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RESUMO

Manuel VMCO. Expressdao miocardica tecidual de mRNA e o indice neutrdfilos-linfocitos pré-
operatorio em criangas com cardiopatia congénita submetidas a corre¢do cirtirgica [tese]. Sdo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2024.

Introducao: O indice neutrofilos-linfécitos (INL) tem sido apresentado como um biomarcador
de baixo custo e de facil acesso, podendo predizer morbidade e mortalidade em criangas
ciandticas submetidas a cirurgia cardiaca. O mecanismo de regulagdo do INL ainda ¢
desconhecido. Que seja do nosso conhecimento, nao ha estudos demonstrando a regulacio do
INL nessa populacdo. Objetivo: Comparar e correlacionar o mRNA TNF-a, IL- 1B, IL-6 e IL-
10 em bidpsia do miocardio com o INL em sangue periférico de pacientes com tetralogia de
Fallot (TF) e com comunicacdo interventricular (CIV). Metodologia: Estudo translacional
realizado no Instituto do Cora¢do do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (Sao Paulo, Brasil) que incluiu 10 criangas com TF e 10 com CIV
maiores de 1 més e menores de 2 anos de idade. O INL foi calculado a partir do hemograma
realizado 24h antes da cirurgia. A expressio do mRNA TNF-q, IL- 1B, IL-6 e IL-10 foi
analisada em biopsias do atrio direito antes do inicio da circulagdo extracorporea. Foram
excluidos todos os pacientes com TF com satura¢ao de O: (SaO2) >90%, TF ou CIV que ndo
foram submetidos a correcdo total, as reoperacdes e as CIVs com hipertensdo pulmonar fixa,
pacientes com suspeita ou confirmagdo de infeccdo, ou que tenham qualquer doenga
imunoldgica ou sindrome genética comprovada. Resultados: O INL foi mais alto nos pacientes
com TF em comparacdo aos pacientes com CIV [TF: 0.46 (AIQ: 0.90); CIV: 0.28 (AIQ: 0.17);
p=0.02] e observou-se correlagdo positiva entre os niveis de INL e de SaO; (r=0.44; p=0.001).
Os pacientes com TF em comparacdo aos pacientes com CIV tiveram maior tempo de
ventilagdo mecanica [TF: 24h (AIQ: 93); CIV: 5.5 (AIQ: 8); p<0.001], maior uso de drogas
vasoativas [TF: 2 (AIQ: 1.75); CIV: 0 (AIQ: 1); p=0.01], mais tempo na unidade de cuidados
intensivos [TF: 5.5 (AIQ: 1); CIV: 0 (AIQ: 1); p=0.02] e mais tempo de internacdo hospitalar
[TF: 18 (AIQ: 17.5); CIV: 8.5 (IQR: 2.5); p<0.001]. Relativamente a0 mRNA, a diferenca entre
os grupos foi a menor expressdo da IL-10-mRNA no grupo TF (p=0.03). Em relacdo a
correlacdo, foi positiva entre a IL-10-mRNA e a SaO; (r=0.40; p=0.07), e negativa com o INL
(r=-0.27; p>0.05). Conclusio: Pacientes com TF tiveram INL pré-operatério mais alto e
tiveram pior prognostico. Nao houve diferenca entre os grupos em relagdo a expressdo do
mRNA TNF-a, IL- 1B e IL-6. Houve maior expressdo do mRNA L-10 no grupo TF.

Descritores: Indice neutrofilos-linfocitos. mRNA; Biomarcadores. Cirurgia cardiaca.
Tetralogia de Fallot. Comunicagdo interventricular.



ABSTRACT

Manuel VMCO. Myocardial tissue expression. of mRNA and preoperative neutrophil-
lymphocyte ratio in children undergoing congenital heart surgery [thesis]. Sao Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo™; 2024.

Introduction: The neutrophil-lymphocyte ratio (NLR) has been presented as a low-cost and
easily accessible biomarker that can predict morbidity and mortality in cyanotic children
undergoing cardiac surgery. The regulation mechanism of NLR is still unknown. To our
knowledge, there are no studies demonstrating the regulation of NLR in this population.
Objective: To compare and correlate cytokine-mRNA TNF-a, IL-1f8, IL-6 and IL-10 in
myocardial biopsy with NLR in peripheral blood from patients with tetralogy of Fallot (ToF)
and ventricular septal defect (VSD). Method: Translational study carried out at Instituto do
Coragao, Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo (Sao Paulo,
Brazil), which included 10 children with ToF and 10 with VSD older than 1 month and younger
than 2 years old. The NLR was calculated from the blood count performed 24 hours before
surgery. The expression of the cytokine-mRNA TNF-a, IL-18, IL-6 and IL-10 was analyzed in
biopsies of the right atrium before the cardiopulmonary bypass. All patients with ToF with O
saturation (SaO2) >90%, ToF or VSD who did not undergo total correction, reoperations and
VSDs with fixed pulmonary hypertension, patients with suspected or confirmed infection, or
who had any proven genetic immunological or syndromic disease. Results: NLR was higher in
patients with ToF compared to patients with VSD [ToF: 0.46 (IQR: 0.90); VSD: 0.28 (IQR:
0.17); p=0.02] and a moderate positive correlation was observed between NLR and SaO> levels
(r=0.44; p=0.001). Patients with ToF compared to patients with VSD had a longer duration of
mechanical ventilation [ToF: 24h (IQR: 93); CIV: 5.5 (IQR: 8); p<0.001], greater use of
vasoactive drugs [ToF: 2 (IQR: 1.75); VSD: 0 (IQR: 1); p=0.01], long intensive care unit length
of stay [ToF: 5.5 (IQR: 1); VSD: 0 (IQR: 1); p=0.02] and longer hospital length of tay [ToF:
18 (IQR: 17.5); VSD: 8.5 (IQR: 2.5); p<0.001]. Regarding cytokine-mRNA, the difference
between groups was the lower expression of IL-10-mRNA in the TF group (p=0.03). Regarding
the correlation, it was moderately positive between IL-10-mRNA and SaO: (r=0.40; p=0.07)
and weakly negative with INL (r=-0.27; p>0.05). Conclusion: Patients with TF had higher
preoperative NLR and had worse prognosis. There was no difference between groups regarding
the expression of pro-inflammatory cytokine-mRNA. The anti-inflammatory cytokine-mRNA
(IL-10) was less expressed in the ToF group.

Descriptors: Neutrophil-lymphocyte ratio. mRNA. Biomarkers. Cardiac surgery. Tetralogy of
Fallot. Ventricular septal defect.
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1 INTRODUCAO

O processo inflamatério esta presente em todos os procedimentos cirirgicos e ¢ parte
da resposta fisiologica ao trauma'~. No entanto, em cirurgias de grande porte, como as com
circulagdo extracorpérea (CEC), pela conversdo de fluxo pulsatil para laminar, cardioplegia
fria, trauma cirirgico, endotoxemia, lesdo de isquemia-reperfusdo, estresse oxidativo,
hipotermia e ativacao de células por contato pelo circuito extracorpdreo. Cascatas inflamatorias
redundantes e sobrepostas amplificam a resposta inicial para produzir uma resposta
inflamatoria sistémica, esta resposta inflamatdria pode ser exacerbada, tornando-se patologica
e ocasionando complica¢des no pos-operatorio®10.

A resposta inflamatdria apoés a CEC ¢ multifatorial, e pode tornar-se generalizada e
descontrolada, levando a sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SRIS)®!?. A fase
“precoce” ¢ iniciada pelo contato do sangue com células ndo endoteliais do circuito de CEC e,
no final, envolve constituintes humorais e celulares do sistema imunoldgico. A fase “tardia”
que perpetua as cascatas inflamatorias ¢ caracterizada por lesdo de isquemia-reperfusao,

10. 11 “A ligagdo entre

endotoxemia, coagulopatia e reagdes do complexo heparina-protamina
inflamacao, coagulacdo e fibrinolitica cascatas ¢ complexa, e pode ser parcialmente explicada
pela fase aguda com reagdes durante a CEC semelhantes as observadas na sepse!%!2, Outro link
pode ser o fator nuclear kappa B (NFkB), onipresente e fator de transcri¢ao indutivel que esta
implicado durante todos fases da resposta, mas desempenha um papel central na regulacao de
genes pro-inflamatorios durante a reagdo de fase aguda’!2.

