half (P = .527). No difference was
detected in the cardiac segments of the control group (re-
peated measures ANOVA, P = .198).

Proportion Between Numbers of Ki-67-labeled RV
Cells (Cardiomyocytes/Interstitial and Vessel Cells)
Statistical analysis of these data did not depict any differ-
ence between the 3 groups (Kruskal-Wallis, P = .4320).

Discussion
Induced myocardial hypertrophy has been proposed in chil-
dren with TGA, aiming at preparing the future systemic
ventricle to support the new hemodynamic conditions after
the anatomical correction (Jatene’s plrocedure).z’l7 The ad-
aptation of the pulmonary ventricle to the systemic pres-
sures must be effective, which means that the chamber has
to keep the mass acquisition and not experience dilation or
dysfunction over time. Based on the fitness program of
athletes, where the skeletal and cardiac muscles are capable
of sustaining a high workload through fiber hypertrophy, a
hypothesis arose that perhaps intermittent conditioning of
the subpulmonary ventricle could provide better adapta-
tion.” ' However, no consensus exists about what would be
the ideal time to impose systolic workload on a ventricle,
inducing it to acquire good-quality muscular mass.
Pressure overload induces an increase in cardiac wall
thickness without chamber dilation (concentric hypertro-
phy) for the purpose of normalizing systolic wall stress.'® It
is fundamental to determine the primary mechanism of mass
acquisition (ie, cell hypertrophy, hyperplasia, or both). Hy-
pertrophy is efficient as an adaptive mechanism in the
compensated phase but may evolve into muscle dysfunction
and congestive heart failure with time.'® Nowadays, it is
fully accepted that cardiomyocytes are capable of prolifer-

The Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery « Volume 133, Number 6 1513




Surgery for Congenital Heart Disease

Abduch et al

16 - A
14 -

1.2
1.0
0.8 -
06 -
04 4
0.2 -

Index of Ki-67+ cardiomyocytes

0.0 -
Control CSs 1S
mRRV OLV VS

Control Cs IS

Index of Ki-67+ interstitial/vessel cells

BRV OLV ¥RVS @LVS

Figure 4. Mean and SE values of: (A) cardiomyocytes Ki-67-
positive index (number of positive cells/2000 cardiomyocytes
expressed as a percentage); (B) interstitial/vessel cells Ki-67-
positive index (number of positive cells/2000 expressed as a
percentage). RV, right ventricle; LV, left ventricle; RVS, right half
of ventricular septum; LVS, left half of ventricular septum.

ating after the neonatal period. During fetal life, cardiac
growth is mainly due to cell division (mitosis). In the
neonatal period, a transition occurs from hyperplastic to
hypertrophic growth. In the adult heart, most cardiomyo-
cytes do not proliferate, and hypertrophy functions as the
fundamental adaptive response.?’ Therefore, the magnitude
of cardiomyocyte hypertrophy or hyperplasia is dependent

on the age at which the stimulus is produced.*®'?

Myocardial Hypertrophy

In the present study, the echocardiogram showed a similar
right ventricular mass acquisition for both stimulated
groups. The RV free wall thickness, an important parameter
in ventricular mass calculation, became similar to the septal
and left ventricular wall thicknesses around the third day of

device inflation in both groups, despite the fact that 1 of
them was stimulated intermittently. Morphometric analysis
revealed that for both stimulated groups, hypertrophy of
cardiomyocytes occurred, confirming that this mechanism
participates in the process of muscle mass acquisition dur-
ing ventricular training, as has already been demonstrated in
other pressure-overload experimental models.'®

