Universidade Federal Do Rio Grande Do Sul
Faculdade De Medicina
Curso De Pos-Graduacéao em Ciéncias da Saude:

Cardiologia e Cardiovasculares

Perfil dos niveis plasmaticos de endotelina-1 em
lactentes submetidos a cirurgia cardiaca com

circulacao extracorporea

Dissertacdo de Mestrado

Aluna: Lisiane Dalle Mulle

Orientadora: Silvana Molossi

Porto Alegre, marco de 2002.



INDICE

ADTEVIATUTAS ..ttt ittt e e e e e e 3
I —IntroduGao .....ooniiii i 4
1. Introducdo a Cardiopatia Congénita  ..........eoevviviiienniennnnnnns 4
1.1 Corregao CIrliriCa ....ouviniiniiiie et eaeaen 5
1.2 Circulagdo EXtracorporea  ..........coovviiiiniiinniiianianennns 6
2. Reagao Inflamatoéria Sist€émica Pos-Circulagdao Extracorporea ....... 7
2.1 Mediadores Inflamatorios — ........cocovviiiiiiiiiiiiiiiieea 9
2.1.1 CItOCINAS oot 9
2.1.2 Mediadores de Adesdo Celular...............c.ocooiiiiiai. 11
2.2 Substancias Vasoativas — .....ioiiiiiiiiiie 14
2.2.1 OXido NIHCO  ..vvvvriieiiiiiiiieiiiiie e, 15
2.2.2 Endotelinas ..o 16
2.2.2.1 Endotelina-1 ... 17
3. Aspectos Clinicos no POs-Operatorio  ...........cocevveveiveineinnenn.n. 23
4. Racionalizacdo do Presente Estudo ...l 24
IT— HIPOtESE ottt e et e e e e 26
IIT — ODBJOHIVOS oeiitiiti et et ae e 27
IV - Referéncias Bibliograficas — ........oooiiiiiiiiiiii 28 - 38

Artigo em INGIES oo e 40 - 67



Abreviaturas

IBGE Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica
CEC circulagdo extracorpdrea

LPS lipopolissacaride

LBP proteina ligadora do LPS

TNFa fator de necrose tumoral alfa

NO oxido nitrico

IL(s) interleucina(s)

C3a complemento 3a

Cba complemento Sa

EDRF fator relaxante derivado do endotélio
EDCF fator de contracdo derivado do endotélio
cGMP 3’5’monofosfato ciclico de guanosina
ET endotelina

CAMP 3’5’monofosfato ciclico de adenosina

Nota: varias siglas foram mantidas conforme a lingua inglesa por serem assim conhecidas

universalmente.



| - Introducéao

1 - Introducdo a Cardiopatia Congénita

Estima-se que em cada mil recém-nascidos vivos, oito apresentam cardiopatia
congénita, sendo que um terco destas criangas irdo se tornar criticamente doentes durante o
primeiro ano de vida e necessitardo de tratamento cirargico (1). Dados fornecidos pelo
censo realizado no Estado do Rio Grande do Sul, a cargo do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) em 1991, revelam um total de 926 a 2000 nascidos-vivo
portadores de cardiopatia congénita (IBGE, censo 1991). Em 1996, para uma populacao de
9,6 milhdes de habitantes no nosso Estado, estima-se que aproximadamente 1000 nascidos-
vivo apresentaram cardiopatia ao nascimento (IBGE, censo 1996). A cirurgia para correcao
definitiva de cardiopatia congénita tem um impacto significativo na redug¢do da mortalidade
causada pelo defeito e nas conseqiliéncias determinadas pela propria cardiopatia no que se
refere ao desenvolvimento de outros 6rgaos e sistemas (1).

No passado, devido ao alto risco da cirurgia cardiaca, a maioria dos recém-nascidos
e lactentes criticamente doentes era submetida a um primeiro estagio terapéutico, o qual
incluia um procedimento cirurgico paliativo. Mais recentemente, as cirurgias para a
correcao definitiva da cardiopatia tornaram-se o procedimento de escolha na maior parte
das institui¢des, envolvendo os primeiros meses de vida e o periodo neonatal (2-4). As
cardiopatias congénitas mais freqiientes que necessitam de intervencao cirurgica ainda no
primeiro ano de vida sd3o: comunicagdo interventricular, comunicagdo interatrial, tetralogia
de Fallot, transposi¢ao dos grandes vasos, defeito do septo atrio-ventricular, coartagdo da

aorta (5).



1.1 - Correcdo Cirdargica

As anormalidades cognitivas e psicomotoras possivelmente desenvolvidas pelas
criangas com cardiopatia congénita estdo associadas diretamente com hipoxemia cronica,
alteragdes hemodinamicas e/ou insuficiéncia cardiaca refrataria, podendo ser reduzidas ou
eliminadas com a corre¢do definitiva precoce (6). O tratamento cirirgico da cardiopatia
previne as mudangas deletérias que ocorreriam no periodo pods-natal, permitindo
crescimento e desenvolvimento normais de areas particularmente essenciais, como o
cérebro (7).

O desenvolvimento de hipertensdo pulmonar e sua associagdo com reatividade
pulmonar aumentada s3o comuns na doenga cardiaca congénita com fluxo sangiiineo
pulmonar aumentado. O reparo cirirgico precoce das cardiopatias que apresentam esta
evolucao tem reduzido a incidéncia de doenca vascular pulmonar irreversivel. As criangas
com alteragdes vasculares pulmonares, por sua vez, apresentam uma maior morbidade no
periodo pds-operatorio, secunddria a elevagdes na resisténcia vascular pulmonar e a propria
reatividade vascular pulmonar aumentada imediatamente apds a circulagdo extracorporea
(CEC) (8). Desta forma, o impacto da corregdo precoce tende a diminuir tais efeitos
deletérios a circulagcao pulmonar, determinando o curso pds-operatorio destas criangas.

Nos ultimos anos, a cirurgia cardiaca com CEC para corre¢ao definitiva de
cardiopatia congénita em recém-nascidos e lactentes tem sido uma estratégia efetiva e
segura. Esta abordagem se tornou possivel com o desenvolvimento de técnicas adequadas,
possibilitando assim a abordagem cirurgica corretiva para pacientes de baixo peso e com

idade precoce (9,10).



1.2 - Circulacéo Extracorpdrea

O termo CEC ¢ geralmente usado para descrever uma técnica através da qual as
fungdes cardiacas e pulmonares do paciente s3o transferidas para um sistema mecanico,
sendo mantidas durante a execucdo de cirurgia cardiaca ou pulmonar (11). O suporte da
CEC para a realizagdo de cirurgia cardiaca foi inicialmente usado com sucesso no inicio da
década de 50, sendo associado com uma morbi-mortalidade bastante elevada (12).
Atualmente, com o desenvolvimento de novas técnicas e a melhora dos equipamentos
empregados, a cirurgia cardiaca com CEC tornou-se mais segura, sendo realizada
rotineiramente em pacientes pediatricos (13).

Durante a CEC, os pacientes pedidtricos sdo submetidos a varios extremos
bioldgicos: baixa pressdo de perfusdo, fluxo sangiiineo nao-pulsatil, hemodiluigdo,
hipotermia (profunda ou nao: 15 a 32°C) e extremos no pH sangiiineo (14,15). Por isso,
muitas manifestacdes clinicas e complicagdes apds a cirurgia cardiaca podem ser atribuidas
a CEC e nao ao procedimento propriamente dito (16,17). A hipotermia profunda se faz
necessaria na CEC por ocasido do uso de fluxo nao-pulsatil, além da necessidade de
reducdo na velocidade de fluxo perfusional para minimizar o retorno sangiiineo para o
coragdo e ainda, pode ser empregada em situagdes que requeiram preservagao da fungdo do
orgdo durante a cirurgia cardiaca, minimizando a isquemia tecidual através da reducdo no
metabolismo celular (15,18,19).

Mudangas fisiologicas podem ocorrer durante e apos a CEC relacionadas ao circuito
e oxigenador ndo endotelizado empregados, hipotermia dos tecidos, grau de hemodiluigao,
perfusdo nao-pulsatil, idade do paciente, viabilidade do miocéardio pré-operatdrio, tempo de
isquemia (tempo de clampeamento adrtico), tempo de parada circulatoria, tipo de anestesia

e presenga de resposta inflamatéria exagerada em criancas pequenas. Estes efeitos sdo



decorrentes da liberagdo de um grande numero de metabolitos e substdncias hormonais,
incluindo catecolaminas, cortisol, hormdnio do crescimento, prostaglandina, complemento,
citocinas, glicose, insulina, B-endorfinas e outras substancias que caracterizam a resposta

inflamatoria sistémica que ocorre durante a CEC (20,21).