Alguns fatores de risco para a exacerbagdo da resposta inflamatoria ja sdo bem
conhecidos, como a hipdxia extrema, tempo de CEC prolongado, tempo de isquemia
miocardica longo, disfungdo hepatica pré-operatdria, condicdo inflamatéria pré-operatoria

(leucocitose maior que 15.000) e baixo peso’!?

. Esta exacerbacao da resposta inflamatoria tem
efeito deletério no coragdo (inotropismo negativo), pulmao (insuficiéncia respiratéria), rim
(insuficiéncia ou injiria renal aguda), figado (insuficiéncia hepatica) e vasos (disfuncgdo
endotelial), podendo evoluir com disfungdo multipla de 6rgdos, aumentando o tempo de
ventilagdo mecanica (VM), o uso de terapia de substitui¢ao renal, o uso de drogas vasoativas,
o tempo de estadia na unidade de terapia intensiva (UTI) e o tempo total de internagdo
hospitalar, impactando, consequentemente, na mortalidade e no custo da cirurgia’. Poder

identificar precocemente os pacientes com maior risco de exacerbagdo da resposta inflamatoria

¢, com certeza, de grande valia.
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Em pacientes com cardiopatia congénita (CC), o shunt direito-esquerdo, e, portanto,
cianose, t€m sido apontados como um fator de risco independente para desenvolvimento de
SRIS em cirurgias com CEC® !4, Alguns estudos tém demonstrado associag¢do entre mediadores
inflamatorios, ¢ aumento da morbidade e mortalidade em pacientes ciandticos quando
comparados com os aciandticos'*!7. Biomarcadores altamente especificos e com alto custo,
como as citocinas, o microRNA (miRNA), o mRNA (RNA mensageiro), peptideo pro-colageno
tipo III do terminal amino (PIIIP) e peptideo natriurético do tipo B (BNP)/proBNP N-terminal,
jé& foram medidos no pré e/ou pos-operatorio de CC e demonstraram ter associacdo com pior
desfecho!+22,

Em um estudo feito com bidpsia de miocardio de atrio e ventriculo direito comparando
a concentragdo de citocina de 7 pacientes com tetralogia de Fallot (TF) e de 8 com comunicagao
interventricular (CIV), foi observado que a TNF-o, IL-1pB, e a IL-6 estavam aumentadas nos
pacientes com TF'3,

Os pacientes submetidos a CEC demonstraram expressdo aumentada de mRNA de
leucocitos ndo apenas para citocinas pro-inflamatorias, CAMs (isto €, molécula de adesdo
celular endotelial plaquetaria — PECAM), mas, também, para IL-10 e hemeoxigenase-12°.
Alteragdes ao nivel do mRNA em mondcitos de pacientes submetidos a CABG também foram
avaliados revelando regulacdo positiva dos genes IL-6 e IL-8, com pico no final do
procedimento e caindo para valores basais 24 horas de pos-operatdrio em outro estudo?.

Nos ultimos cinco anos, foi demonstrado o valor progndstico do indice neutrofilos-
linfocitos (INL) pré e pds-operatério em criangas submetidas a cirurgia cardiaca congénita, foi
constatado que pacientes com o INL aumentado tiveram pior progndstico, principalmente os
pacientes ciandticos. O INL ¢ definido como uma razdo entre a contagem absoluta dos
neutrdfilos e a contagem total dos linfocitos. A maioria dos estudos ¢ retrospetiva e incluiu
apenas pacientes cianoticos'#!8-222-27 Um dos maiores incluiu 141 pacientes ciandticos
submetidos a cirurgia de Glenn com o uso da CEC, foi avaliado o INL pré-operatdrio como
biomarcador prognostico e foi observado que um INL elevado (>2) estava associado a piores
resultados em pacientes com fisiologia de VS submetidos a cirurgia de Glenn bidirecional'®,
Um dos poucos estudos prospetivos incluiu apenas 47 criangas com diferentes cardiopatias
congénitas e o INL foi analisado no pré e no pds-operatério demostrando associagdo com
desfechos desfavoraveis?!. Resultados similares em relagdo a mortalidade, a sindrome de baixo
débito cardiaco, a insuficiéncia hepatica, a insuficiéncia renal, & vasoplegia, a complicacdes
pulmonares e a outras variaveis, mas notando-se a diferenca no valor do INL, foram observados

em diferentes estudos'*18-22,
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Esse biomarcador, além de barato e de facil acesso, parece promissor, porém o seu
mecanismo de regulagdo/patogenia ainda ¢ desconhecido!'#!8-22, Todos os estudos prévios
reportaram apenas o seu potencial como um biomarcador e ndo explicam o provavel mecanismo
de regulagao/patogenia desse, além de que seria muito dificil pela natureza do desenho desses.
Até o momento, ndo existem estudos publicados buscando demonstrar o mecanismo de
regulacdo do INL pré-operatorio em pacientes com CC. Por isso, nos propusemos a estudar o
comportamento desse biomarcador dos dois grupos de CC, TF e CIV, submetidos a corre¢do
total comparando o INL pré-operatorio e analisando a sua correlagdo com a expressdo do
mRNA do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 beta (IL-1p), interleucina-6
(IL-6) e a interleucina-10 (IL-10) no miocardio desses pacientes. Sabemos que o mecanismo €

complexo, porém esse € o primeiro passo dado nessa diregao.
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2 HIPOTESE

A nossa hipotese ¢ que existe correlacdo entre o INL pré-operatério em sangue
periférico ¢ 0 mRNA TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10, e que existe maior expressao desses

biomarcadores inflamatdrios nos pacientes com TF comparando com os pacientes com CIV.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Correlacionar e comparar a expressao do mRNA TNF-a, IL-18, IL-6 e IL-10 em biopsia
de miocérdio, e o indice neutrofilos-linfocitos pré-operatério em sangue periférico como
biomarcadores progndsticos em pacientes com TF e pacientes com CIV submetidos a correcao

cirurgica.

3.2  OBIJETIVO ESPECIFICO

Analisar a associacdo entre o INL pré-operatorio e desfechos clinicos pds-operatorios
como o tempo de ventilagdo mecanica, uso de drogas vasoativas, insuficiéncia renal aguda,
sindrome de baixo débito, tempo de permanéncia em UTI, tempo de permanéncia hospitalar e

mortalidade.
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Servigo de Cirurgia Cardiovascular Infantil da Divisdo de
Cirurgia Cardiovascular, e no Laboratério de Cardiologia Molecular e Genética, ambos do
Instituto do Corag¢ao do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo (InCor HCFMUSP), Sao Paulo, SP - Brasil.

4.2 TIPO DE ESTUDO

Pesquisa translacional prospectiva observacional.

43  POPULACAO DE ESTUDO

Pacientes cianodticos com diagnodstico de tetralogia de Fallot (TF) e os pacientes
acianoticos com diagnostico de comunicacdo interventricular (CIV) que foram submetidos a

corre¢do cirargica.

4.4 TAMANHO AMOSTRAL

O tamanho e o poder estatistico da amostra foram definidos baseando-se no “Quick
calculation for sample size while controlling false discovery rate with application to microarray
analysis” que foi voltado para biologia molecular e ndo em desfechos clinicos, porque foi usado
0 microarray, que ¢ uma ferramenta de laboratério usada para detectar a expressdo de milhares
de genes a0 mesmo tempo??, em que se define que, para se detectar diferengas entre dois grupos
de, pelo menos, 2 vezes na expressdo do gene e uma taxa de genes ndo diferencialmente
expressos com confiabilidade de 95% e com um poder estatistico desejado de 80% (d de Cohen
de 0.8) com um erro alfa de 0.05, seriam necessarios 09 pacientes em cada um dos grupos

(Figura 1).
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Figura 1 - Demonstra¢do do calculo amostral
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Fonte: Liu P, Hwang JT, 2007

4.5  CRITERIOS DE INCLUSAO

Todos os pacientes independentemente do género ou raga e com idades entre 01 e 24
meses de vida cujo diagnoéstico € TF ou CIV e que foram submetidos a cirurgia corretiva no

periodo de estudo.

