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RESUMEN

La enfermedad vascular del injerto (EVI) es junto con las neoplasias uno de los
principales factores limitantes de supervivencia a partir del primer afo del trasplante
cardiaco. Consiste en la afectacion de los vasos de los corazones implantados, incluyendo
arterias, venas y microcirculacién. Se caracteriza desde el punto de vista histolégico por
una hiperplasia de la intima con proliferacion de células musculares lisas, depdsito de
proteoglicanos, matriz extracelular y fibrosis, que lleva a la obliteracién progresiva de la luz
vascular. Aunque la etiologia de la EVI no es del todo bien conocida, se cree que la base de
la enfermedad estd en la disfuncion endotelial causada por diferentes mecanismos

inmunoldgicos y no inmunoldgicos.

La denervacion de los corazones implantados condiciona que la EVI sea un
fenédmeno habitualmente silente y que las manifestacions clinicas aparezcan en estadios
avanzados de la enfermedad. El diagndstico se realiza generalmente con coronariografia y
ultimamente disponemos del TAC de arterias coronarias. Ambos procedimientos no

pueden realizarse de forma repetitiva debido a la morbilidad asociada.

Las opciones de tratamiento son limitadas. Si bien algunos inmunosupresores han
demostrado ser eficaces en retrasar la aparicidon de EVI si se administran en los primeros
meses tras el trasplante, el tratamiento farmacoldgico no ha mostrado ser util en evitar la
progresion de la EVI establecida;la revascularizacion quirdrgica a menudo no es
técnicamente factible y los procedimientos de revascularizacién percutdaneos no han
demostrado hasta la actualidad impacto sobre la supervivencia. La Unica opcién

terapéutica definitiva es el retrasplante, cuya indicacién se lleva a cabo de manera
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excepcional y en casos muy seleccionados. Teniendo en cuenta las limitaciones
terapéuticas cuando la enfermedad estda evolucionada seria fundamental prevenir su

aparicioén y realizar un diagndstico precoz.

El objetivo de este estudio fue evaluar la utilidad de los biomarcadores sAXI, GAS6,
Lp-PLA2, GDF-15, c-TnT-hs y del cociente Th1/Treg en el diagndstico de la EVI y en la
prediccién de eventos clinicos en un grupo de 96 pacientes trasplantados de corazén. La
determinacién de los biomarcadores se realizé en un margen de 6 meses respecto la
coronariografia o TAC de coronarias programado de acuerdo con el protocolo asistencial de

nuestro centro.

Los resultados muestran que la determinacidon de cTnT-hs y sAXL esutil en la
deteccién de vasculopatia del injerto, siendo cTnT-hs el biomarcador con mayor poder
predictivo independiente. El cociente Th1l/Treg es el marcador que presenta mayor
sensibilidad en el diagndstico de EVI. Los niveles de cTnT-hs y sAXL se han asociado de
manera independiente a mayor riesgo de eventos clinicos en pacientes receptores de
trasplante cardiaco y las concentraciones de cTnT-hs son ademas predictoras de eventos
clinicos en pacientes con EVI moderada-severa. Los biomarcadores GAS6, Lp-PLA2 y GDF-15

no han mostrado ser de utilidad en la deteccion de la EVI.

En consecuencia la determinacién de las concentraciones de cTnT-hs y del cociente
de poblaciones linfocitarias Th1l/Treg en el seguimiento de los receptores de trasplante
cardiaco podria plantearse como alternativa no invasiva en el diagndstico de la

vasculopatia del injerto.
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ABREVIATURAS

EVI : enfermedad vascular del injerto

ISHLT : Sociedad Internacional de Trasplante de corazén y pulmdn
CAV: cardiac allograft vasculopathy (enfermedad vascular del injerto)
HLA: antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad

AMR: rechazo mediado por anticuerpos

TAC: tomografia axial computerizada

IVUs: intravascular ultrasound (ecografia intracoronaria)
CardioRM: cardio resonancia magnética

BEM: biopsia endomiocardica

PCR: técnica de reaccion en cadena de la polimerasa

CMV: citomegalovirus

TAM: familia de receptores de la tirosin kinasa

sAXL: forma soluble del receptor de la tirosin kinasa AXL

GAS6: growth-arrest specific gene 6

GDF-15: growth differentiation factor 15

cTnT-hs : troponinas ultrasensibles cardiacas
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INTRODUCCION