2 - Reacdo Inflamatoria Sistémica Pds-Circulacdo Extracorporea

A CEC e a cirurgia cardiaca ativam a resposta inflamatoria sist€émica, a qual ¢
caracterizada por alteragdes nas fungdes cardiovascular e pulmonar. A resposta inflamatoria
sistémica pode ser iniciada ainda durante a cirurgia cardiaca por inumeros processos, tais
como o contato do sangue com a superficie ndo endotelizada do aparato da CEC, o
desenvolvimento de lesdo isquémica e de reperfusdo e a presenca de endotoxemia (19,22).
O grau e a duragdo da resposta inflamatdria também ¢ influenciado por varios fatores,
incluindo agentes farmacoldgicos usados para atenuar a resposta inflamatoria, a
composi¢do da solugdo de preenchimento do circuito (priming), o uso de pressdo pulsatil, o
uso de filtracdo mecanica, o tipo de oxigenador, o tipo de circuito da CEC e a temperatura
de perfusao (22).

Durante a CEC, tem sido observado um aumento da concentragdo plasmatica de
endotoxina, um lipopolissacaride (LPS) associado a membrana celular de microorganismos
gram-negativos (23). A reducdo no fluxo sangiiineo esplancnico tem sido observada
durante a CEC e pode estar associada com a subseqiiente transloca¢do de endotoxinas
através da parede do intestino isquémico, promovendo ativacdo da resposta inflamatoria
sistémica (24,25). A presenga de endotoxina, por sua vez, estd associada com o

desenvolvimento de acidemia, reducdo da resisténcia vascular sist€émica e depressdao da



funcdo ventricular (26). A endotoxina ¢ um potente ativador da cascata inflamatoria
sist€émica levando a produgdo de citocinas, complemento e ativacdo dos neutréfilos (27). O
mecanismo sugerido através do qual a endotoxina ativa a cascata inflamatoria envolve a
ligacdo da porcao lipidica da endotoxina a proteina ligadora do LPS (LBP), que esta
normalmente no sangue. Este complexo endotoxina-LBP ¢ mil vezes mais potente que o
LPS sozinho na inducdo da liberagdo do fator de necrose tumoral (TNF)-a pelos
macrofagos. A ligacdo do complexo endotoxina-LBP aos receptores dos macrofagos CD14

causa ativacao da proteina quinase e inicia a producao de TNF-a (28,29) (Fig 1).
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Figura 1 — Fase de indugio da sintese de citocinas. Apos o tratamento com antibidticos, a LPS ¢ liberada da
bactéria e se liga a LBP para formar o complexo LPS-LBP. Este complexo se liga a molécula CD14 na
membrana do macréfago e ativa a proteina quinase. LPS: lipopolissacaride, LBP: proteina ligadora do LPS.
Hall, Smith and Rocker. Anesth Analg 1997;85:766-782.

Uma vez iniciado o processo da resposta inflamatéria sistémica, este sera mantido
através de varios mediadores, incluindo citocinas e mediadores da adesdo celular, e

substancias vasoativas, como 60xido nitrico (NO) e endotelinas, entre outros (22,30-32).



2.1 — Mediadores Inflamatorios
2.1.1 - Citocinas

Muitas citocinas tém sido identificadas na resposta inflamatodria sistémica, tais como
o TNF-q, as interleucinas (ILs), interferon e varios fatores de crescimento.As citocinas sao
proteinas de baixo peso molecular, que lembram hormonios, geradas nos tecidos sob uma
variedade de circunstancias, agindo como mensageiras intercelulares na resposta da
ativacdo celular. Diferentemente dos hormonios, as citocinas tém efeitos biologicos
multiplos e sdo produzidas em resposta a estimulos externos. As manifestagdes clinicas
decorrentes da liberagdo de citocinas incluem febre, reducdo do nivel de consciéncia,
instabilidade hemodinamica e depressdo do miocardio. Todas estas alteragdes sdo
encontradas no pos-operatorio de uma cirurgia cardiaca com CEC. As citocinas mais
freqiientemente liberadas durante e apds a CEC sao TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8, entre outras
(33-36) (Fig 2).

O TNF-a ¢é produzido por mondcitos e fagdcitos mononucleares, sendo o mais
precoce e importante mediador liberado na resposta inflamatoria sistémica (37). Um
aumento nos niveis de TNF-a tem sido observado em associacdo com o uso de CEC,
apresentando um pico em 2 horas e, novamente, 18 a 24 horas ap6s a CEC. Os niveis de
TNF-o aumentam mais rapidamente que as outras citocinas pos-CEC, indicando seu papel

como importante desencadeador da resposta inflamatoria (38,39).
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F igura 2 — Mecanismo de ativagio da resposta inflamatdria sistémica (SIRS)
IL: interleucina, TNFa: fator de necrose tumoral o, CEC: circulagdo extracorpérea, CID: coagulacdo
intravascular disseminada. Hall, Smith and Rocker. Anesth Analg 1997;85:766-782.

A IL-1 ¢ produzida pelos mondcitos e macrofagos estimulados pelo TNF-a e pelo
complemento, na forma de suas fracdes C3a e CS5a. A IL-1 compartilha muitas
propriedades com o TNF-a, contudo um dos efeitos bioldgicos mais importantes da IL ¢ a
producao de prostaglandina E, no hipotalamo com resultante produgdo de febre, ativagao
dos neutrofilos e células endoteliais com subseqliente aumento na adesdo entre estas
células, bem como estimulacdo da produgdo de outras citocinas pro-inflamatorias como IL-
6 e IL-8 (40,41). Um aumento nos niveis de IL-1 tem sido observado apos CEC,
alcangando um pico 24 horas apds a cirurgia (42).

A IL-6 ¢ produzida pelos mondcitos, macrofagos, linfocitos, fibroblastos, células
endoteliais e células musculares lisas. A IL-6 tem um papel multifatorial, regulando a
producao de proteinas de fase aguda e promovendo a produgao de anticorpo pelos linfécitos

B ativados. Ela também age como fator competente na resposta aos fatores de crescimento
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hematopoiéticos (43). Varios estudos tém demonstrado um aumento nos niveis de IL-6 2
horas apds a cirurgia cardiaca com CEC, sendo o seu pico ao redor de 4 horas e
permanecendo elevada 24 horas apos a CEC (43,44).

A IL-8 também ¢ produzida pelos mondcitos, células endoteliais, macrofagos e
fibroblastos como resultado da sua estimulacdo pelo TNF-a, IL-1 e endotoxina. A
importancia da IL-8 na resposta inflamatoria reside no seu efeito sobre os neutrdfilos,
induzindo a quimiotaxia e ativagdo destas células. O pico da IL-8 precede ou coincide com
o pico da IL-6 (45,46). Antonelli e colaboradores observaram um aumento nos niveis
séricos de IL-8 pos-cirurgia cardiaca com CEC e uma correlagdo positiva destes niveis com

o tempo de clampeamento aortico (43).

2.1.2 - Mediadores da Adeséo Celular

O envolvimento dos neutréfilos e células endoteliais na reagdo inflamatéria ocorre
através da ativagdo destas células. Entende-se por ‘“ativagdo” a aquisicdo de uma nova
funcao pelas células que sdao estimuladas a sintetizar um numero maior de certas proteinas.
Em resposta a esta ativagdo, os neutrofilos e as células endoteliais ganham a habilidade de
aderir um ao outro através da liberagdo de proteinas receptoras, conhecidas como
ligandinas (ligands). Subseqiientemente, os neutrofilos migram através da camada de
células endoteliais, liberando toxinas que destroem as células endoteliais e os tecidos
adjacentes. Os mediadores inflamatorios humorais exercem um papel importante na
iniciacdo e manutencao destas interacdes celulares neutrofilo-endotélio (47).

Os neutrdfilos circulam como células ndo-aderentes no sangue e na linfa. Uma vez

estimulados, aderem firmemente a superficie endotelial e migram como células aderentes
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nos tecidos em dire¢do ao sitio inflamatorio, atravessando a parede do vaso. Esta migracao
de neutrofilos depende de interagdes com o endotélio e com a matriz extracelular. As
moléculas de adesdo sdo especializadas na regulagdo destas interagdes e podem ser
expressas constitutivamente na superficie celular ou podem ser induzidas por diferentes
estimulos. Devido a caracteristicas especificas de cada proteina, as moléculas de adesdo sao
agrupadas em trés grandes familias: familia das imunoglobulinas, das integrinas e das
selectinas (48-50).