4.6  CRITERIOS DE EXCLUSAO

1. Pacientes com diagnostico de TF ou de CIV com idades menores que 30 dias ou
maiores que 24 meses;

2. Pacientes com diagndstico de TF ou CIV que foram submetidos a correcao total,
porém com cirurgia cardiaca prévia (reoperagao);

3. Pacientes com diagndstico morfolégico de TF, porém sem episddios de cianose
descritos ou referidos e com a saturacdo acima de 90% medida por oximetria de
pulso (Fallots rosados);

4. Pacientes com TF ou CIV que ndo seriam submetidos a correcao total;

5. Pacientes com CIV e hipertensdo pulmonar fixa;
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4.7

4.8

6. Todos os pacientes com suspeita ou comprovacao de qualquer tipo de infecdo ou
em uso de antibidtico;

7. Todos os pacientes que precisaram de ECMO no pré-operatério;

8. Pacientes submetidos a intubac¢do oro ou nasotraqueal antes da cirurgia.

9. Pacientes que nao tiveram um hemograma pré-operatorio feito em até 24h antes da
cirurgia;

10. Pacientes com alguma doenca imunoldgica comprovada ou tomando
imunossupressor;

11. Qualquer paciente com sindrome genética comprovada.

IMPLICACOES ETICAS

1. S¢6 foram incluidos na pesquisa os pacientes que concordaram essa, apos prévia
explicagdo, e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A);

2. Foram preservados os dados confidenciais dos pacientes, ndo sendo permitida a
identificacdo desses em nenhuma das etapas da investiga¢ao;

3. O trabalho so teve inicio ap6s a aprovagao pela Comissao Cientifica e pelo Comité
de Etica da Instituigdo (SDC: 5188/20/217 - Anexo B).

COLETA DE DADOS

Foram feitas biopsias de modo prospetivo e de forma consecutiva e sequencial nos

pacientes que cumpriram os critérios de inclusdo, de acordo com a programagao cirargica do

periodo de estudo. As bidpsias foram realizadas antes do inicio da CEC para evitar um fator

inflamatério de confusdo (sintese de biomarcadores inflamatério), desse modo, tivemos o

miocardio em condi¢des inflamatdrias similares as do momento da coleta do sangue para a

realizacdo do INL. De modo retrospetivo, coletamos no prontuario eletronico os dados

demogréficos, clinicos e dados referente ao hemograma 24 horas antes da cirurgia.

4.9

VARIAVEIS DE ESTUDO

As variaveis pré-operatdrias foram: idade (meses), sexo, peso (kg) no momento da

cirurgia, saturacdo de oxigénio (%), e contagem total de neutréfilos e linfocitos obtidos pelas

amostras de sangue periférico coletadas na véspera da cirurgia, para o calculo do INL.
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As variaveis intraoperatorias foram: tempo de CEC, tempo de isquemia miocardica,
outros procedimentos associados realizados na mesma cirurgia, lactato na sala operatodria e a
quantidade de drogas vasoativas calculada pelo vasoactive inotropic score (VIS).

A biopsia foi feita no atrio direito apos confecdo de sutura em bolsa para canulacio
(antes da entrada em CEC).

No pos-operatorio, observamos: tempo (em horas) de ventilagdo mecanica (VM), dias
de uso de drogas vasoativas (DVA), VIS 24h, insuficiéncia renal aguda (IRA), sindrome de
baixo débito, tempo total de permanéncia na unidade de terapia intensiva (UTI), tempo total de
permanéncia hospitalar (tempo de internacdo) e o seguimento até a alta ou em 30 dias.

Foi analisada a expressdo génica tecidual das TNF-a-mRNA, IL-13-mRNA de IL-6-
mRNA e da [L-10-mRNA.

O desfecho primario foi: comparar e correlacionar a atividade inflamatdria pelo
mRNA em biopsia do miocérdio e o INL no sangue periférico (buscando entender o mecanismo
de regulacdo o INL).

Os desfechos secundarios foram: tempo VM, VIS score, IRA, tempo de internagdo na

UTI poés-operatoria, tempo total de permanéncia hospitalar e dados do seguimento.

4.10 DETALHES TECNICOS

Manejo anestésico: Foi feito de acordo com a rotina do servigo que esta descrita no

Manual de Rotinas de Condutas em Anestesia Cardiaca Pediatrica do Incor - HCFMUSP?.

Circulacao Extracorpérea (CEC): Foi feita de acordo com as diretrizes publicadas no
“The Brazilian Society for Cardiovascular Surgery (SBCCV) and Brazilian Society for
Extracorporeal Circulation (SBCEC) Standards and Guidelines for Perfusion Practice” que ¢ a

rotina do servigo’®.

Cirurgia: Todas as cirurgias foram realizadas por 04 cirurgides seniores do servigo. O

acesso foi por esternotomia mediana e com a instala¢cdo do circuito de CEC.

Cardioplegia: A prote¢do miocardica foi feita de forma anterdégrada usando a solugdo

de Del Nido a 4° C na raiz da aorta em todos os pacientes.
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Biopsia: Apos anestesia geral e balanceada, intubacdo orotraqueal, assepsia e
antissepsia, € a colocacdo de campos estéreis, foi realizada a incisdo, esternotomia e a revisao
cuidadosa da hemostasia. Em seguida, foi feita a timectomia parcial ou total conforme
necessidade para abordagem do coragdo. Foi feita a pericardiotomia como de rotina e fixagao
do pericardio com pontos separados no campo cirtrgico para melhor exposicao. Foi feita uma
sutura em bolsa na auricula do atrio direito e feita a heparinizacao do paciente conforme o peso
(1 mg/kg) utilizando o cateter central, sem puncionar o atrio direito. Foi realizado o
clampeamento lateral da auricula e, em seguida, uma bidpsia nos limites da sutura em bolsa (2-
3 mm). O sangramento era evitado apertando o torniquete na sutura em bolsa. As bidpsias foram
realizadas antes do inicio da CEC para evitar um fator inflamatorio de confusdo (sintese de
biomarcadores inflamatorio), desse modo, tivemos o miocardio em condi¢des inflamatorias
similares as do momento da coleta do sangue para a realizagdo do INL.

O fragmento da bidpsia era separado e colocado em um frasco com a solugdo tampao e
enviado para o laboratério (LGCM). Enquanto estivesse no centro cirirgico, era conservado
em temperatura ambiente, no laboratorio, era conservada em uma temperatura de 4° Celsius por

24 horas e, depois, no ultrafreezer, a -80° Celsius para armazenamento.

Extracdo de RNA e qPCR em tempo real apos transcricio reversa (QRT-PCR): Os
fragmentos de bidpsia do atrio direito foram coletados em frasco com RNAlater (7Thermo Fisher
Scientific, MA, EUA) e armazenados em ultrafreezer -80°C até o momento da extracdo de
RNA. O RNA total foi extraido com Trizol (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) e transcrito
reversamente em cDNA usando kit de sintese de cDNA (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA)
de acordo com as instrugdes do fabricante. Os niveis de expressdo de mRNA-alvo foram
quantificados usando qRT-PCR com reagentes SYBR Green (Thermo Fisher Scientific, MA,
EUA) e primers especificos para IL-1p, IL-10, IL-6, TNF-a e ciclofilina. Todas as amostras
foram analisadas em triplicata. O gene da ciclofilina foi utilizado para normalizar os resultados
e os niveis de expressdo génica foram calculados de acordo com o método de AACT. O mRNA
foi expresso em unidades arbitrarias relativas a expressdo do controle. A amostra foi

normalizada para o controle igual a 1.

Defini¢ao de varidveis:

indice neutréfilos-linfécitos (INL): Definido como uma razio entre a contagem

absoluta dos neutréfilos e a contagem total dos linfocitos.
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Hipoxia: Definida como saturag¢do de oxigénio aferida com oximetria de pulso menor
ou igual a 90%.