In myocardial hypertrophy caused by other factors, it is
well recognized that interstitial cell proliferation is also a
feature. The interstitium has important functions, such as
support for cardiomyocytes, blood and lymphatic vessels;
acting as a defense mechanism against microorganisms;
facilitating myocardial nutrient exchanges; and aiding in
cell contraction. However, when interstitium enlargement is
excessive, it may cause early diastolic dysfunction and, in
the final stages, also jeopardizes systolic function.?' In this
study, no significant difference existed in RV collagen area
fraction between the 3 groups. We cannot rule out the
possibility that the observation time was not sufficient to
demonstrate an increase in the interstitial component. Le
Bret and colleagues,'® comparing 3 types of pulmonary
ventricular training in lambs for 5 weeks, demonstrated no
interstitial fibrosis in animals undergoing the intermittent
regimen of training in opposition to the other groups, sug-
gesting that the cascade of events initiated with myocardial
hypertrophy is not accompanied by fibrosis when it devel-
ops in good oxygen conditions (corresponding to the period
that the ventricle does not experience an afterload increase).
Buccino et al,”* studying 26 cats with right ventricular
hypertrophy produced by continuous PT constriction for a
period of 3 to 90 days, encountered higher collagen con-
centrations in RVs compared with that in the controls and
LVs. The majority of RVs failed after 20 to 50 days.
Therefore, it seems that the duration of the training period is
important as an inductor of myocardial fibrosis responsible
for late heart failure.

Cell Proliferation

The present study showed that both cardiomyocytes and
interstitial/vessel cells are able to improve their capacity for
proliferation, under continuous or intermittent elevation in
afterload, even beyond the neonatal period. It is important to
note that the intermittent regimen of PAB, which potentially
could be better tolerated clinically, is as effective as the
continuous regimen in inducing RV cardiomyocyte hyper-
plasia. Although the idea of having a high proliferation
index for contractile myocardial cells would be tempting in
this model, it must not be forgotten that an increase in their
number will also augment the demand for oxygen and
nutrients and, consequently, for blood vessels, to maintain
the needs of proliferating cells.”'® So, it would be desirable
to have a balance between myocardial cells and capillary
vessel proliferation, promoting a ventricular conditioning
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that is considered ideal to sustain the requirements of sys-
temic circulation.”> Anversa and associates’ submitted
5-week-old Wistar—Kyoto rats to intermittent physical train-
ing by having them run on a treadmill 1 h/d, 5 d/wk, for 7
weeks. At the end of the experiment, they found a 16%
increase in myocardial capillary vessels/mm?, indicating
that vascular cell proliferation did occur in this physiologic
model of fitness.

It is not easy to distinguish between interstitial cells
(mainly fibroblasts) and capillary endothelial cells under
optical microscopy, because the small vessels are not al-
ways open. Therefore, in the present study, it is not possible
to confirm whether the Ki-67-labeled interstitial/vessel cells
are predominantly endothelial cells or fibroblasts. Double-
labeling immunohistochemical reactions may elucidate this
question in the future.

Regarding the proportion of Ki-67-positive cardiomyo-
cytes and interstitial/vessel cells, no statistical difference
existed between the groups (Kruskall-Wallis, P = .432).
Hence, apparently, both fitness regimens are capable of
inducing a proportionally equal increase in contractile and
noncontractile elements after a period of 96 hours of
training.

Myocyte proliferation has been demonstrated under nor-
mal and pathologic conditions, such as heart failure or acute
myocardial infarction.?** In the adult heart, a subpopula-
tion of cardiomyocytes exists that is not differentiated,
capable of reentering the cell cycle and proliferating. There
is no definitive evidence about the exact origin of these
undifferentiated cells. They may come from itinerant cells
or even from myocardial stem cells. These hypotheses need
further investigation.”* Several researchers have also veri-
fied that the capacity of hyperplasia is accompanied by
apoptosis.>*2® Both clinical** and experimental®® investiga-
tions showed that diseased hearts present, simultaneously,
signs of cardiomyocyte hyperplasia and programmed cell
death. The studies suggest that tissue homeostasis depends
on proper relationships between proliferation, differentia-
tion, and apoptosis, so that under severe stress, apoptosis
overtakes cell division.?® Concomitant cell proliferation and
apoptosis would have important implications when a ven-
tricle is prepared to support systemic pressures, once it is
desirable that contractile cells proliferate and remain pre-
served. From a therapeutic standpoint, an index lower than
0.05% to 0.1% of proliferating cardiomyocytes would be
sufficient to significantly increase the number of contractile
cells in a few months, because this growth takes place in a
sustained manner, which means without being overcome by
apoptosis.?’ In the present study, training groups had in-
dexes of 1.13% (continuously stimulated group) and 0.68%
(intermittently stimulated group). However, we did not
search for apoptosis in this model.