O processo de adesdo pode ser dividido em trés etapas. Num primeiro momento, a
célula circulante aproxima-se da parede do vaso e rola sobre o endotélio. Numa segunda
etapa, o leucocito em contato com o vaso, sofre a acao de substancias soluveis liberadas no
local (quimiocinas) e passa a expressar moléculas ativadas que irdo determinar uma ligacao
mais intensa na superficie endotelial. S6 entdo o leucdcito ¢ capaz de migrar através do
vaso em dire¢do ao tecido (50,51). O primeiro estdgio no processo de adesdo, conhecido
como rolamento, ¢ regulado pelas citocinas (TNF-o, IL-1B) e endotoxinas; envolve a
expressdo de moléculas de adesdo conhecidas como selectinas. O segundo estdgio da
adesdo ¢ mediado por receptores de superficie expressos nos neutrofilos e células
endoteliais, pertencentes as familias das integrinas e das imunoglobulinas (52). O terceiro
estagio envolve a ligagdo firme com as células endoteliais e a sua migracao através da
barreira endotelial com a conseqliente liberacdo de enzimas intracelulares por parte dos
neutréfilos, tais como a elastase e mieloperidoxidade (22,53). Estudos recentes tém
demonstrado a ativacdo dos neutrofilos e a redugdo nos niveis séricos das moléculas de
adesdo durante e apos a cirurgia cardiaca com CEC, sugerindo que estes fatores tenham

uma contribuicdo na resposta inflamatoria sistémica pds-CEC (54,55) (Fig. 3 e Fig. 4).
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Figura 3 — A adesio dos neutréfilos € um processo de varias etapas que envolve o contato inicial entre os
neutr6filos e os membros das familias das selectinas expressas no endotélio ativado. Esta ligacdo de baixa
afinidade resulta no rolamento dos leucécitos. A medida que isto ocorre, os neutrofilos tornam-se ativados e
ocorre uma ligagdo forte entre as integrinas na superficie dos leucécitos (CD11/18) e as moléculas de adesdo
no endotélio (ICAM: molécula de adesdo intracelular). LPS: lipopolissacaride. Boyle e col. Ann Thorac Surg
1997;63:277-284.
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Figura 4 — O neutréfilo CD11a/CD18 adere a ICAM1 e ICAM2 nas células endoteliais. CD11b/CD18
também adere a ICAMI, e possivelmente aos elementos da matriz extracelular (ICAM: molécula de adesdo
intracelular). Elliot and Finn. Ann Thorac Surg 1993;56:1503-8.
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2.2 — Substancias Vasoativas

O endotélio vascular tem sido reconhecido como uma unidade funcional importante
envolvida na regulagdo do tonus muscular vascular. Esta unidade altamente metabdlica
sintetiza diversas substincias vasoativas que provocam relaxamento ou contragdo das
células musculares lisas vasculares. As células endoteliais, sob a a¢do da bradicinina e
acetilcolina, secretam fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRF) que promovem
relaxamento das células musculares lisas, sendo o NO conhecido como o maior
vasodilatador endotelial. As substincias vasoconstritoras produzidas pelas células
endoteliais s3o designadas fatores de contracdo derivados do endotélio (EDCF) e incluem;
as endotelinas, os fatores produzidos pela via da ciclooxigenase (tromboxano A,,
prostaglandina E, e anions do super6xido) e possivelmente, a angiotensina II. O NO ativa a
guanilatociclase soluvel induzindo a formacao de 3’-5’-monofosfato de guanosina ciclico
(cGMP). Nas células musculares lisas, o cGMP provoca o relaxamento, enquanto nas
células endoteliais inibe a produgdo de endotelina. Essa inibicdo manifesta-se,
particularmente, em relacdo a geracdo de endotelina estimulada pela trombina e pela
angiotensina II (56). Desta forma, o endotélio vascular modula o tonus da musculatura
vascular lisa através da liberagdo simultdnea de fatores relaxantes do endotélio (NO) e

fatores constritores do endotélio (endotelina) (Fig 5).
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Figura 5 — Geragio de Prostaciclina (PGI,), Fator de relaxante derivado do endotélio (EDRF-NO) e
Endotelina-1 (ET-1) nas células endoteliais. A estimulagdo de receptores nas células endoteliais pela
serotonina (SHT) ou pelo difosfato de adenosina (ADP) liberada pelas plaquetas, pela trombina, pela
bradicinina ou pelo estresse de contato leva a liberagdo de mediadores vasoativos. Vane e col. N Engl J Med
1990;323(1):27-36.

2.2.1 - Oxido Nitrico

O oxido nitrico ¢ sintetizado a partir da L-arginina sob a¢do da enzima 6xido nitrico
sintetase. Através da influéncia de citocinas (TNFo e IL-1B) e endotoxinas ocorre a
estimulagdo da oxido nitrico sintetase, levando a um aumento da produgdo e liberagdo de
NO. A agdo do o6xido nitrico promove o relaxamento da musculatura vascular lisa
(hipotensao), depressao miocardica (efeito inotropico negativo) e lesdo pulmonar, sendo
todos esses eventos observados apos a cirurgia cardiaca (57,58). O NO inibe a adesdo dos
neutrofilos as células endoteliais e inibe a agregagdo plaquetaria. Pode ainda, ter um papel
na lesdo de isquemia-reperfusdo (59). Foi observado um aumento na concentragao
plasmatica de NO durante e apoés a CEC, bem como niveis elevados de 6xido nitrico
sintetase nos pulmodes pos-CEC (60,61).

A liberagdo basal de NO pelas células endoteliais ocorre de forma continua, o que
mantém a vasculatura em estado basal relaxado. Uma falha na liberagdao continua de NO

pode contribuir para o desenvolvimento de hipertensao pulmonar e sist€émica (62). O NO
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tem um papel fundamental no pos-operatério de cirurgia cardiaca representado pela sua
acdo vasodilatadora pulmonar. Conseqiientemente, o uso de NO inalatério, com a
finalidade de reduzir a pressdo nas artérias pulmonares e a resisténcia vascular pulmonar,
tem representado uma estratégia terapéutica fundamental no manejo de pacientes com
hipertensdo pulmonar apos cirurgia cardiaca (63,64) e na Sindrome da Hipertensao

Pulmonar Persistente do recém-nascido (65).

2.2.2 - Endotelinas

A endotelina ¢ um peptideo vasoconstritor e vasopressor potente do endotélio
produzido pelas células endoteliais que so foi identificado por Yanagisawa e colaboradores
em 1988. Foi postulado que esta atividade vasoconstritora esteja relacionada a presenca do
ion célcio extracelular e ndo seja dependente das agdes o-adrenérgica, colinérgica,
serotonérgica ou de neurotransmissores histaminicos (66).

A endotelina ¢ um peptideo composto de 21 aminoécidos existente no ser humano
em trés isoformas: endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-3). A
endotelina ¢ produzida em uma variedade de tecidos e células, mas a expressao de suas
isoformas ¢ tecido-especifica. As células endoteliais sdo os principais sitios de geracdo da
ET-1, sendo também produzida pelo coracdo (midcitos), rins, sistema nervoso central e
células musculares lisas vasculares da aorta humana. A ET-2 ¢ produzida
predominantemente dentro dos rins e intestino, ¢ em menor quantidade no miocardio,
placenta, utero e células endoteliais. Esta molécula tem uma a¢do vasoconstritora similar
aquela da ET-1, enquanto a ET-3 apresenta reduzida agdo vasoconstritora. A ET-3 ¢

encontrada em altas concentragdes no cérebro, regulando fungdes importantes nos
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neurdnios e astrocitos, também sendo encontrada no trato gastrintestinal, pulmdes e rins,

mas nao estando presente nas células endoteliais (67-70).

2.2.2.1 - Endotelina-1

As células endoteliais sintetizam um precursor, a pré-pro-endotelina, polipeptideo
com 212 aminoacidos, que sofre clivagem proteolitica gerando uma forma intermediaria
inativa, conhecida como pré-endotelina ou big-endotelina, esta ultima ¢ composta por 38
aminodcidos que, por a¢do da enzima conversora da endotelina, da origem ao peptideo
ativo endotelina (Fig. 6). A importancia fisiologica da conversdo da pr6-ET-1 para ET-1 ¢
devido ao maior efeito vasoconstritor da ET-1, quando comparada com a pro-ET-1,
enquanto a pré-pro-ET-1, por sua vez, ndo apresenta qualquer agao vasoconstritora. A ET-1
atua em receptores especificos das células musculares lisas vasculares e ativa canais de
calcio dependentes de voltagem por meio de proteinas Gi, aumentando o influxo de célcio

extracelular. O aumento de calcio intracelular induz a contragdo da musculatura vascular

lisa (71).

Pré-pro-Endotelina-1
212 aminoacidos

1 -— | Protease Furine-like

"Big"™ Endotelina-1
{ou pro-Endotelina-1)
38 aminoacidos

Enzima conversora

l P da ET-1 humana
(ECE-1)

ERR A EDEN DT Coo |

ET-1 madura {21 aminoacidos)

Figura 6 — Representagdo esquematica da biossintese da ET-1 (endotelina-1) em seres humanos. Cesari e
col. Am Heart J 1996;132:1236-1243.
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Normalmente, os niveis circulantes de ET-1 sdo relativamente baixos, sugerindo
que em condicdes fisiologicas a ET-1 seja pouca produzida, devido a auséncia de estimulos
e/ou a presenca de mecanismos inibitdrios potentes. Sabe-se também, que a maior parte da
ET-1 ¢ liberada abluminalmente, ou seja, diretamente nas cé¢lulas musculares lisas e ndo na
luz dos vasos, atuando mais como agente pardcrino (local) do que como hormdnio
endocrino circulante (72).