IRA: foi definida de acordo com a defini¢do da Acute Kidney Injury Network (AKIN
group). Um aumento no nivel de creatinina sérica em relacdo ao valor basal pode ser usado para
classificar a IRA de acordo com o grau de aumento (I, I ou III).

SBDC: foi considerada uma condi¢do clinica causada por uma diminuicdo transitoria
da perfusdo sistémica secundaria a disfun¢do miocérdica.

O tempo de VM: foi definido como o tempo (horas) entre a intubagdo orotraqueal e a
extubacdo. Os critérios para extubagdo dependeram do quadro clinico do paciente.

Mortalidade operatéria: Foi definida como todos os oObitos, independentemente da
causa, ocorridos durante a internacdo ou em até 30 dias ap0s a cirurgia se a alta for antes deste
periodo.

Seguimento: Durante a internagdo ou até apos 30 dias da cirurgia se a alta for antes

deste periodo.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Foi feita estatistica descritiva padrdo. As varidveis numéricas continuas estdo
apresentadas em média (desvio padrdo) ou mediana e amplitude interquartil (AIQ), de acordo
com testes de normalidade. O teste de Mann-Whitney ou t de Student foi utilizado para analisar
diferencas entre os grupos, conforme apropriado. Foi feita a regressdo linear para ver o
comportamento do INL em rela¢do a SaO2 e a idade. Foi aplicado o modelo de regressao linear
para analisar a correlag@o entre o INL e Sa02, assim como, a expressao tecidual do IL-18, IL-
10, IL-6 e TNF-a-mRNA, usando a correlagdo de Spearman. Os dados foram analisados usando
o software IBM SPSS 23.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EUA). O gene da ciclofilina foi utilizado
para normalizar os resultados e os niveis de expressao génica foram calculados de acordo com
o método de AACT que ¢é o método de quantificagdo relativa mais frequentemente encontrado
em pacotes de software populares para experimentos qPCR. O mRNA foi expresso em unidades

arbitrarias relativas a expressao do controle. A amostra foi normalizada para o controle 1.
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6 RESULTADOS
Foram recrutados um total de 30 pacientes e 20 (10 TF e 10 CIV) foram selecionados
para a analise final por preencherem todos os critérios previamente estabelecidos, assim como,

pela qualidade das amostras (Figura 2).

Figura 2 - Fluxograma para a selecao dos 20 pacientes incluidos na analise final

( 10 Excluidos por: \
* 2 sindrome genética
¢ 2 TF com SO, >90%
* 3 bidpsia mal conservadas
* 1CIV com HP fixa

\. % Suspella de-inicgio j 20 Criangas incluidas }

[ 10 T. Fallot ] [ 10 CIVs ]

Fonte: Produgao do autor.

Total de 30 Criangas CC]

As caracteristicas demograficas dos 20 pacientes estdo apresentadas na Tabela 1. Foram
observadas diferencas estatisticamente significativas em relagao ao nivel do INL [TF 0.46 (AIQ
0.90); CIV 0.28 (AIQ 0.17); p= 0.02] e a SaO> [TF 86.2 (+ 6.4); CIV 97.7 (£ 1.5); p < 0.001].

Em todas outras variaveis, ndo houve diferenga entre os grupos.
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Tabela 1 - Caracteristicas basal dos 10 pacientes com TF e dos 10 com CIV submetidos a

corre¢do cirargica

Variaveis TF,n=10 CIvV,n=10 Valor de p
Idade, meses 8.3 (#4.4) 11.8 (£7.3) 0.22
Género, feminino (%) 4 (40) 8 (80) 0.17
Peso, Kg 6.8 (£2.0) 6.8 (£1.9) 0.95
Saturagdo de Oz, % 86.2 (£6.4) 97.7 (£1.5) <0.001*
Total de neutrofilos 3239.2 (x1732.5) 2268.2 (£1452.6) 0.19
Total de linfocitos 5592.6 (+2575.0) 7977.8 (£3452.0) 0.10
INL 0.46 (AIQ 0.90) 0.28 (AIQ 0.17) 0.02%*

*Teste t de student

**Teste de Mann-Whitney

As varidveis com distribuicdo normal estdo apresentadas em média e desvio padrio.

As variaveis com distribui¢@o assimétrica estdo apresentadas em mediana e intervalo interquartil.

AIQ = amplitude interquartil; CIV = comunicagdo interventricular; INL = indice neutréfilos-linfocitos; TF =
tetralogia de Fallot. Os resultados numéricos estdo expressos em média e DP.

Em relagdo ao intraoperatorio, os grupos diferenciam-se apenas em relagdo ao tempo
médio de circulagdo extracorpdrea [TF 152.8 (+41.3); CIV 116.6 (£ 30.1); p = 0.04], como se

pode observar na Tabela 2.

Tabela 2 - Dados intraoperatérios dos 10 pacientes com TF e dos 10 com CIV submetidos a

corre¢do cirargica

Variaveis TF,n=10 CIV,n=10 Valor de p
Lactato em SO, mg/dL 14.9 (£8.3) 11.1 (£5.6) 0.25
VIS em SO 13.11 (+8.8) 7.6 (+4.3) 0.10
Tempo de CEC, min 152.8 (+41.3) 116.6 (£30.1) 0.04*
Tempo de isquemia miocardica, min 100.6 (£39.7) 79.6 (£28.4) 0.19

*Teste t de student

As variaveis com distribuicdo normal estdo apresentadas em média e desvio padrio.

CEC = circulagao extracorpérea; CIV = comunicagdo interventricular; SO = sala operatdria; TF = Tetralogia de
Fallot; VIS = vasoactive-inotropic score.
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No que se refere a avaliagdo pds-operatoria, os pacientes com TF ficaram mais dias em
uso de drogas vasoativas [TF 2 (AIQ: 1.75); CIV 0 (AIQ: 1); p = 0.01], tempo maior de VM
[TF 24h (AIQ: 93); CIV 5.5 (AIQ: 8); p = <0.001], maior tempo de permanéncia na UTI [TF
5.5 (AIQ: 1); CIV 0 (AIQ: 1); p = 0.02] e tempo total de internacdo hospitalar maior [TF 18
(AIQ: 17.5); CIV 8.5 (AIQ: 2.5); p < 0.001], Tabela 3.

Tabela 3 - Dados pds-operatorio dos 10 pacientes com TF e dos 10 com CIV submetidos a

corregdo cirargica

Variaveis TF,n=10 CIV,n=10 Valor de p
VIS em 24h 7.25 (AIQ: 14) 4.45 (AIQ: 7) 0.06
Tempo com DVA, dias 2 (AIQ: 1.75) 0 (AIQ: 1) 0.01*
IRA 3 (30%) 0 0.21
SBDC 3 (30%) 0 0.21
Tempo de VM, horas 24 (AIQ: 93) 5.5 (AIQ: 8) <0.001*
Tempo de UTI, dias 5.5 (AIQ: 1) 2 (AIQ: 0.75) 0.02*
Tempo total de internagdo, dias 18 (AIQ: 17.5) 8.5 (AIQ: 2.5) <0.001*
Mortalidade 1 (10%) 0 1.0

*Teste de Mann-Whitney

As variaveis com distribui¢@o normal estdo apresentadas em média e desvio padrao.

As variaveis com distribui¢@o assimétrica estdo apresentadas em mediana e intervalo interquartil.

AIQ = amplitude interquartil; CIV = comunicag¢ao interventricular; DVA = droga vasoativa; IRA = insuficiéncia
renal aguda; SBDC = sindrome de baixo débito cardiaco; SO = sala operatdria; TF = tetralogia de Fallot; UTI =
unidade de terapia intensiva; VIS = vasoactive-inotropic score; VM = ventilagdo mecanica.

Quando fizemos a regressdo linear tendo como variavel dependente a SaO> e a
independente o INL, observamos uma relagdo que, quanto mais baixa ¢ a Sa0O, mais alto € o
INL (p = 0.002), com uma correlagdo positiva r = 0.40.

Essa relacdo se manteve a mesma depois que ajustamos para a idade, SaO>e o INL (p =

0.002), mantendo a for¢a da correlagdo, r = 0.44; Figura 3.