Another substantial factor to be analyzed in the future
would be the quantification of capillaries in the 3 groups
studied. The type of training that demonstrates the best
balance between contractile cell proliferation and blood
vessels, besides the smallest apoptotic index, would be
considered as the most adequate to be used in the 2-stage
arterial switch operation.

The finding of a higher proliferation index for cells in the
right half of the ventricular septum deserves discussion.
Feigenbaum?® long ago described in echocardiography the
presence of a bright line within the ventricular septum,
dividing its 2 sides. Boettler and colleagues,®® studying
hearts from 30 healthy subjects, demonstrated, also through
echocardiography, that this line probably represents the VS
division in 2 halves (right and left). Results from the present
study suggest a different behavior of the 2 septal halves
when the RV undergoes pressure overload and corroborate
the theories of septal division mentioned above.

Limitations of the Study

The main limitation of this study is the fact that differences
exist between the RVs and LVs with respect to anatomy and
physiology. One could argue that experimental results
would not be the same if the trained ventricle was the
morphologically left one. However, even having knowledge
of this limitation, the option to work with healthy animals
prevailed because the surgical procedure to change the
ventriculoarterial connections would cause high mortality,
making the research impracticable.6 Moreover, although at
first sight RV training could represent a limitation because
of the different geometry of the chamber, considering that in
our experimental model the coronary arterial circulation is
not submitted to a hypertensive regimen due to pressure
overload, one can observe that this situation is similar to the
one that occurs in the child with transposition requiring
ventricular preparation, which would be an advantage. An-
other restriction to consider is the training time in our 2
groups: animals prepared continuously had PAB for 96
hours, and in the intermittently stimulated group, animals
were trained for 48 hours. However, in this study, the
intention was to analyze the behavior of the ventricles that
underwent rapid preparation, totaling a week of study. The
final objective of this line of research is to obtain the best
results in the shortest time possible, aiming at optimal
clinical application.

Conclusions

Under the conditions of the present study, the intermittent
stimulation regimen, even imposing a shorter training time
(periods of overload intercalated to periods of resting), was
able to induce a similar response of the myocardium regard-
ing cell hypertrophy and hyperplasia when compared with
the continuous stimulation. Moreover, although there was
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an increase in the interstitial cellular activity, it did not
impair right ventricular systolic function (represented by the
ejection fraction) in both stimulated groups.
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Objectives: This study was undertaken to assess the pattern of left ventricular
hypertrophy, the myocardial capillary network, and the extracellular matrix in hearts
with tricuspid atresia.

Methods: We examined 32 hearts with tricuspid atresia and 27 normal hearts from
control subjects with similar age and sex distribution. Wall thickness, inlet length,
and outlet length were obtained from the left ventricle. Immunohistochemical
staining for von Willebrand factor was used to label myocardial capillaries. By
means of computer-assisted morphometry, the following data were obtained from
theinlet, apex, and outlet of the left ventricle: transverse myocyte diameter, myocyte
nuclear volume fraction, capillary volume fraction, interstitial fibrous volume frac-
tion, and endocardial thickness.

Results: The wall thickness in affected hearts was not different from that in control
hearts. The left ventricular outlet length was significantly greater in the malformed
hearts (P = .005). The myocyte diameter did not differ from that in control hearts.
The capillary volume fraction was decreased in the malformed hearts (P < .001).
The interstitial fibrous deposition was greater in the malformed hearts at all sites
analyzed (P < .001). Fibrosis was greater in the inlet and apex (P = .004) and also
in the subendocardia half of the ventricular wall than in the subepicardial half.
According to alogistic regression model, age was the only variable associated with
the probability of occurrence of fibrosis.

Conclusions: Our findings in hearts with tricuspid atresia possibly represent chron-
ically induced volume overload in the presence of ischemia, rather than a typical
model of volume overload. A decreased capillary volume fraction may indicate a
greater susceptibility to ischemia. Fibrous deposition probably occurs early in life.

he application of the Fontan principle has improved survival and
functional capacity for patients with univentricular atrioventricular
connections. However, most centers have documented ongoing mor-
bidity and mortality after surgery.>? Abnormal ventricular function,
both systolic and diastalic, is clearly related to the late outcome.
Myocardial hypertrophy is certainly recognized as a risk factor for
the Fontan procedure.® The systemic ventricleis chronically volume overloaded and
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subjected to longstanding hypoxemia and variable degrees
of pressure overload, factors implicated in the myocardial
remodeling process. In addition, the myocardium may be
intrinsically abnormal, as has been suggested by Ho and
colleagues® and, more recently, by Sanchez-Quintana and
coworkers.® In addition to the pathologic remodeling, ex-
pansion of cardiac mass during postnatal physiologic
growth also takes place.