A ET-1 circulante tem uma relevancia fisiopatologica bastante significativa. Foram
detectados niveis plasmaticos elevados de ET-1 em diferentes condi¢des patologicas, tais
como insuficiéncia cardiaca, aterosclerose coronariana, infarto do miocardio, angina
instavel, re-estenose pos angioplastia coronariana percutanea, sepse, hipertensdo pulmonar
cronica, hipertensdo arterial sistémica, hipertensdo pulmonar e cardiopatia congénita,
insuficiéncia renal, entre outros. Tais achados sugerem que o aumento nos niveis de ET-1
circulante possa ser um marcador da doenga (68,73-77).

A remocgdo da ET-1 da circulagdo ¢ muito rapida. Em estudo experimental, apos
uma inje¢do intravenosa do peptideo radio-iodinado em um rato, a meia-vida biologica foi
de aproximadamente uma hora (78). A remogado da ET-1 pode ser influenciada por doenga
renal com aumento da meia-vida biologica e dos niveis plasmaticos da mesma. Foi
observado que durante a insuficiéncia renal cronica em humanos ocorre elevagdo nos niveis
plasmaticos de ET-1 sem nenhuma modificacao na concentragdo do seu precursor pro-ET-1
(79).

Os efeitos biologicos da ET-1 sdo mediados por receptores especificos. Sao
descritos trés tipos de receptores para as endotelinas: ET-A, ET-B e ET-C. Os receptores
ET-A estdo predominantemente nas células musculares lisas, ligam-se preferencialmente a

ET-1 e sdo responsaveis pela potente vasoconstricao. Os receptores ET-B encontram-se nas
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células endoteliais e apresentam afinidades similares a trés isoformas de endotelina. A
ativacdo dos receptores ET-B induz a liberagdo de NO e prostaciclina e explica a
vasodilatacdo transitoria causada pela aplicacdo intraluminal de endotelina. Ambos
receptores, ET-A e ET-B, expressam-se em outros tecidos, como pulmdes, coracao,
cérebro, rins e glandulas adrenais (71). O ET-C est4 presente nas células de varios tecidos
de animais, porém nao em tecido humano. Este receptor € especifico para a ET-3 (69).

A expressao dos receptores das endotelinas € regulada por diversos fatores. Hipdxia
e ciclosporina estimulam a produg¢do de ET-1 nas células endoteliais, bem como a
expressdo dos receptores ET-A nas células musculares lisas vasculares. Os fatores de
crescimento epidermal, fator de crescimento do fibroblasto, 3’-5’-monofosfato de
adenosina ciclico (cAMP) e estrogenos regulam os receptores ET-A em alguns tecidos,
aumentando a sua expressao. O hormoénio natriurético tipo C, a angiotensina II, o fator de
crescimento dos fibroblastos também estimulam a expressdao dos receptores ET-B.
Diferentemente, a angiotensina II e o fator de crescimento derivado das plaquetas reduzem
a expressao dos receptores ET-A, sendo que o cAMP ¢ catecolaminas apresentam a mesma
agao nos receptores ET-B (67).

A estratégia para bloquear os efeitos da ET-1 pode ser realizada através da inibi¢ao
da sua enzima conversora, que converte big-ET-1 em ET-1, ou através do bloqueio dos seus
receptores, evitando assim a agdo da ET-1. Desta forma, os chamados antagonistas da ET-1
inibem a sua enzima conversora ¢ bloqueiam os receptores ET-A ou ET-A e ET-B
simultaneamente. Os antagonistas dos receptores ET-A inibem a vasoconstri¢do induzida
pela ET-1 e podem constituir uma nova classe de farmacos cardiovasculares no tratamento

da insuficiéncia cardiaca, por exemplo. Em humanos, a inibicao seletiva do receptor ET-A,
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bem como a inibi¢do da enzima conversora da ET-1, podem contribuir para a vasodilatagao
sist€émica nos pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva (69,80).

Varios fatores sdo capazes de estimular a liberacdo da ET-1 e incluem estresse da
bainha da parede do vaso, hipoxia, endotoxina, TNF-q, interferon, adrenalina, angiotensina,
trombina, plaquetas ativadas, lipoproteina, radicais livre, ciclosporina e alguns
prostanoides. Por outro lado, a producao de ET-1 pode ser inibida por alguns agentes como
NO derivado do endotélio, peptideo natriurético, heparina e prostaglandina, através do
aumento nos niveis circulantes de cGMP. A liberacdo da ET-1 local pode ser esperada
durante qualquer resposta inflamatoria (69,81).

A ET-1 exerce uma grande variedade de efeitos bioldgicos em diferentes tecidos. Os
efeitos hemodinamicos sdo caracterizados por vasodilatagdo e hipotensdo seguida de
vasoconstri¢do potente e conseqliente efeito pressor sustentado. Esse efeito depressor tem
sido atribuido a liberagdo endotelial de NO e prostaciclina, via ativacao dos receptores ET-
B. Ja o efeito vasopressor ocorre via ativagdo dos receptores ET-A. A ET-1 exerce efeito
inotropico positivo potente. Como o bloqueio dos receptores alfa e beta-adrenérgicos,
histaminicos e serotoninérgicos ndo inibem a agdo da endotelina, sugere-se que a ET-1
possa atuar diretamente nos miocitos. A ET-1 ainda ¢ responsavel pela atividade
cronotrdpica positiva. Os niveis plasmaticos de ET-1 encontram-se aumentados em
pacientes com choque cardiogénico, infarto agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca e
hipertensdo pulmonar. A ET-1 aumenta a resisténcia vascular renal, reduz acentuadamente
o fluxo plasmatico renal e diminui o volume urinario o que causa redugdo na reabsorgao
tubular de sodio. Além disso, parece constituir em um importante mediador da
hipoperfusdo e hipofiltragdo na injuria renal pos-isquémica. A ET-1 exerce ainda efeitos

neuroendocrinos: aumento dos niveis plasmaticos do fator natriurético atrial, das



21

catecolaminas, da renina e da aldosterona, também estimulando a produgdao de NO,
prostaciclina, prostaglandina E, e tromboxano A,. Acredita-se que a sintese aumentada da
prostaglandina E, e prostaciclina pelas células-alvo constituam um mecanismo de
retroalimentagdo negativo para modular a contragdo da musculatura lisa pelas endotelinas
(62,82-85).

O efeito cardiovascular endogeno da ET-1 ¢ modulado por um balango entre os
efeitos dos receptores ET-A e ET-B. A ativagdo dos receptores ET-A no musculo vascular
liso induz a vasoconstricio e tende a aumentar a pressdo sangiiinea, enquanto que a
ativagdo do endotélio e dos receptores ET-B renais causam vasodilatagdo, efeito este
atribuido a liberacao de prostaciclina e NO, e natriurese, que tende a diminuir a pressao
sangiiinea (75,86). Kojima e colaboradores observaram que os niveis de ET-1
encontravam-se marcadamente elevados durante os primeiros dias de vida, como também
estavam elevados os niveis do fator natriurético atrial, sugerindo que a ET-1 enddgena
possa agir no sistema renina-angiotensina para regular o tonus vascular e pressdo sangiiinea
durante a vida pos-natal (87). A acdo vasoconstritora da ET-1 foi comparada com a acdo da
adrenalina na ressuscitacdo cardiorespiratoria em estudo experimental com suinos. Neste
estudo, Hilwig e colaboradores observaram que a administragdo de ET-1 associada com
adrenalina piorava a evolugdo pos-ressuscitacao, em fungdo da intensa vasoconstricdo que a
endotelina determina nos tecidos (82).

A hipertensao pulmonar ¢ uma importante causa de morbi-mortalidade apos cirurgia
cardiaca para correcdo de cardiopatia congénita (88). Varios estudos t€ém observado uma
grande producao de citocinas e ET-1 pos-cirurgia cardiaca com CEC e sua associagdo com
lesao pulmonar (89). A ET-1 tem um papel na fisiopatologia da hipertensao pulmonar pds-

circulacdo extracorporea que cursa com reatividade vascular pulmonar aumentada (90-92).
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Antoneli e colaboradores ndo detectaram niveis elevados de ET-1 em lavado
broncoalveolar de pacientes submetidos a cirurgia de revascularizagdo do miocéardio. No
entanto, estes autores observaram que os niveis mais elevados de ET-1 no leito vascular
pulmonar se correlacionavam com o aumento da resisténcia vascular pulmonar, sugerindo
que a CEC possa induzir a sintese e secre¢do de ET-1 pelas células endoteliais com
conseqiiente vasoconstri¢gao pulmonar transitoria (93,94).