6 Resultados 34

Figura 3 - Gréfico de regressdo linear simples ajustada para INL e a SaO> com r = 0.44

(p=0.002)
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Fonte: Produgdo do autor.
INL: indice neutrofilos-linfocitos e SaO2: Saturagio de oxigénio.
Nota: Pontos vermelhos: Comunicagdo interventricular e pontos pretos:
Tetralogia de Fallot

Analise da expressao miocardica do mRNA:

Expressdo do mRNA no atrio direito: A TNF-q, IL-1p, IL-6 e IL-10 foram detetados
em todos os pacientes com TF. Por outro lado, nas CIVs, a IL-1P foi detetada em 8 de 10, a

TNF-aem 9 de 10, a IL-6 em 9 de 10 e a IL-10 em todos os pacientes.
A expressao tecidual do mRNA TNF-a, IL-18 e IL-6-mRNA foram semelhantes em

ambos os grupos com p>0.05 (Figura 4). Em contraste, a expressao do mRNA IL-10 foi menor

nos pacientes com TF (p= 0.03).
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Figura 4 - Expressao tecidual miocardica de mRNA do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
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Fonte: Produgao do autor.
Nota: mRNA de interleucina-1-beta (IL-1B), mRNA de IL-6 ¢ mRNA de IL-10
analisados no miocardio do atrio direito antes circulagao extracorpdrea em criangas com
tetralogia de Fallot (barra preta) e comunicagdo interventricular (barra branca). As
barras expressam a intensidade do mRNA. §: p=0,79; *: p=0,76; q: p=0,21; *: p=0,03.

As expressdes teciduais das concentragdes de IL-10 (r= -0.27) andaram em sentido
contrario ao INL; ou seja, quanto maior a expressao do mRNA IL-10 no miocardio, menor a
expressdo do INL no sangue periférico (efeito protetor), e, consequentemente, o paciente €

menos inflamado (Figura 5).

Figura 5 - Mostra uma correlagdo negativa entre a IL-1-mRNA e o INL (p>0.05)
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Fonte: Produgao do autor.



6 Resultados 36

Quando correlacionamos o nivel de SaO; com a expressdo tecidual do mRNA,
percebemos que houve uma correlagdo positiva entre SaO; e a IL-10 (r = 0.40; p=0.07). Por
outro lado, ndo foi observada correlagao entre SaO; e 0 mRNA TNF-a (r = 0.02, p>0.05) e a

IL-1B (r = 0.03, p>0.05), como demonstrada na Figura 6.

Figura 6 - Correlagdo entre o nivel de SaO; com a expressao tecidual do mRNA
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Fonte: Produgao do autor.
Nota: A - Demonstra correlagdo positiva entre a expressdo da IL-6-mRNA em pacientes menos cianoticos
um comportamento anti-inflamatério do IL-6 (normalmente ¢ um pro-inflamatorio), sendo mais alta nos
pacientes nos aciandticos e no inverso nos ciandticos (r = 0.31). B - Mostra um comportamento anti-
inflamatoério como esperado (0.40). C e D - Mostram uma auséncia de correlagdo entre a SaO: e as expressdes
génicas de TNF-a, IL-1p (r = 0.02 e 0.03, respetivamente).
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Com esses dados, podemos sugerir uma provavel patogenia proposta por nés (Figura 7).

Figura 7 - Representacdo esquematica do provavel mecanismo de regulacao pré-operatoria do

INL em pacientes ciandticos submetidos a corregdo cirtrgica
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Fonte: Produgao do autor.

Nota: Utilizamos como modelo pacientes com Tetralogia de Fallot e os resultados do presente estudo. A hipoxemia
induz ao estresse sistémico envolvendo o miocardio ¢ o endotélio desses pacientes. Esse estresse, por sua vez,
ativa a cascata inflamatoria que foi possivel perceber pela expressdo dos mRNAs de TNF-a, IL-1f, IL-6, que, por
sua vez, estimula a sintese de neutrofilos, aumentando sua concentragdo na circulagdo periférica. Por outro lado,
existe uma baixa expressdo do mRNA IL-10 e isso inibe a sintese de linfocitos, diminuindo sua concentragao
dessas células na circulag@o periférica. Tudo isso leva a um desequilibrio na relagdo neutrofilos-lintdcitos, que
pode ser facilmente calculado pelo INL, deixando o paciente cronicamente inflamado. O estresse cirurgico
associado ao uso da circulagdo extracorpdrea (contato do sangue com uma superficie ndo endotelizada) induz
em todos os pacientes uma resposta inflamatoria fisiologica, porém, nos pacientes cronicamente inflamados como
0s cianoticos, essa resposta pode ser exacerbada. A resposta inflamatéria exacerbada causa dano tecidual no
coragdo (inotropismo negativo), pulmao (insuficiéncia respiratoria), rim (insuficiéncia ou lesdo renal aguda),
figado (insuficiéncia hepatica) e vasos (disfuncéo endotelial), e pode evoluir com disfung¢@o de multiplos 6rgaos,
aumentando o tempo de ventilagdo mecanica, o uso de terapia renal substitutiva, o uso de drogas vasoativas, o
tempo de permanéncia na unidade de terapia intensiva e hospitalar, impactando, consequentemente, na mortalidade
e no custo da cirurgia. CEC: circulagdo extracorpérea; CIV: comunicacdo interventricular; IL-1p - interleucina-1-
beta; IL-6: interleucina-6 e IL-10: interleucina-10; INL: indice neutréfilo-linfocitos; SaO»: saturacdo de O; TE:
tetralogia de Fallot; TNF-a: tumor necrosis factor alpha (fator de necrose tumoral alfa).
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7 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que os pacientes com TF tém INL mais alto e tiveram
pior prognoéstico. Esses pacientes usaram mais drogas vasoativas, tiveram um tempo de
ventilagdo mecéanica prolongado, tempo prolongado de permanéncia na UTI e,
consequentemente, um tempo de permanéncia hospitalar maior.

O INL ¢ definido como uma razdo entre a contagem absoluta dos neutrofilos e a
contagem total dos linfocitos, e ¢ um biomarcador inflamatério de baixo custo e facil de ser
calculado que pode nos reportar o estado inflamatorio pré-operatorio do paciente que serd
submetido a cirurgia cardiaca congénita. Esse biomarcador vem sendo apresentado como eficaz
em predizer morbidade e mortalidade j4 com dezenas de estudos demonstrando resultados
similares?>-*1-*3, O INL foi amplamente usado durante a pandemia da COVID-19 como um
biomarcador progndstico, inclusive foi demostrada a sua correlagdo com a IL-1036-40,

Muitos biomarcadores mais sensiveis e especificos ja foram apresentados como
biomarcadores progndsticos para cirurgia cardiaca pediatrica, como as citocinas, 0 microRNA
(miRNA), o mRNA (RNA mensageiro), o peptideo pro-colageno tipo III do terminal amino
(PIIIP) e o peptideo natriurético do tipo B (BNP)/proBNP N-terminal que demostraram ter
associa¢do e/ou correlagdo com maus desfechos!'#16-20:23. 24 Embora sejam muito especificos,
tém menos disponibilidade/acesso e sdo muito caros. H4 a necessidade de se buscar por
biomarcadores progndsticos mais baratos e de ampla disponibilidade como o INL.