Few studies have addressed ventricular remodeling in
hearts with univentricular atrioventricular connections.*®
The purpose of this study was to analyze severa aspects of
the ventricular remodeling in hearts with tricuspid atresia,
including myocardial hypertrophy, extracellular matrix dep-
osition, and capillary network.

Methods

We studied 32 hearts with tricuspid atresia, obtained at autopsy
from the pathology laboratory collection of the Heart Institute,
University of S3o Paulo Medical School. The control group com-
prised 27 structurally normal hearts from children aged 1 day to 6
years who had died of non—cardiovascular-related diseases. Age
and sex distributions were similar for the two groups (study group
age 9.6 = 13.9 months, median 2.5 months, 19 male and 13 female
infants; control group age 9.6 = 17.4 months, median 3 months, 15
male and 12 female infants). The specimens were inspected after
asequential segmental analysis. The following measurements were
obtained from the left ventricle (LV): thickness of the free wall at
the inlet (the level of the superior edge of the papillary muscles)
and at the outlet (the same plane relative to the apex-base axis),
inlet and outlet lengths (an estimation of cavity size), arterial valve
diameters, and the major diameter of the ventricular septal defect
(VSD). The VSD was considered restrictive when its major diam-
eter was smaller than that of the arterial valve emerging from the
rudimentary right ventricle. Transmural blocks of tissue were
taken from the LV wall at the sites used for the measurements of
wall thickness in the inlet and outlet and also from the apex of the
LV. Thetissue was processed routinely for histologic examination,
and 5-um sections were stained with hematoxylin and eosin and
Masson trichrome stain. Histologic sections and staining consid-
ered to be technically inadequate were excluded from the analysis.

Morphometric Analysis

MYOCYTE TRANSVERSE DIAMETER. The morphometric measure-
ments were carried out with an interactive computer-assisted im-
age analyzer (Leica Quantimet; Leica Cambridge Ltd, United
Kingdom).” To avoid interobserver variation, a single investigator
operated the analyzer.

The myocyte transverse diameter was measured at the level of
the nucleus in the mesocardial layer of the ventricular wall, irre-
spective of the orientation of the section. Final magnification was
X 400.

In a pilot study, the evolution of the mean values and variance
was analyzed to determine the number of measurements required.
The mean vaues of myocyte diameter in 20, 40, 60, 80, 100, 120,
140, 180, and 200 observations were obtained. We opted to mea-
sure 60 myocytes per section.

CAPILLARY VOLUME FRACTION. Immunochistochemical staining
for von Willebrand factor was used to label myocardia capillary
endothelial cells. The stained inlet LV sections containing circum-
ferentially oriented capillaries were imaged at afinal magnification
of X1000. For each section 30 random fields 11,456 wm? in area
were analyzed. With computer-assisted morphometry and an in-
terposed grid of 598 points, incident points on myocardial capil-
laries were counted. The proportion of the points lying over the
structure of interest over the number of pointsin the grid was used
as a measure of the volume fraction, or volume density, of myo-
cardium occupied by that structure.®

NUCLEAR vOLUME FRACTION. With the same system described
previously and an interposed grid of 598 points, incident points on
myocyte nuclei were counted in sections of the LV inlet stained
with hematoxylin and eosin. For each section 25 random fields
were analyzed at the mesocardial layer of the ventricular wall.

QUANTIFICATION OF FIBROUS TISSUE. Fibrous content in the in-
terdtitial space was estimated by analyzing at least 10 microscopic
fields in the subendocardial and subepicardia halves of the ven-
tricular wall at a magnification of X400 (final resolution of 0.48
wm/pixel). Star-shaped scars and concentric perivascular fibrous
tissue were excluded from the anaysis. The interstitial fibrous
volume fraction (IFVF) was expressed as a percentage of the
myocardia area. Microscars were described qualitatively.