Apds a CEC ocorre um aumento nos niveis séricos de ET-1 com pico entre 3 a 6
horas apds a CEC, sendo que os pacientes que apresentam fluxo sangiiineo pulmonar
aumentado possuem niveis mais elevados do que os pacientes com fluxo normal (95,96). A
resposta circulatdria pulmonar a CEC com hipotermia ¢ dependente do estado pré-existente
na circulagdo. Em estudo experimental com ovelhas pequenas com hipertensao pulmonar, o
uso endovenoso de um antagonista nao seletivo do receptor da ET-1 (PD145065) bloqueou
completamente o aumento da resisténcia vascular pulmonar e o aumento na pressao arterial
pulmonar p6s-CEC com hipotermia. Outro efeito observado foi o bloqueio da resposta
vasoconstritora a hipoxia alveolar aguda apos a CEC, sugerindo que a ET-1 tenha um papel
no aumento da reatividade vascular pulmonar associada com hipertensao pulmonar pos-
CEC (90). O uso de bloqueadores da enzima conversora da endotelina durante a CEC com
parada circulatdria hipotérmica diminui a resposta hipertensiva pulmonar, sugerindo que a
endotelina age primariamente como um vasoconstritor pulmonar (97). Bosentan, um
antagonista dos receptores da endotelina, pode prevenir a hipertensdo pulmonar aguda pos-
CEC, com maior efeito na reducdo da resisténcia vascular pulmonar ¢ menor efeito na
reducdo da resisténcia vascular sistémica, enfatizando a seletividade do bosentan no leito
vascular pulmonar (98). Chang e colaboradores também demonstraram que os niveis

plasmaticos de ET-1 e a pressdo na artéria pulmonar estdo sincronicamente elevados nos
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pacientes com doenca cardiaca valvular, de acordo com a severidade da hipertensdo
pulmonar. Estes autores sugeriram duas possiveis explicagdes para os niveis plasmaticos
elevados de ET-1 na hipertensao pulmonar: 1- causada por um aumento na taxa metabolica
das células endoteliais na circulagdo pulmonar, e 2- causada pela estase no fluxo da

circula¢ao pulmonar decorrente de hipertensao venosa pulmonar (99).

3 — Aspectos Clinicos do Periodo P6s-Operatorio

A cardiopatia congénita com shunt esquerda-direita estd freqlientemente associada
com hipertensdo pulmonar que desencadeia anormalidades funcionais e estruturais
progressivas no leito vascular pulmonar. A CEC com parada circulatoria hipotérmica
profunda freqlientemente resulta em aumento da resisténcia vascular pulmonar,
particularmente em lactentes e criangas. O aumento na resisténcia vascular pulmonar ¢ uma
causa consideravel de morbi-mortalidade em pacientes com fun¢do ventricular direita
inadequada. A CEC com parada circulatoria hipotérmica resulta em lesdo ou ativacao das
células endoteliais, ou ambos, o que leva a alteracdo no equilibrio entre vasodilatadores e
vasoconstritores derivados do endotélio (93).

A cardiopatia congénita que apresenta fluxo sangiiineo pulmonar aumentado resulta,
com freqiiéncia, na elevagdo da resisténcia vascular pulmonar e da pressdo na artéria
pulmonar, derivadas de alteracdes estruturais na camada intima e da muscularizagdo
excessiva dos pequenos vasos pulmonares. O aumento abrupto na resisténcia vascular
pulmonar no periodo pos-operatdrio do reparo cirtrgico destes defeitos determina elevacao
da pos-carga ventricular direita, podendo comprometer significativamente o débito

cardiaco. Estas mudangas podem se manifestar como uma crise hipertensiva que ameace a
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vida, causando insuficiéncia cardiaca direita aguda e aumento dramatico na resisténcia da
via aérea (96).

A hipertensdo pulmonar aguda e a elevada resisténcia vascular pulmonar, associada
a cirurgia cardiaca com CEC, representam potencialmente uma das maiores causas de
morbi-mortalidade no periodo pds-operatorio (63). Assim, o desencadeamento de uma
resposta inflamatoria sist€émica disseminada durante o periodo trans-operatorio com uso de
CEC traduzir-se-4, invariavelmente, nos aspectos clinicos observados no periodo pos-
operatorio. Tais efeitos irdo, por conseqiiéncia, influenciar na evolucdo final destas

criangas.

4 — Racionalizagdo do Presente Estudo

Na literatura, ja esta claramente estabelecido que a cirurgia cardiaca com CEC
desencadeia uma resposta inflamatdria sist€émica generalizada com a liberacao de varios
mediadores inflamatorios (22). Entretanto, o papel da ET-1 na circulagdo sistémica e
pulmonar ainda nao estd bem claro e necessita ser elucidado. Assim como, a relagdo direta
da ET-1 na patogénese da hipertensdo pulmonar durante o pds-operatorio de cirurgia
cardiaca em lactentes. E de crucial importancia esclarecer qual é o perfil da ET-1 e as
conseqiiéncias da sua liberag@o neste periodo, especialmente nos lactentes. Correlacionando
a ET-1 com o comportamento hemodindmico e com o funcionamento dos multiplos 6rgaos
e sistemas no pés-operatorio imediato.

Embora varios autores tenham investigado a presenga de ET-1 circulante em
criangas apo6s cirurgia cardiaca com CEC (93-96), nenhum trabalho apresenta um grupo

homogéneo de idade e, particularmente, relacionando a presenga deste mediador com o
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desfecho. Além disso, permanece escassa a quantidade de informagdes descrevendo a

correlagdo entre a ET-1 e os indicadores clinicos de prognostico.
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Il — Hipotese

Os niveis plasmaticos de ET-1 encontram-se aumentados em lactentes submetidos a
cirurgia cardiaca com CEC para correcdo de defeitos congénitos e se correlacionam com

seu desfecho clinico.



27

11 — Objetivos

Geral
Determinar o perfil dos niveis plasmaticos de ET-1 no pds-operatério cardiaco de

lactentes submetidos a cirurgia cardiaca com CEC para corre¢ao de defeitos congénitos.

Especificos

1. Determinar a associacdo entre niveis plasmaticos de ET-1 e os determinantes
clinicos (variaveis hemodinamicas, lactato plasmatico e ocorréncia de disfungdo de
multiplos érgaos e sistemas).

2. Determinar a associacdo entre niveis plasmaticos de ET-1 e o desfecho
clinico dos pacientes.

3. Comparar os niveis plasmaticos de ET-1 entre os pacientes ciandticos € 0s

nao-cianoticos antes e apds cirurgia cardiaca com CEC.
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Abstract

Objective: The use of cardiopulmonary bypass (CPB) elicits an immune-inflammatory
cascade, including the release of endothelin-1 (ET-1). The objective of this study was to
determine ET-1 levels in infants undergoing cardiac surgery with CPB and correlate them
with outcome (discharge or death).

Design: Prospective, observational case study.

Setting: University hospital, tertiary care referral center.

Patients: Thirty-two patients between 1 month and one year of age, admitted to the
pediatric cardiac intensive care unit (PICU) following cardiac surgery with CPB. Nine
patients had cyanotic heart disease.

Interventions: Blood samples were collected from an arterial line at six different time
points (TP): 1- induction of anesthesia (baseline), 2- 15 minutes after beginning of CPB, 3-
15 minutes after weaning off CPB, 4- at arrival in PICU, 5- 6 hours after arrival in PICU, 6-
24 hours post-operatively. Endothelin-1 was measured using ELISA after being extracted
from stored, frozen plasma. Serum lactate was also measured at all TP.

Measurements and Main Results: Levels of ET-1 were increased in all patients at baseline
and further enhanced after CPB, being highest at TP 5 (p<0.001), and correlated with non-
survival (p=0.002). Levels remained elevated 24 hours post-operatively. There was also an
association between ET-1 and the development of multi-organ system failure (p=0.016). A
statistical trend was seen when levels in cyanotic and acyanotic patients were analyzed,
being ET-1 higher in the latter group (p=0.08). Furthermore, a positive correlation was
observed between ET-1 and lactate levels at TP 6 (r=0.79, p<0.05), and also between ET-1
and pulmonary artery pressure (PAP) at TP 4 (r=0.64, p<0.05).

Conclusions: ET-1 levels are increased in infants with congenital heart defects, there is a
further increase following CPB, and they are predictive of adverse outcome. Higher levels
correlate with increased lactate levels, PAP and, importantly, non-survival in the post-

operative period.
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Introduction

Pediatric cardiac surgery has developed into an effective and safe therapeutic
strategy to correct congenital heart defects in newborns and small infants. This is probably
related to several factors, including the development of safe cardiopulmonary bypass
(CPB), even in very low weight patients. Nevertheless, the use of extracorporeal
circulation elicits an immune-inflammatory reaction that affects all organs and systems (1,
2). A cascade of events follows, leading to activation of leukocytes and endothelial cells
and subsequent release of several inflammatory mediators, including cytokines, reactive
oxygen species, adhesion molecules, thrombin, eicosanoids and endothelin (ET)-1 (3-6).