Em estudos prévios, o poder prognostico do INL foi posto a prova como nesse estudo
retrospetivo que envolveu uma analise de uma coorte de 141 criangas submetidas ao
procedimento de Glenn bidirecional entre janeiro de 2011 e dezembro de 2017 em dois centros.
O INL pré-operatorio foi calculado a partir do tltimo hemograma antes da cirurgia. De acordo
com o nivel de RNL, os pacientes foram divididos em trés grupos, sendo o grupo I (INL <1),
grupo II (INL entre 1 e 2) e grupo III (INL >2). O desfecho primario foi o tempo total de
internacao hospitalar (LOS), e os desfechos secundérios foram o tempo de ventilagio mecanica
(VM), tempo de permanéncia na unidade de terapia intensiva (UTI), disfun¢do ventricular,
complicacdes e mortalidade em médio prazo. O INL pré-operatoria maior que 2 foi associada
a maior tempo de ventilagdo mecanica (p = 0.03), maior tempo de permanéncia na UTI (p =
0,02) e maior tempo de internacdo hospitalar (p = 0.00) em pacientes com fisiologia

univentricular submetidos ao procedimento de Glenn bidirecional'®

. Outro estudo que pareou
30 criangas ciandticas versus 30 criangas aciandticas comparou o nivel de expressdo do INL

em ambos grupos e concluiu que os pacientes cianoticos eram mais inflamados, ou seja, tinham
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maior expressdo do INL*. Tendo em vista varios outros estudos com resultados similares e
estudando outras varidveis, pensamos, entdo, que estamos diante de um potencial biomarcador
progndstico para a cirurgia cardiaca pediatrica, porém, algumas perguntas continuam sem
resposta em relag@o a esse biomarcador como: “Qual ¢ o provavel mecanismo de regulacao do
INL?”, “Esse mecanismo ¢ mutavel?” e “Por que pacientes com o mesmo diagndstico podem
apresentar niveis diferentes de INL na auséncia de um processo infecioso?”. A verdade ¢ que,
dos diferentes estudos publicados até ao momento, a maioria ¢ observacional e retrospetiva, e
ndo responde a essas questdes?s-2’.

Houve necessidade de desenharmos o presente estudo com objetivo de entender o
provavel mecanismo regulador do INL comparando pacientes com TF e pacientes com CIV.
Pensamos que este seja o primeiro passo antes de respondermos as outras questdes. Este ¢ o
primeiro estudo que busca explicar se 0 que observamos no pré-operatdrio em sangue periférico
reflete alguma coisa que esteja acontecendo em nivel do miocardio, deste modo, comegamos a
trilhar os caminhos do provavel mecanismo de regulagdo da balanca entre os neutrofilos e os
linfocitos. Com os resultados do presente estudo, podemos perceber que o estresse miocardico
causado pela cianose/isquemia (SaO2 < 90%) estimula a sintese do mRNA TNF-a, IL-1f e a
IL-6 nos pacientes com TF, porém percebemos também que as expressdes dos mesmos mRNA
ndo sdo diferentes no grupo CIV. O ponto de desequilibrio entre os dois grupos foi a baixa
expressdo da IL-10-mRNA nos pacientes com TF; assim como ja reportado em estudo
anterior'®. Ndo temos a resposta de qual célula é responsavel pela sintese desse mRNAs, se sdo
os cardiomidcitos, fibroblastos ou outra célula. Esse desequilibrio ¢ expresso nos subtipos de
leucocitos medidos pelo hemograma, nos neutréfilos e nos linfocitos (INL). Os pacientes
ciandticos tém inflamagéo cronica por causa do estresse miocardico constante e continuo!642,
A IL-10 endégena, produzida em condi¢do normais, inibe a produgdo de citocinas pro-
inflamatoria, o que protege o miocardio quando submetido a situagdo de isquemia!®. A presenga
da IL-10 nesses pacientes suprime o recrutamento de neutréfilos que causam dano tecidual; por
outro lado, a sua auséncia se reflete no aumento da quantidade de neutrofilos**-*®. Tudo isso
desequilibra a balanga INL, como demostrado no presente estudo na Figura 4, em que os 4
pacientes com o INL mais alto expressaram menos a mRNA IL-10 e tinham a SaO < 85%.

Ha mais de 20 anos, foi demonstrado, em um estudo que incluiu 16 camundongos, 8
com déficit de IL-10 e 8 com a sintese normal de IL-10%". Neste estudo, todos os camundongos
foram submetidos a isquemia cardiaca ocluindo a artéria corondria interventricular anterior por
30 minutos seguida de reperfusdo por 24 horas. O resultado foi 6 mortes dos 8 camundongos

com déficit de IL-10, e, por outro lado, todos os camundongos com sintese normal de IL-10
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sobreviveram a reperfusdo de 24 horas (p< 0.001). Aqui fica demonstrado o papel regulador da
IL-10 na resposta inflamatéria & isquemia/cianose miocardica como demonstrado em outros
estudos em camundongos e cachorros*’#, Linfocitos produtores de IL-10 contribuem para o
delicado equilibrio entre inflamagdo e imunorregulacdo, e, portanto, sdo considerados como
uma espécie de “células reguladoras™®4. O equilibrio entre a quantidade total de neutréfilos e
linfocitos traduz menos inflamagdo. Pacientes com TF tém uma concentragdo menor de
linfécitos comparando com a CV#!. Contrariamente ao que encontramos, em um outro estudo
feito com bidpsia de miocardio do atrio e do ventriculo direito, os autores compararam a
concentragdo de citocinas de 7 pacientes com TF e de 8 com CIV; e foi demonstrado que a
TNF-a (p <0.02), IL-1B (p<0.05), e a IL-6 (p<0.01) estavam aumentadas nos pacientes com
TF, e ndo houve diferenca em relagdo a concentragdo da IL-10'5. Quais sdo as semelhangas
entre os dois estudos? Os dois analisaram bidpsia de miocardio de dois grupos de pacientes;
pacientes com TF e pacientes com CIV submetidos a corregdo total. Por outro lado, os estudos
diferiam-se no seguinte: 1. O presente estudo foi baseado na analise da qRT-PCR (expressdao
mRNA com o prime para TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-10) da bidpsia de atrio direito realizada antes
do inicio da CEC que comparou e correlacionou com o INL. No entanto, no estudo de Qing et
al.’>, a analise foi feita pelo método ELISA (concentragdo da citocina) de biopsia de ventriculo
direito que foi realizada ja em CEC e em hipotermia profunda, esses dois tltimos fatores por si
0 ja induzem a uma resposta inflamatoria pelo contato com a superficie ndo endotelizada da
CEC, tudo isso pode justificar essa diferenga por causa da menor expressao do mRNA IL-10
no grupo TF demostrado no nosso estudo. Nesse mesmo grupo de pesquisa'>!¢, foi realizado
outro estudo (1 ano antes deste) com 20 pacientes, 10 com TF e 10 aciandticos (diferentes
diagnosticos), em que foi comparada a concentragdo de citocinas pro-inflamatdrias e anti-
inflamatorias em sangue venoso analisado pelo método de ELISA. Os autores observaram
maior concentracao da IL-6 e menor concentragdo de IL-10 no grupo TF e correlacionado com
o nivel de Sa0», ou seja, quanto mais cianotico, menor era a concentragdo da IL-6 e da IL-10.
Os nossos resultados demonstram uma menor expressdo do mRNA IL-10 no miocardio de
pacientes com TF pode gerar um desequilibrio na balanca inflamatoria, tendo como
consequéncia uma resposta inflamatéria exacerbada ao trauma cirargico e a exposi¢dao a CEC
cursando com injuria cardiaca, renal, hepatica e pulmonar, podendo levar & mortalidade.

No presente estudo, mRNA IL-10 se mostrou como um aparente regulador do INL pré-
operatorio nos pacientes com cardiopatia congénita submetidos a cirurgia corretiva (Figura 7).
Quanto menor a Sa0», maior ¢ este desbalace, e, consequentemente, ¢ maior o nivel INL pré-

operatdrio, ou seja, mais inflamado ¢ o paciente. O inverso também foi observado no presente
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estudo; quanto maior a Sa0,, menor ¢ este desbalace, e, consequentemente, ¢ menor o nivel
INL pré-operatdrio, ou seja, menos inflamado ¢ o paciente. Embora a correlagdo ndo tenha sido
forte, o que pode ser justificado pelo fato da diferenca entre os mRNA e o INL ndo ser maior
que duas vezes, pois, para o calculo amostral, consideramos que houvesse uma diferenga maior
ou igual a duas vezes entre os dois biomarcadores, apesar disso,0 comportamento da il-10
mRNA guardou relagdo com o nivel de SaO2 e o nivel de INL. Resultado similar ja foi
demonstrado em um estudo que incluiu 20 pacientes, 10 ciandticos e 10 acianéticos, quando
correlacionado o nivel de SaO, com a concentracdo de IL-10. Quanto mais ciandtico, menor a
concentra¢do da IL-10, resultado similar ao encontrado no presente estudo!®.