ENDOCARDIAL THICKNESs. Linear measurements of the endocar-
dial thickness were obtained in histologic sections stained with
hematoxylin-eosin from the inlet, apex, and outlet of the LV. A
mean value was obtained from 10 measurements at each site.

Statistical Analysis

Values are given as means, SDs, and medians. Unpaired Student t
tests or Mann-Whitney tests as appropriate were used to compare
values between control and study groups. Comparisons between
subendocardial and subepicardia regions were done with the Wil-
coxon test. The Friedman test was carried out for multiple com-
parisons, followed by the Tukey procedure as modified by Nem-
enyi. Correlation coefficients were obtained by the Spearman
method. Logistic regression was used to identify independent
predictors of the occurrence of fibrosis. Data were analyzed with
SigmaStat 2.0 software (SPSS Inc, Chicago, I11).

Results

Heart Specimens

The atrial arrangement was usua in al specimens. The
ventriculoarterial connection was concordant in 20 hearts
and discordant in 10. One of the remaining specimens
showed a common arterial trunk emerging from the domi-
nant LV, and another showed a double outlet from the LV.
Twenty specimens showed signs of previous surgical inter-
vention. Of these, 9 had a modified Blalock-Taussig shunt;
5 of them showed pulmonary artery banding, 3 with aortic
coarctation repair. Of the remaining specimens, 5 had a
Fontan-Kreutzer procedure (1 preceded by a modified Bla-
lock-Taussig shunt and another by pulmonary artery band-
ing) and 1 had undergone a Damus-Kaye-Stansel procedure
associated with a bidirectional Glenn anastomosis. Death
had occurred between 1 day and 2 years after surgery
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TABLE 1. Characteristics of patients

Ventriculoarterial

Case Sex Age (mo) connection Additional diagnosis Previous operation Interval®

1 M 0.1 Discordant Coarctation None —

2 M 0.2 Concordant TAPVC None —

3 M 0.2 Concordant Restrictive VSD, PS MBTS 5d
4 F 0.3 Concordant Restrictive VSD MBTS 6d
5 F 0.3 Discordant Restrictive VSD, coarctation None —

6 F 0.4 Concordant Restrictive VSD, TAPVC MBTS 1d
7 F 0.5 Concordant Restrictive VSD, PS MBTS 2d
8 M 0.6 Discordant Coarctation None

9 M 0.7 Concordant Coarctation None —

10 M 0.9 Concordant Restrictive VSD, pulmonary None —

atresia

1 F 1 Concordant Pulmonary atresia MBTS 9d
12 M 1.2 Discordant Coarctation None —

13 F 2 Discordant Restrictive VSD, coarctation None —

14 F 2 Concordant PAB 19d
15 M 2 Concordant Restrictive VSD None —

16 F 23 Single outlet Truncus arteriosus communis ~ None —

17 M 2.1 Discordant PS MBTS 38d
18 M 3 Discordant Coarctation PAB plus coarctation repair 16d
19 F 4 Concordant None —
20 M 6 Concordant Restrictive VSD Fontan-Kreutzer 1d
21 F 6 Concordant Restrictive VSD MBTS 15d
22 F 7 Concordant None —
23 F 8 Double-outlet LV Restrictive VSD, coarctation PAB plus coarctation repair 24d
24 M 8 Discordant Restrictive VSD, coarctation PAB plus coarctation repair 2mo
25 F 9 Concordant PS MBTS 5mo
26 M 24 Discordant Restrictive VSD Bidirectional Glenn anastomosis plus 3d

Damus-Kaye-Stansel operation
plus mitral valve replacement

27 M 26 Concordant PS MBTS 2y
28 M 32 Concordant Restrictive VSD Fontan-Kreutzer 16 d
29 M 34 Discordant PAB 23y
30 M 36 Concordant Restrictive VSD, PS Fontan-Kreutzer 12d
31 M 36 Concordant PAB, Fontan-Kreutzer 3mo
32 M 50 Concordant Restrictive VSD MBTS, Fontan-Kreutzer 2d

TAPVC, Total anomalous pulmonary venous connection; PS, pulmonary valve stenosis; MBTS, modified Blalock-Taussig shunt; PAB, pulmonary artery

banding.
*Interval from surgery to death.