Endothelin-1 is the prototype of a family of peptides, consisting of a sequence of21-
aminoacids in its biologically active form and known to be a very powerful vasoconstrictor
(7). Formerly believed to be synthesized exclusively by endothelial cells, ET-1 is now
known to be released from different cell types, including cardiac myocytes (8). Primarily,
it has a function of inducing potent vasoconstrictor effect when bound to ET4 receptors. It
also has mitogenic effects on smooth muscle cells (7, 9).

Increased ET-1 levels have been linked to ischemic heart disease, heart failure,
pulmonary hypertension, liver and kidney ischemic-reperfusion injury, and septic shock
(10-13). In all cases, elevated ET-1 levels appear to be associated with poor outcome.
Cardiopulmonary bypass induces the release of ET-1 and increased levels are seen
following cardiac surgery (14, 15). Various studies have also demonstrated increased ET-1
concentrations in plasma of children with congenital heart disease associated with increased
pulmonary blood flow and frequently elevated pulmonary artery pressure and resistance
(16-18). Furthermore, the interplay between ET-1 and nitric oxide (NO) have been a
subject of study by several authors, specifically addressing the possible imbalance in the
concentrations of these two vascular mediators as the source of altered vascular tonus (17,
19).

Thus, in the present study, we intended to further unravel the role of ET-1 in infants
undergoing heart surgery with CPB for correction of congenital heart defects. Our primary
objective was to determine ET-1 levels in the immediate post-operative period and their
potential association with outcome. Secondly, to compare ET-1 levels in cyanotic and

acyanotic patients.
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Materials and Methods
Study population

Patients admitted to the Cardiology Division at Complexo Hospitalar Santa Casa
between one month and one year of age, submitted to cardiac surgery with CPB for
correction of congenital heart defects, were enrolled in a prospective, observational study
during the period of June 1998 and April 1999. Exclusion criteria included patients whose
initial proposed surgery was not performed, those who deceased during surgery, and those
whose informed consent was not obtained. A total of 32 patients were enrolled in the
study. The study protocol was previously approved by the Ethics and Research Committee
of Complexo Hospitalar Santa Casa and Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Surgical management

Anesthesia was induced with Fentanyl (10 pg/kg), Midazolan (100-200 pg/kg), and
Pancuronium (0.08 mg/kg). Maintenance was done with the same drugs as needed, using
Fentanyl and Midazolan in continuous IV infusion. Hydrocortisone (10 mg/kg) was
administered at induction of anesthesia and at the beginning of CPB. Conventional CPB
was used with one episode of aortic cross-clamping and a single dose of cardioplegia.
After heparin (5Smg/kg) was given, extracorporeal circulation was instituted at a perfusion
flow rate of 2.4 L/m*minute with moderate to deep hypothermia (28°C and 18°C,
respectively). Aortic cross-clamp was performed followed by infusion of cold blood
cardioplegic solution. The CPB equipment consisted of a nonpulsatile roller pump,
Lucchese® (Braile Biomedica, Sdo Paulo, SP, Brasil) 0.25 or 0.50 membrane oxygenator
and a Braile® venous cardiotomy reservoir (Braile Biomedica, Sdo Paulo, SP, Brasil).
During CPB, the patient’s hematocrit level was kept between 19% and 26%. Sodium
nitroprusside was infused during the cooling period and discontinued in the rewarming
period, when the patient’s temperature reached 36°C. During and after the operation, all
patients were given packed red blood cells and crystalloid or colloid solution to supplement
circulating blood volume. Patients were weaned off bypass and a dopamine solution was

initiated at a continuous infusion rate of 5 pg/kg/min. Cefazolin (40 mg/kg) was given as
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antibiotic prophylaxis unless the patient was in use of therapeutic antibiotics for any other

reason.

Blood sampling

Blood samples were collected from the arterial line placed in all patients at six
different time points (TP): 1) during induction of anesthesia (baseline); 2) 15 minutes after
beginning of CPB; 3) 15 minutes after weaning off CPB; 4) at arrival in PICU; 5) 6 hours
after arrival in PICU; 6) 24 hours post-operatively. A total of 2 ml of blood was withdrawn
at every time point in ethylene diamine tetracetic acid (EDTA) containing vials. The
samples were immediately centrifuged and the plasma collected and stored at —20°C until

posterior blinded analysis.

Plasma ET-1 and ELISA assay

Endothelin-1 was initially extracted from stored plasma using acid-ethanol
technique (18). ELISA assays were run simultaneously, with samples in duplicate to
minimize inter-assay variability. A commercially available ELISA assay for ET-1 was
used, with the lower detection limit being a mean of 0.6 pg/ml (0.3 — 0.9 pg/ml) (R&D
Systems, Minneapolis, MN).

Variables analyzed

Variables analyzed in all patients were: age, weight, type of congenital heart defect,
CPB and aortic cross clamp time, cooling temperature, use of vasoactive drugs (inotropes,
vasodilators), serum lactate levels, development of multiple organ system failure (MOSF),
hemodynamic data (mean blood pressure - MBP, central venous pressure - CVP, left atrial
pressure - LAP, pulmonary artery pressure - PAP, heart rate - HR, oxygen saturation -
Ossat), ET-1 levels, and outcome. Multiorgan system failure was defined as failure of two
or more organs or systems, such as cardiovascular, respiratory, renal, gastrointestinal,

neurological, hematological (as described previously elsewhere) (20).
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Statistical analysis

Results are presented as mean = SD for variables with normal distribution. The
Student’s t test was used to compare quantitative variables between two groups, and the chi
square test was applied to compare categorical variables. Analysis of variance (ANOVA)
was used to study repeated measures and Pearson’s r correlation to study the association
between ET-1 levels and other variables. An alpha of 0.05 was considered significant for
all variables studied. Data were processed and analyzed using the program Statistics

Package for Social Science (SPSS) 8.0.

Results
Patient demographics and clinical characteristics

Thirty-two infants submitted to cardiac surgery with CPB for correction of
congenital heart defects were studied. Nineteen (60%) patients were male. The mean age
was 5.842.8 months and the mean weight was 5.2+1.8 Kg. Twenty-three (72%) patients
were acyanotic and 9 (28 %) patients were cyanotic. The different diagnoses in both groups
are listed in Table 1. Table 2 displays patients’ demographics, type of surgery, outcome and
lactate levels individually.

The mean CPB time was 92.7+35.3 minutes, the mean aortic cross-clamp time was
56.5+25.1 minutes, and the mean cooling temperature was 27.0£3.0 °C. All patients used
dopamine. In 14 (44%) patients, milrinone was added to dopamine. In 13 (40%) patients, a
third vasoactive drug (either an inotrope — adrenaline, isoprenaline; or a vasodilator —
nitroprusside, nitroglycerine) was added to dopamine and milrinone. In only 5 (15%)
patients was dopamine used as a sole vasoactive drug. Hemodynamic variables are
displayed in Table 3.

Nine (28%) patients developed MOSF. From the total of 32 patients, 27 (85%)
were discharged home and 5 (15%) died in the post-operative period. Two patients died
within 48 hours post-operatively: one following TOF repair (11 mo, 8.9 Kg) from
intractable arrhythmia (junctional ectopic tachycardia) leading to RV failure, and another
following AVSD repair (2 mo, 2.4 Kg) from pulmonary hypertension leading to low
cardiac output syndrome and MSOF. Two patients died following AVSD repair: one (2



46

mo, 4.5 Kg) 23 days post-operatively and another (4 mo, 2.3 Kg) 34 days post-operatively
due to pulmonary hypertension leading to persistent low cardiac output an development of
MOSF. Both patients were ventilated for two weeks prior to repair due to intractable heart
failure with pulmonary hypertension crisis (episodes with sudden drop in oxygen saturation
associated with systemic hypotension that reverted with sedation and hyperventilation). The
fifth patient (5 mo, 4 Kg, with Goldenhar syndrome, right renal agenesis and cleft
lip/palate) required surgical re-intervention within two weeks post-operatively for atrial
patch (superior vena cava syndrome) and left atrioventricular valve (significant
insufficiency following primary repair) revision, eventually dying 25 days post-operatively
also from persistent low cardiac output, associated with periods of decreased oxygen

saturation requiring increase in ventilatory support and development of MOSF.

Plasma levels of ET-1

The mean ET-1 levels at the different time points are listed in Table 4. These levels
were increased in all patients at baseline and further enhanced after CPB, peaking at 6
hours after arrival in PICU (TP 5), with persistent elevation at 24 hours post-operatively
(TP 6) (p<0.001) (Fig. 1).

Considering serum lactate levels and plasma concentrations of ET-1, there was no
correlation at baseline (TP 1), at arrival in PICU (TP 4) or at 6 hours after arrival in PICU
(TP 5). However, there was a strong positive correlation between ET-1 and lactate 24
hours post-operatively (TP 6) (=0.79, p<0.001) (Fig. 2). Likewise, a positive association
was observed between higher ET-1 levels and the development of MOSF (p=0.016).