Os pacientes cianoticos que forem submetidos a cirurgia cardica com o uso da CEC irdo
experimentar a mesma resposta inflamatoria apds a CEC como todos os outros s6 que os com
INL mais alto aparentemente t€ém mais chance de que essa resposta seja generalizada e
descontrolada, levando a SRIS podendo impactar no desfecho. A resposta inflamatoria ¢ dada
em duas fases: a fase “precoce” ¢ iniciada pelo contato do sangue com células ndo endoteliais
do circuito de CEC e, no final, envolve constituintes humorais e celulares do sistema
imunoldgico. A fase “tardia” que perpetua as cascatas inflamatorias é caracterizada por lesdo
de isquemia-reperfusdo, endotoxemia, coagulopatia e reagdes do complexo heparina-

protamina!® !

. A ligagdo entre inflamacdo, coagulacdo e fibrinolitica cascatas ¢ complexa, e
pode ser parcialmente explicada pela fase aguda reagdes durante a CEC semelhantes as
observadas na sepse!'%!2, Outro link pode ser o fator nuclear kappa B (NFxB), um onipresente
e fator de transcricdo indutivel que estd implicado durante todos fases da resposta, mas
desempenha um papel central na regulagdo de genes pré-inflamatérios durante a reacao de fase

6-12

aguda®'“. Poder predizer quais pacientes apresentam um risco maior de ter essa resposta
exacerbada ao estresse cirurgico, e a exposi¢ao a CEC de forma simples e barata ¢ de grande
importancia clinica. Varias perguntas continuam em aberto em relagdo ao assunto, INL como

biomarcador prognostico.
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8 CONCLUSAO

Os pacientes com tetralogia de Fallot tiveram nivel mais alto do INL pré-operatdrio e
também pior prognostico. Os pacientes com tetralogia de Fallot tiveram menor expressao da

mRNA IL-10, que guardou relagdo com a saturacdo de O e o nivel de INL.
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9 LIMITACOES

Uma das limitagoes deste estudo foi o tamanho da amostra, ela foi calculada baseada na
expressao génica tecidual do mRNA e ndo baseado no INL, esse fato limitou as conclusdes.
Além disso, uma comparagdo e correlagdo com os mesmos mRNA no sangue periférico teria

agregado muito mais valor e dado mais robustez.
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O estudo foi custeado pelo Laboratorio de Genética e Cardiologia Molecular (LGCM);
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11 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como uma das limitagdes deste estudo foi o tamanho da amostra, que foi calculada
baseada na expressdo génica tecidual do mRNA e ndo baseado no INL, limitando nossas
conclusoes, pretendemos dar andamento ao trabalho que deu inicio a essa Tese. A intengdo ¢
dar continuidade ao estudo com um Projeto de Pés-Doutorado intitulado: Correlacdo entre a
Expressdo do mRNA e o Indice Neutrofilos-Linfocitos em sangue periférico de criangas com

tetralogia de Fallot.
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ANEXOS

ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-
HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa - Correlacdo entre © mRNA em biépsia de miocardio e o indice neutréfilos-linfécitos
pré-operatério em sangue periférico como marcadores de prognéstico em pacientes com cardiopatia
congénita cianética versus acianética submetidos a corregao cirtirgica (ESTUDO PREVISAO)

Pesquisador principal - Prof. Dr. Marcelo Bisceqli Jatene
Pesquisador Executante: Dr. Valdano Mateus Correia Osério Manuel
Departamento/instituto - Servigo de Cirurgia Cardiovascular Infantil.

O seu filho{a) esta sendo convidado(a) a participar de um estudo intitulado Correlagdo entre o miRNA
em biépsia de miocardio e o indice neutréfilos-infécitos pré-operatério em sangue periférico
como marcadores de prognéstico em pacientes com cardiopatia congénita cianética versus
acianética submetidos a corregdo cirlrgica. E através das pesquisas clinicas que ocorrem os
avangos na medicina, e a sua participagdo é de fundamental importancia.

O objetivo desta pesquisa é tentar entender se existe correlagdo (a relacdo que existe) entre um
parametro (medida) de baixo custo para medir a inflamagao chamado de indice neutréfilos-linfécitos
[(INL), neutréfilos e linfocitos sdo células de defesa do organismo que sdo medidas no hemograma] que
sera calculado através do hemograma de rotina pré-operatéria de sangue periférico (sangue da veia do
brago ou da perna) versus o miRNA (um material genético que regula a resposta inflamatéria) este sera
medido em bidpsia de auricula do atrio direito, que € uma das “cavidades™ do coragdo, em criangas com
idades entre 1 e 12 meses de idade.

Caso alo senhora/senhor permita que seu filho(a) participe da pesquisa, sera feita uma bidpsia
(procedimento cirdrgico no qual se colhe uma amostra “pedacgo de 5-10 mg" de tecido do coragdo para
posterior estudo em laboratério) da auricula do atrio direito antes da entrada em circulagdo
extracorpérea (circulagdo do sangue pela maquina). Este procedimento sera realizado no mesmo ato
cirirgico da corregdo da anomalia cardiaca e desta forma ndaoc aumentaria o tempo cirdrgico, pois se
trata de um procedimento rapido que ndao aumenta o risco e que muitas vezes é realizado também em
cirurgias de rotina.

Como rotina, ja ocorre no pré-operatério a coleta de sangue para exames do seu filho(a). Ele(a) podera
experimentar um certo grau de desconforto, mas o estudo proposto avaliara o resultado do exame de
rotina, ndo havera coleta de mais sangue antes da cirurgia por causa da pesquisa.

Na cirurgia, ja sob efeito da anestesia geral (dormindo para a realizacao da cirurgia), sera coletada uma
amostra de sangue para armazenamento no Biorrepositério (colegdo de material biolégico humano,
coletado e atmazenado ao longo da execugdo de um projeto de pesquisa especifico) do Laboratério de
Genética e Cardiologia Molecular do Incor. A quantidade de sangue coletado sera bem pequena (3-4 ml)
e nao sdo esperados efeitos colaterais por esta coleta.

Em relagdo a bidpsia, o seu filho ndo experimentara nenhum tipo de desconforto. O fragmento (pedago
de tecido do coragdo) de atrio direito coletado ndo fara falta e nem atrapalhara o funcionamento do
coracdo. A retirada deste fragmento do atrio direito (auricula) é rotineira para alguns cirurgiées, porém
no caso de participar da pesquisa esta remogdo sera sempre realizada. Nao sdo esperados riscos
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adicionais por esta biépsia pois este local geralmente faz parte do processo de canulagao (técnica de
preparagao para a circulagao extracorpérea) do atrio que ja acontece de forma habitual.

N3o havera consulta especial, coleta ou realizagdo de novos exames por conta da participagao na
pesquisa, o paciente sera acompanhado conforme o protocolo clinico para todos os pacientes operados
na instituicdo. Estdo garantidas todas as informacgdes que vocé queira antes e depois do estudo.

A participagao na pesquisa € voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar participar da pesquisa ou se
decidir participar, podera retirar seu consentimento a qualquer momento. Este fato ndo implicara na
interrupcao do atendimento ao seu filho(a), que esta assegurado.

As informacbes relacionas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos médicos que executam a
pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer informacao for divulgada em relatério ou
publicagao, isso sera sob forma codificada, para que a confidencialidade seja mantida.

Todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa (miRNA) ou o DNA para o banco de
dados ndo sao responsabilidade do paciente ou sua familia.

Pela participagdo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro. Quando os resultados forem
publicados, ndo aparecera seu nome ou de do seu filho(a), e sim em cddigo.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de duvidas. O investigador principal é o Prof. Dr. Marcelo Biscegli Jatene que pode ser
encontrado no enderego: Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44 —~ Bloco 2 - 2° andar no Servigo de
Cirurgia Cardiovascular Infantil. Telefone(s) (11) 89930-1616, e-mail mbiatene@uol.com. br Se vocé tiver
alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 ~ 5° andar - tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548,
(11) 2661-1549, das 7 as 16h de segunda a sexta feira ou por e-mail: cappesg.adm@hc fm.usp.br

Fui suficientemente informado a respeito do estudo "Correlagao entre o miRNA em bipsia de miocardio

e o indice neutréfilos-linfécitos pré-operatério em sangue periférico como marcadores de progndstico em
pacientes com cardiopatia congénita cianética versus acianética submetidos a corregao cirurgica”.