TABLE 2. Gross measurements from the inlet and outlet of
the LV, comparing hearts with tricuspid atresia and control
hearts

Tricuspid atresia Control
Mean = SD Median Mean = SD Median P value
Inlet wall 068017 070 069+022 0.70 .82
thickness
(cm)
Outlet wall 070 =021 070 0.70 =022 0.60 94
thickness
(cm)
Inlet length  3.19+076 3.10 297 =063 290 24
(cm)
Outlet length 3.69 =084 355 3.05*+063 295 .005
(cm)

(median 15 days); 14 of the patients had died within the first
postoperative month. Additional data are shown in Table 1.

LV Hypertrophy

Theinlet and outlet wall thicknesses were not different from
those in control hearts (Table 2). The LV outlet length was
significantly greater in the malformed hearts (95% confi-
dence interval for difference of means 0.19-1.01; P = .005
by t test). On microscopy, the myocyte transverse diameter
did not differ from the controls in any of the sites analyzed
(95% confidence intervals for difference of means —2.1 to
1.18for inlet, —2.29 to 0.95 for apex, and —1.37 to 1.53 for
outlet, respectively; Table 3). There was no difference when
comparing inlet, apex, and outlet of the LV (P = .38 by
Friedman test). In addition, the myocyte nuclear volume
fraction was significantly smaller in the malformed hearts
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TABLE 3. Myocyte diameter, interstitial fibrosis and endocardial thickness in the inlet, apex, and outlet of the LV in control

hearts and those with tricuspid atresia

Myocyte diameter (pm)

Fibrosis (IFVF %) Endocardial thickness (um)

Mean + SD Median Mean + SD Median Mean + SD Median

Inlet

Tricuspid atresia 96 =24 9.6 (25) 3828 3.1(29)t 53.9 + 40.1 41.8 (29)*

Control 10.0 = 2.6 9.8 (15) 1.0 +£0.7 1.0 (23) 240 +19.7 14.3(18)
Apex

Tricuspid atresia 96 = 2.1 10.6 (15) 2620 2.0 (25)t 20.8 =147 15.1 (28)*

Control 9.0 2.1 8.7(14) 05+05 0.4(19) 10.7 = 3.7 9.9(19)
Outlet

Tricuspid atresia 8919 9.0(14) 2118 1.6 (22)t 341 +29.0 23.9(22)

Control 90+18 9.4(14) 0605 0.4(18) 19.0 = 13.2 14.8(16)

In parentheses are shown the numbers of cases analyzed in each comparison (tricuspid atresia versus control).

*P < .01 versus control.
TP < .001 versus control.

(median value 2.4% vs 4.4%, P < .001 by Mann-Whitney
test).

Capillary Volume Fraction

The myocardial capillary volume fraction was significantly
smaller in hearts with tricuspid atresia than in normal con-
trol hearts (median value 6.8% vs 8.1%, P = .01 by Mann-
Whitney test).

Interstitial Fibrosis

The IFVF was significantly greater in the malformed hearts
a al three sites examined (Table 3 and Figure 1, A). The
LV inlet and apex were more fibrotic than the outlet in the
malformed hearts but not in the control group (P = .004 by
Friedman test). In addition, the IFVF was greater in the
subendocardial halves of the ventricular wall in the inlet and
apex of hearts with tricuspid atresia but not the control
hearts (P = .002 and P = .01, respectively, by Wilcoxon
test Figure 2).

There was a weak but significant positive correlation
between IFVF and the age of the patients in the study group
(r¢ = 0.50, P = .006) but not the control group (rg = .16, P
= . 45).

The multivariate logistic regression model suggested that
age was the only variable associated with an increased
probability of occurrence of fibrosis, defined as IFVF
greater than 3%. The other variables included in the model
(type of ventriculoarterial connection, the presence of a
restrictive VSD, presence of aortic coarctation or interrup-
tion, decreased pulmonary blood flow physiology, and pre-
vious surgery) were not independent predictors of occur-
rence of fibrosis in the multivariate model. In fact, children
older than 3 months had an 8.3 times greater probability of
occurrence of fibrosis than had a younger population (odds
ratio 95% confidenceinterval 1.47-47.22, sensitivity 71.4%,
specificity 76.9%; Figure 3).