Analyzing ET-1 levels and hemodynamic variables, a strong positive correlation
was demonstrated between ET-1 levels and PAP at arrival in PICU (TP 4) (r=0.64, p<0.05)
(Fig. 3A). On the contrary, a negative correlation was observed between ET-1 levels and
LAP 15 minutes after coming off bypass (TP 3) (r=-0.69, p<0.05) (Fig. 3B). As well, a
negative correlation was seen when ET-1 levels were analyzed with Ossat at 24 hours post-
operatively (TP 6) (r=-0.44, p<0.05) (Fig. 3C).

Evaluating ET-1 and outcome using ANOVA, a statistically significant association
between higher ET-1 levels and non-survival (p=0.002) was observed in this study.
Analyzing the TP individually, the difference was notable in TP 4, 5, and 6 (Fig. 4). When
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considering ET-1 levels and the use of vasoactive drugs, the data seemed to relate higher
levels with patients who needed dopamine, milrinone and a third drug (specified earlier).

Nevertheless, this association did not reach statistical significance (p=0.14).

Variables profile in cyanotic and acyanotic patients

A separate analysis was done comparing acyanotic (n=23) and cyanotic (n=9)
patients. There was no statistically significant difference in ET-1 levels in acyanotic and
cyanotic patients at any TP, although a trend could be detected (p=0.08) (Fig. 5).

There was also no difference in bypass and aortic cross-clamp time and cooling
temperature between acyanotic and cyanotic patients, neither in the outcome of patients in
both groups (p=0.66). The only statistically significant difference observed between both
groups was related to weight. Acyanotic patients had a much lower weight compared to

cyanotic patients (p=0.001) (Table 5).

Discussion

Although extensive research has been done in the last few years, much remains to
be determined on the role of ET-1 and its effects on different systems (21-24). Several
investigators have suggested a role for ET-1 in the pathophysiology of pulmonary
hypertension; albeit the specific action is difficult to be defined since a variety of different
factors alter the vascular structure and response in the lungs (22, 25, 26). Adatia and
Haworth (27), for example, did not find an elevation of ET-1 in children with augmented
pulmonary blood flow, nor increased excretion of ET-1 in older patients with irreversible
pulmonary vascular disease, whereas others had contradictory findings (28, 29).

The data in the current study, taken together, suggest that determination of ET-1
levels in infants submitted to cardiac surgery with CPB may be of value in predicting an
adverse outcome in the post-operative period. Moreover, these levels might point out

potential complications that further compromise the recovery of these children.



48

Endothelin-1 levels following cardiac surgery

Several studies have demonstrated an increase in ET-1 following cardiac surgery
with CPB (8, 14, 30, 31). In children, specifically, levels of ET-1 have been shown to be
elevated in patients with increased pulmonary blood flow and pulmonary hypertension (28,
29). Our data support these findings, since ET-1 levels begin to increase after weaning off
CPB, peaking at 6 hours post-operatively, and remaining elevated at 24 hours. The group
of patients in this study consisted of infants, therefore a more homogeneous sample than
patients previously studied, avoiding conflicting factors such as the neonate with high
variability of response in the pulmonary circulation, and older children that may present a
less reactive pulmonary vascular bed compared to infants. Moreover, even patients with
low pulmonary blood flow (tetralogy of Fallot patients) showed elevation of ET-1 post-
CPB, although levels were lower than those observed in patients with elevated pulmonary
blood flow (acyanotic patients). Hiramatsu et al. (32) showed increased ET-1 levels post-
operatively in patients undergoing Fontan procedure, thus cyanotic patients with low
pulmonary blood flow and pulmonary artery pressure, which correlated with increased
pulmonary vascular resistance and coincided with lower levels of adrenomedullin, a potent
vasodilator peptide.

Another question continues to puzzle investigators: What could it be the origin of
ET-1 in these patients? Chang and co-workers (33) showed synchronously elevated plasma
ET-1 levels and pulmonary artery pressure in patients with valvular heart disease, and the
magnitude of increase in ET-1 levels correlated with the severity of pulmonary
hypertension. Both features decreased their measurements soon after surgical correction of
the diseased valve in the heart. These authors suggested two explanations for the elevated
plasma ET-1 level: 1- caused by an increase in the metabolic rate of endothelial cells in the
pulmonary circulation; and 2- caused by flow stasis in the pulmonary circulation after

pulmonary venous hypertension.

Clinical relevance of endothelin-1 and pulmonary hypertension
It remains controversial the actual significance of increased levels of ET-1 and the
presence of pulmonary hypertension in children following CPB. Komai and colleagues

(28) suggested a predisposition to pulmonary vascular liability and pulmonary hypertensive
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crisis in these patients in the post-operative period. We observed, in this study, a positive
correlation between ET-1 levels and mean pulmonary artery pressure in patients at arrival
in the PICU, and a negative correlation between oxygen saturation and ET-1 levels 24
hours post-operatively. Furthermore, from the five deaths that occurred in this subset of
patients, three of them were related to the presence of pulmonary hypertension and they
presented high levels of ET-1. Contrarily, Knothe et al. (30) did not find a correlation
between high ET-1 levels and increased pulmonary artery pressure in adults in the ICU
after surgery with CPB, though these patients with pulmonary hypertension pre-operatively
correlated with increased ET-1 levels measured at the beginning and after CPB. Our
patients were not submitted to cardiac catheterization before surgery, since no clinical
indication existed. Thus, we did not have pre-operative pulmonary artery pressure values to
compare to the post-operative period. However, some patients did have clinical
presentation of pulmonary hypertension crisis even pre-operatively. Patients in the
acyanotic group presented with unrestricted lesions allowing similar ventricular pressures
in the right and left sides, as judged by echocardiography, except one patient with ASD and
another with mitral valve stenosis. In the latter, pulmonary venous hypertension was likely
to be present as judged by the clinical findings of heart failure. The negative correlation
observed between ET-1 levels and left atrial pressure 15 minutes after CPB might be
related to a transient vasodilatory effect in the systemic vasculature, but such finding did
not persist thereafter. No other specific correlation could be established between ET-1
levels and other hemodynamic variables studied.

Many questions regarding the behavior and specific effects of ET-1 related to
pulmonary blood flow, pressure and resistance also remain unanswered. Vincent et al.
(18), evaluating a cohort of patients during cardiac catheterization that were classified
based on the presence or absence of increased pulmonary blood flow, observed increased
ET-1 levels in the first group but not necessarily related to increased pulmonary pressure.
However, Hiramatsu and co-workers (32) showed increased levels in patients following a
Fontan procedure, reflecting a group of patients with low pulmonary blood flow and
pressure. In the present study, comparing the ET-1 data in acyanotic and cyanotic patients,
the latter displayed lower values specifically during the first 24 hours post-operatively,

showing a trend but not a significant difference statistically, perhaps related to a smaller
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number of patients in the cyanotic group. Bando and colleagues (17) studied a group of
patients, also following cardiac surgery for congenital heart defects, and suggested different
pathophysiologic explanations for increased pulmonary pressure in high flow/high pressure
patients, including high levels of ET-1, inadequate NO production, and/or impaired

responses to NO.

Endothelin-1 and inflammation

The inflammatory role that ET-1 appears to have in different clinical scenarios
continues to be intriguing, since this peptide is known to have mitogenic properties and
interact with other inflammatory mediators (7, 10, 12, 34). In this study, a significant
association was achieved comparing ET-1 levels and development of MOSF. Furthermore,
three of the five patients who eventually died developed MOSF associated with persistent
low output syndrome and/or pulmonary hypertension. Similarly, a strong positive
correlation was observed analyzing ET-1 levels and lactate levels 24 hours post-
operatively. Our group and others have demonstrated high lactate values related to poor
outcome in infants following congenital heart surgery (35-38). It is conceivable to suspect
that not only can the pulmonary vasculature be affected by ET-1, but also this peptide may
have broader effects in other systems contributing to unleashed inflammatory cascade and
leading to poor clinical outcome in such patients. McGowan Jr et al. (39) have
demonstrated elevated ET-1 levels in neonates following arterial switch repair for
transposition of the great arteries. Also, by isolating blood-perfused neonatal pig hearts,
these authors showed vasoconstrictor effects in coronary arteries due to both ET-1 and ET-
1 associated with norepinephrine, which were counteracted by nitroglycerine. These
findings suggested ET-1 as a factor inducing coronary vasoconstriction following CPB in
patients undergoing arterial switch operations, and the potential benefit for the use of
nitroglycerine in the post-operative period.