Eu discuti as informacdes acima com o Pesquisador Responsavel (Prof. Dr. Marcelo Biscegli Jatene) ou
pessoa (s) por ele delegada (S) (......cccoueriiiiiiiiiiciiiseceecaaae ) sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim os objetives, os procedimentos, os potenciais desconfortos e
riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar deste estudo, assino este termo de
consentimento e recebo um via rubricada pelo pesquisador.

Data / /

Assinatura do participante /representante legal

Nome do participante/representante legal

Assinatura do responsavel pela entrevista
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ANEXO B - APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA

=8¢ [J0( 213}
r o USP - HOSPITAL DAS
F CLINICAS DA FACULDADE DE W
| Ao MEDICINA DA UNIVERSIDADE
Crmeme DE SAO PAULO - HCFMUSP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CORRELAGAO ENTRE O miRNA EM BIOPSIA DE MIOCARDIO E O INDICE
NEUTROFILOS-LINFOCITOS PRE-OPERATORIO COMO MARCADORES DE
PROGNOSTICO EM PACIENTES COM CARDIOPATIA CONGENITA CIANOTICA
VERSUS ACIANOTICA SUBMETIDOS A CORRECAO CIRURGICA

Pesquisador: Marcelo Biscegli Jatene

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2

CAAE: 44374721.0.0000.0068

Instituigdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.709.162

Apresentacio do Projeto:

miRNA em biopsia de miocardio e o indice neutréfilos-linfocitos PRE-operatério em sangue periférico como
marcadores de prognéstico em pacientes com cardiopatia congénita clanética Versus aclanética Submetidos
a corre¢AO cirdrgica. Os autores tém como hipétese principal que ha uma correlagdo positiva entre o INL
pré-operatdrio e 0 miRNA em pacientes cardiopatas. E que exista uma expressdo maior de miRNA, com
valores maiores de INL em pacientes com TF (ciandticos) versus pacientes com CIV (adandticos)

Serdo incluidos 66 pacientes consecutivos para o grupo de pacientes com TF e 66 para o grupo de
pacientes com CIV, tendo sido realizado calculo amostral,

Objetivo da Pesquisa:

Esta pesquisa tem como objetivo principal correlacionar o miRNA em biopsia de miocardio e o indice
neutréfilos-linfocitos pré-operatdrio em sangue periférico como marcadores de prognéstico em pacientes
com cardiopatia congénita cianética versus aciandlica submetidos a corregdo.

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

Bairro: Cerqueira Casar CEP: 05.403-010

UF: 5P Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesg adm@hc.fmusp.be
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Corinusgdo do Parecer: 4 709,162

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

Ja avaliados e descritos em parecer anterior.

Comentirios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisadores fizeram as adequagdes solicitadas quanto a biopsia durante o procedimento.
Consideragées sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Pesquisadores fizeram as adequagdes solicitadas quanto a biopsia durante o procedimento.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem necessidade de novas adequagdes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n® 466/12 ~ cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitades pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuals e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagao, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgdo do projeto ou a n&o publicagéio dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 06/05/2021 Aceito
| do Projeto ROJETO 1414865.pdf 10:53:47
TCLE /Termos de  |2_TCLE_V2021.doc 06/05/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
Assentimento / 10:53:27 |Santana Martinho
Justificativa de
| Auséncia -
Projeto Detalhaco / |1_PROJETO_DOUTORADO_V2021.do | 06/05/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
Brochura cx 10:53:20 |Santana Martinho
| Investigador
Qutros carla_resposta_CEP_5188.docx 06/05/2021 |Elaine Lagonegro Aceito

10:52:45 | Santana Martinho
Qutros Carta_Resposta_CEP_5188.pdf 06/05/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
10:61:32 | Santana Martinho
Projeto Detalhado / | 1_PROJETO_DOUTORADO.docx 10/03/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
Brochura 14:43:03 | Santana Martinho
Unvestigador

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

Bairro: Cergueira Cesar CEP: 05403-010
UF: SP Munlciplo: SAO PALLO
Telefone: (11)2661.7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@@hc.im.uspbr
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Contiragho do Parecer: 4,702,162

Outros 8_Biorrrepositorio.pdf 10/03/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
13:07:53 | Santana Martinho

Qutros 8_Biorrepositorio.doc 10/03/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
13,07:38 | Santana Martinho

Outros 7_Carta_POS.pdf 10/03/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
13:07:27 | Santana Martinho

Qutros 7_cara_pos.docx 10/03/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
13:07:16 | Santana Martinho

Outros 6_Cronograma.docx 10/03/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
13:07:08 [Santana Martinho

Outros 5_Dados_Digitais.pdf 10/03/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
13:06:57 | Santana Martinho

Outros 5_dados_digitais.docx 10/03/2021 | Elaine Lagonegro Aceito
13:06:46 | Santana Martinho

Outros 4_DECLARACAQ_CUSTO.pdf 10/03/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
13:06:36 | Santana Martinho

Outros 4_Declaracao_Custo.doc 10/03/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
13:06:24 | Santana Martinho

TCLE/Termos de |2_TCLE.doc 10/03/2021 |Elaine Lagonegro Aceito

Assentimento / 13:06:13 |Santana Martinho

Justificativa de

[ Auséncia :

Outros 3_ORCAMENTO.docx 10/03/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
13:05:54 _| Santana Martinho

Qutros fr_sgp_assinada.pdf 10/03/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
13:05:18 | Santana Martinho

Folha de Rosto FR_PB_ASSINADA pdf 10/03/2021 |Elaine Lagonegro Aceito
13:05:03 | Santana Martinho

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:
Né&o

SAO PAULO, 33 de Maio de 2021

Assinado por:

ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador(a)) l COMISSAO CIENTIFICA

~wi T
i
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Sovo Lo

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

Bairro: Cergueira Cesar CEP: (05.403.010
UF: sP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661.7585 Fax: (11)2661.7585 E-mail: cappesgadm@hc.fm.usp.br
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ANEXO C - DECLARACAO DE CUSTOS

DECLARAGAO DE CUSTOS
DADOS SOBRE A PESQUISA

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: C orrelagio entre 0 mRNA em bidpsia de miocardio ¢ o
indice neutrofilo-linfocito pré-operatério como marcadores de progndstico em pacientes com cardiopatia
congénita ciandtica versus aciandtica submetidos & corregdo cirlrgica

PESQUISADORES PRINCIPAL:
L. Professor Doutor Marcelo Biscegli Jatene
- CARGO/FUNCAO: Diretor do Servigo de Cirurgia Cardiovascular Infantil do InCor-
HCFMUSP
- INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N* 49,952 (CRM-SP)
- MATRICULA InCor Fundagdo Zerbini: 616065

UNIDADE DO HCFMUSP: InCor - Cirurgia Toricica e Cardiovascular
DURACAO DA PESQUISA: 36 meses

CARACTERISTICAS DO ESTUDO: FEstudo observacional retrospectivo (revisio de prontudrios
¢letrdnicos para checar o hemograma de rotina pré-operatdio) ¢ prospectivo (bidpsia de miocrdio para
o estudo do mRNA ¢ coleta de 3-4 mL de sangue periférico para a extragdo de DNA com aplicagio
devida do termo de consentimento livre ¢ esclarecido) em criangas com tetralogia de Fallot ¢ em
criangas com comunicagdo interventricular que seriio submetidas a comeglo cinlrgica conforme o
agendamento do hospital.

Declaro para os devidos fins que 0s custos referentes a parte prospectiva do projeto de pesquisa
acima citado, serdio de total responsabilidade do Laboratorio de Genética ¢ Cardiologia Molecular.
Ambas as partes do protocolo no acarretariio custos adicionais & Instituigdo.
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