Myocardial Microscars

Myocardial microscars (Figure 1, B) were present in 7
specimens from patients aged 27 days through 50 months
(median 4 months). Five were apical and 4 were restricted
to the subendocardial half of the ventricular wall.

Endocardial Thickness
LV endocardial thickness was greater at the inlet and apex
of the malformed hearts than in the control hearts (Table 3).

Type of Ventriculoarterial Connection

The age at death was similar between the two groups
(concordant 3 days to 34 months, median 3.0 months;
discordant 6 days to 50 months, median 2.3 months). There
was no difference when comparisons were made between
hearts with concordant and discordant ventriculoarterial
connections to address the following variables: inlet wall
thickness (P = .09 by t test), inlet length (P = .5 by t test),
transverse myocyte diameter (P = .24 by t test); IFVF (P =
.19 by Mann-Whitney test), and endocardial thickness (P =
76 by t test).

Discussion
The LV of the heart with tricuspid atresia plays a crucial
role because it functions as the only pumping chamber. Few
studies have addressed the myocardial structure of mal-
formed hearts, particularly in univentricular atrioventricular
connections.

LV Hypertrophy

In our study the LV's of the malformed hearts were dilated,
without arelative increase in the wall thickness correspond-
ing to eccentric hypertrophy, as would be expected in situ-
ations where there is predominantly volume overload.
These findings are in accordance with those described by
others® in hearts with pulmonary atresia with intact ventric-
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Figure 1. Photomicrographs of LV myocardium from child with
tricuspid atresia (original magnification %20, Masson trichrome
stain). A, Diffuse interstitial fibrosis stained in blue. B, Star-
shaped scar stained in blue.

ular septum, suggesting that the ratio of LV mass to end-
diastolic volume may be inadequate in univentricular hearts.
We did not find specimens in our material with excessive
wall thickness, as demonstrated in an autopsy series of
patients who died after the Fontan procedure® and also in a
clinical setting.’® This diversity in results is likely to be
related to the young age of death of the patients included in
our study, most younger than 1 year, and the relative paucity
of cases with discordant ventriculoarterial connection in
association with arestrictive VSD and subaortic stenosis, in
which setting conspicuous ventricular hypertrophy is more
frequent.

During the adaptive phase of elevated diastolic wall
stress in volume overloads, the ratio of wall thickness to
chamber radius remains constant as a result of proportional
growth in the transverse and longitudinal dimensions of the
myocyte. After the progression toward decompensation,
there is a disproportionate lengthening of the myocytes and
a dilated, thin-walled ventricular chamber.™* In this study
the myocyte transverse diameter in the affected hearts did
not differ from that in the control hearts. Although the
longitudinal dimension could not be obtained, it is likely

204
o
o
10
—_~ o
S o
N o
w
‘ @
o
0
[Jsubendocardial
-10 ¥} subepicardial

inlet ap;ex outlet

Figure 2. Box and whisker plots comparing IFVF in subendocar-
dial and subepicardial halves of LV wall of hearts with tricuspid
atresia in three sites analyzed. Boxes represent median, upper,
and lower quartiles. P values are .002, .01, and .09, respectively,
for comparisons in inlet, apex, and outlet of LV.
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Figure 3. Estimated probability of occurrence of fibrosis in rela-
tion to age of patients.

that these patients were in the mal adaptive phase of eccen-
tric hypertrophy before death.

Experimental data have indicated that the myocyte nu-
clear volume increases with cellular hypertrophy.*? In ad-
dition, previous studies have demonstrated that human myo-
cytes are prevalently mononucleated.®®> The myocyte
nuclear volume fraction could therefore be viewed as an
index of hypertrophy and of cell number in a given area of
the histologic section. The decreased nuclear volume frac-
tion found in hearts with tricuspid atresia relative to normal
control hearts is in agreement with a predominantly longi-
tudinal growth of the myocytes (eccentric hypertrophy).
However, we could not establish a parallel to the hypertro-
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phic process, either because one does not exist or because of
the relatively small number of cases analyzed.