Plotting the data on ET-1 values with outcome, a significant association between
higher levels of ET-1 and non-survival was appreciated. To our knowledge, this is the first
time increased circulating ET-1 has been linked to outcome in children following cardiac
surgery for congenital heart defects. While the exact mechanism by which ET-1 might

have contributed to this finding has not been elucidated, and this constitutes a limitation in
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our study, the knowledge of the data presented may enlighten possible venues for future
investigations. The importance of that being related to disclosure of better ways to treat our
patients and, perhaps, avoid untoward interactions translated into clinical syndromes.
Clearly, ET-1 has a biological role in these patients with increased circulating levels.
Gianessi and co-workers (40) demonstrated high density of endothelin binding sites
(receptors) in the hearts of infants and children. Bando et al. (41) published interesting data
regarding the use of modified (dilutional) ultrafiltration following cardiac surgery in
children and its effect on removing ET-1 from the circulating blood volume, consequently
decreasing the pulmonary/systemic pressure ratio post-operatively and representing a
possible adjunct to prevent pulmonary hypertension after cardiac surgery. Experimental
studies have been addressing the use of endothelin receptor blockers or antagonists to
minimize ET-1 vasoconstrictor and/or inflammatory effects and this may be, in the near
future, another tool available to decrease the effects of ischemia/reperfusion injury, to treat
heart failure, and to manipulate the pulmonary vascular reactivity in the post-operative

period of children with congenital heart defects (42-44).

Limitations of the present study

The limited number of patients bearing cyanotic lesions may have prevented
statistical power to determine a difference in ET-1 behavior compared to acyanotic lesions.
The association between ET-1 levels and NO-related molecules expression was not
investigated in this study. Thus, we cannot comment on the dynamics of these molecules
together in this setting. Neither can we discuss on the effect of exogenously administered
NO to patients presenting with pulmonary hypertension in the post-operative period, since
this resource was not available in our service at the time the investigation was conducted.
Mortality was very high in this subset of patients, although three had Down’s syndrome and
another had Goldenhar syndrome and multiple associated malformations, who presented
with failure to thrive and intractable heart failure, requiring mechanical ventilation prior to

AVSD repair. These undoubtedly constitute a challenging group of patients to manage.
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Conclusions

The data presented is consistent with increased ET-1 levels following cardiac
surgery with CPB in infants with congenital heart defects. The elevation in circulating ET-
1 correlated with non-survival in these patients. Acyanotic patients seemed to have higher
levels compared to cyanotic patients. The outlined study contributes to the understanding
of ET-1 role in the post-operative period of children submitted to cardiac surgery. The

specific pathway by which ET-1 exerts its effects remains to be determined.
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Figure Legends
Figure 1 - Endothelin-1 (ET-1) values are shown at the different time points. Levels begin

to increase during surgery and persist elevated at 24 hours post-operatively (p<0.001).

Figure 2 — Pearson’s correlation between endothelin-1 (ET-1) and lactate levels is shown
in different time points. A: induction of anesthesia (time point (TP) 1); B: at arrival in
PICU (TP 4); C: 6 hours after arrival in PICU (TP 5); D: 24 hours post-operatively (TP 6),

positive correlation *(r=0.79, p<0.001).

Figure 3 — Correlation between endothelin-1 (ET_1) levels and hemodynamic variables. A:
Positive correlation between ET-1 levels and PAP at arrival in PICU (r=0.64, p<0.05); B:
Negative correlation between ET-1 levels and LAP at 15min after weaning off bypass (r=-
0.69, p<0.05); C: Negative correlation between ET-1 levels and Sat O, at 24h post-
operatively (r=-0.44, p<0.05).

Figure 4 — Endothelin-1 (ET-1) levels according to outcome are depicted. Non-survivors

presented higher values for ET-1 than survivors (p=0.002).

Figure 5 - Endothelin-1 levels in cyanotic and acyanotic patients. Acyanotic patients

presented higher ET-1 levels, however not statistically significant (p=0.08).



Tables

Table 1 - Diagnoses of congenital heart defects

Congenital Heart Defect n (%)
Acyanotic Atrioventricular Septal Defect 14 (60,9%)
Ventricular Septal Defect 7 (30,4%)
Atrial Septal Defect 1 (4,3%)
Mitral Valve Stenosis 1 (4,3%)
Cyanotic Tetralogy of Fallot 7 (77,8%)
Truncus Arteriosus 1 (11,1%)
Transposition of the Great Arteries 1 (11,1%)

n: number of patients
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Table 2 - Patients demographics

Diagnosis Sex Age Weight Type of Outcome Lactate
(months) (kg) Surgery (mmol/L)
mean
TOF M 11 6,5 TC Discharge 2,2
AVSD M 2 4,5 TC Death 2,1
AVSD M 7 3,6 TC Discharge 1,6
AVSD + PS M 5 4 TC Death 1,4
TOF F 11 8,9 TC Death 1,9
VSD + CoAo M 7 6,2 TC Discharge 2,5
MVS F 7 5,5 TC Discharge 1,4
VSD M 5 4 TC Discharge 1,7
TOF F 9 8,4 TC Discharge 2,6
Truncus type 11 F 1 3,5 TC Discharge 34
AVSD F 6 4,4 TC Discharge 1,3
AVSD M 6 43 TC Discharge 1,7
TOF F 8 9,2 TC Discharge 1,3
TOF M 8 8,3 TC Discharge 1,2
AVSD F 5 4,5 TC Discharge 3,1
TOF M 8 8,7 TC Discharge 1,8
VSD + PDA F 3 4,0 TC Discharge 2.4
ASD M 10 6,9 TC Discharge 1,1
AVSD F 10 5,4 TC Discharge 2,8
AVSD M 1,5 3 TC Discharge 1,6
TGA M 1,4 33 TC Discharge 2,4
AVSD M 5 5,2 TC Discharge 3,4
AVSD M 2 2,4 TC Death 8,7
AVSD F 4 2,7 TC Death 2,5
AVSD M 5 4,9 TC Discharge 2,2
TOF F 9 5,7 TC Discharge 1,6
VSD M 5 5 TC Discharge 1,4
AVSD M 7 58 TC Discharge 2,4
VSD M 6 3,8 TC Discharge 1,1
VSD F 4 4,1 TC Discharge 1,6
AVSD F 4 5,7 TC Discharge 1,7
VSD M 4 4.4 TC Discharge 1,3

TOF: tetralogy of Fallot, AVSD: atrioventricular septal defect, PS: pulmonary stenosis, VSD: ventricular
septal defect, CoAo: Coarctation of the Aorta, MVS: mitral valve stenosis, ASD: atrial septal defect, PDA:
persistent ductus arteriosus, M: masculine, F: feminine, TC: total correction.



Table 3 - Hemodynamic variables

Time Point MBP (mmHg) CVP (mmHg) LAP (mmHg) PAP (mmHg) HR (bpm) Ojsat (%)
1 63+ 16 64 134+ 16 93+9
3 57+13 6+3 9+5 207 152+ 18 97+3
4 62+ 14 9+5 11+£5 21+6 145+ 16 95+4
5 69 + 13 11+5 11+4 22+7 142 +£23 94 +4
6 65+ 16 12+5 12+2 20+ 6 145 +£27 93+4

60

Values are expressed as mean = SD.

MBP: mean blood pressure; CVP: central venous pressure; LAP: left atrial pressure;

PAP: pulmonary artery pressure; HR: heart rate; bpm: beats per minute; O, sat: oxygen saturation.



Table 4 - Endothelin-1 serum levels at different time points

ET-1
Time Point 1 (induction of anesthesia) 1,55+0,93
Time Point 2 (15 min after beginning of CPB) 1,89 £0,82
Time Point 3 (15 min after weaning off CPB) 2,70 + 0,98
Time Point 4 (at arrival in PICU) 3,34 £ 2,40
Time Point 5 (6h after arrival in cardiac PICU) 3,58+2,12
Time Point 6 (24h post-operatively) 2,61 +2,29

Values are expressed as mean = SD

ET-1: endothelin-1; CPB: cardiopulmonary bypass; PICU: pediatric intensive care unit.
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Table 5 — Comparison of data between acyanotic and cyanotic patients

Acyanotic Cyanotic
n (32) 23 9
Weight (Kg) 4,54 7,0 *
Age (months) 7,39 5,24
Gender
Male 15 4
Female 8 5
MOSF 7 (30%) 2 (22%)
Death 4 (17%) 1 (11%)
Lactate 1 1,81 £ 0,69 2,86 + 1,54
Lactate 4 2,72 £ 1,40 2,23+ 0,88
Lactate 5 2,25+1,97 1,62 £ 0,53
Lactate 6 2,14 £3,17 1,69 £ 0,96
ET-1 time point 1 1,64 + 1,05 1,30 £ 0,43
ET-1 time point 2 2,03+ 0,86 1,53 £ 0,60
ET-1 time point 3 2,33 +£0,97 2,13 £1,06
ET-1 time point 4 3,83+2,65 2,08 £ 0,72
ET-1 time point 5 3,83+2,36 2,89+ 1,19
ET-1 time point 6 2,67 2,66 2,40 £ 0,95

n: number of patients; MOSF: multiple organ system failure; ET-1: endothelin-1.

*p=0.001
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