Coronary Capillaries

The myocardia capillary network expands proportionally
during physiologic growth' but may be inadequate under
conditions of hemodynamic overload, increasing the poten-
tial for ischemic damage in cardiac hypertrophy. Evidence
from animal and human studies indicates that capillary
growth in pressure overload hypertrophy does not fully
compensate for the increase in ventricular mass,*® athough
limited capillary growth may occur in young patients*® and
during adaptation to a prolonged pressure overload.r” In
contrast, several experimenta studies in volume overload
models suggest that the adaptation of the myocardial cap-
illary network is proportional to the degree of hypertro-
phy.® Experimental data on the myocardial capillary supply
adaptation in response to hypoxia are controversial.™® Yet
hypoxiais considered to be an effective stimulus for growth
of endothelial cells.*® The finding of a decreased capillary
volume fraction in our cases might indicate a greater vul-
nerability of these hearts to ischemia

Extracellular Matrix

Hearts with tricuspid atresia showed a higher proportion of
fibrous tissue than normal since the first weeks of life,
showing a positive correlation with increasing age. The
multivariate logistic regression model indicated that infants
older than 3 months had an 8.3 times greater probability of
occurrence of fibrosis than had younger infants, supporting
the view that the myocardium may be inherently abnor-
mal.*°

It has been well documented that pressure overload car-
diac hypertrophy is accompanied by an increased accumu-
lation of collagen in the myocardium.'®?° Fibrosis of the
heart accompanies chronic elevationsin circulating effector
hormones of the renin-angiotensin-aldosterone system,
when heart failure or unilateral renal artery stenosisimpairs
renal perfusion.?® In contrast, most of the published exper-
imental data have indicated that interstitial collagen accu-
mulation does not change in response to induced volume
overload.??2

Much attention is currently focused on the role of apo-
ptosis in the pathogenesis of cardiac disease. Apoptosis has
been implicated in awide range of models, such asischemia
and myocardial infarction, pressure overload hypertrophy,
cardiac rejection, and dilated cardiomyopathy.? It may be a
contributing phenomenon in the pathologic remodeling in
hearts with tricuspid atresia.

The morphometric method permitted the discrimination
of the fibrous deposition across the ventricular wall. Hoyt
and colleagues’ compared the quantification of collagen in
histologic sections stained with Masson trichrome, per-

formed with a computer-assisted method similar to ours,
with those obtained from a hydroxyproline assay. The per-
centage of collagen from analysis of histologic sections
strongly correlated with the hydroxyproline level, with ex-
cellent intraobserver and interobserver concordance. Re-
sults were unaffected by variations in histochemical stain-
ing.

Our study showed a greater deposition of fibrous tissue
in the subendocardial half of the LV wall, following the
pattern found in concentric hypertrophy,?* dilated cardio-
myopathy,? and ventricular remodeling after myocardial
infarction.?® This finding is not in agreement with observa-
tions by Ho and colleagues” in hearts with tricuspid atresia.
Experimental studies of physiologic growth have demon-
strated a relatively lower capillary luminal volume in the
subendocardial layer, indicating a greater vulnerability of
this region to ischemic injury.?” In addition, the myocardial
tissue pressure and oxygen demands are greater in the
subendocardial portion of the wall. Thus the disturbance of
oxygen supply and demand may result in chronic tissue
injury and subendocardial fibrosis.

This analysis demonstrated regional variations in the
fibrous deposition, with the LV inlet and apex being more
fibrotic than the outlet in malformed hearts. This finding
could explain, at least in part, regiona ventricular wall
motion abnormalities found in patients with univentricul ar
hearts before and after stages of Fontan reconstruction.?®2°

The comparison according to the type of ventricul oarte-
rial connections did not show any significant difference in
the content of fibrous tissue. This finding is in conformity
with data published by Ho and colleagues,* possibly reflect-
ing the dominant role of the LV.

The functional consequences of collagen remodeling
have been extensively demonstrated.® It seems clear that
both systolic and diastolic properties may be affected. Clin-
ical trials with pharmacologic interventions directed toward
collagen remodeling in such malformed hearts should be
addressed in future studies.

Conclusion

On the whole, our findings in hearts with tricuspid atresia
are more likely to represent a chronically induced volume
overload in the presence of ischemia than to represent a
typical model of volume overload. Moreover, the pathol ogic
insult occurs in parallel with the expansion of cardiac mass
in a growing child. What remains to be clarified is why the
capillary network seems not to develop properly in the
presence of a strong potential stimulus for angiogenesis

(hypoxia).
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