1. GENERALIDAES

El trasplante cardiaco continda siendo hoy en dia, el tratamiento de eleccion para
un grupo seleccionado de pacientes con insuficiencia cardiaca refractaria.Desde el primer
trasplante cardiaco en 1967 hasta junio del 2013 se han realizado en todo el mundo
116.104 procedimientos, en receptores de todas las edades, segun los datos publicados en
el ultimo Registro Internacional de Trasplante Cardiaco Y incluyendo 104.027 trasplantes
en pacientes adultos. En Espafa desde mayo de 1984 hasta diciembre del 2013, se han

llevado a cabo 6.632 trasplantes en receptores de 16 o mas afos de edad 2,

A lo largo de los afios, la supervivencia de los pacientes trasplantados de corazén ha
ido mejorando de manera significativa, consolidando el trasplante como la mejor opcién de
tratamiento en pacientes con insuficiencia cardiaca avanzada. Los progresos en la
inmunosupresidon han permitido un buen control del rechazo agudo. La incidencia actual de
rechazo agudo significativo, definido como aquel con necesidad de tratamiento, es del 13%
en el primer afio segun los datos del ultimo registro de la ISHLT (Sociedad Internacional de
Trasplante de corazén y pulmc')n)l, lo que representa un descenso significativo respecto al
23 % publicado hace 10 afios. La baja incidencia de rechazo, junto con un mayor control de
las infecciones, permite que en la actualidad la supervivencia al ano del trasplante cardiaco

sea del 85%.
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Sin embargo, no ocurre lo mismo con la supervivencia a largo plazo.Los datos del
Registro Internacional no muestran una mejoria significativa de la supervivencia mas alld

del afio del trasplante en la ultima década, como se muestra en la figura 1.

Adult Heart Transplants

Kaplan-Meier Survival by Era
(Transplants:January 1982 — June 2012)

All pair-wise comparisons were significant at p < 0.0001 except
2002-2005 vs. 2006-6/2012 (p = 0.9863).

g _ \H

g 1982-1991 (N = 21,341}

g 1992-2001 {N = 39,446)

a1 —2002-2005 {N = 13,541)

2006-6/2012 (N = 22,821)
20
Median survival (years): 1982-1991=8.4; 1992-2001=10.7; 2002-2005=NA; 2006-6/2012=NA
o T T T T T T T T T T T T T T T T

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1B

JHLT. 20114 Oct; 33{10) 9961008

Figura 1. Supervivencia media por periodos en pacientes adultos receptores de Trasplante cardiaco. Datos del
Registro Internacional de Trasplante Cardiaco. La supervivencia a corto plazo de los receptores de trasplante
cardiaco ha aumentando comparando la década de los afios 80 con la década de los 90. La supervivencia al
afio de la cohorte mas reciente de pacientes trasplantados entre 2006 y 2012 es similar a la de los pacientes
trasplantados entre 2002 y 2005. Asimismo, comparando las dos ultimas cohortes de pacientes receptores de
trasplante cardiaco tampoco se observa mejoria de la supervivencia a largo plazo. Tomado de J Heart Lung
Transpl 2014;33:996-1008
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Los datos del Registro Nacional de Trasplante, como se recoge en la figura 2,
parecen mostrar una tendencia hacia una mayor supervivencia a partir del octavo afio de
trasplante en los pacientes tratados entre los afios 2004-2013 respecto a la década

anterior aunque no alcanza significacion estadistica.

0,75 4

\ p = 0,001
0'50 \
0,25

“—\-\q__‘__
0, , ; . ; .
0 5 10 15 20 25
Tiempo de supervivencia (anos)

En riesgo, n
1984-1993 1.139 678 508 347 222 28
1994-2003 2.869 1.864 1.477 468 0 0
2004-2013 2.326 794 0 0 0 0

— 1984-1993 1994-2003 2004-2013

Figura 2: Curvas de supervivencia para los decenios 1984-1993,1994-2003 y 2004-2013 del Registro Nacional
de Trasplante Cardiaco. Se aprecian diferencias significativas (p = 0,001) entre lasupervivencia en el periodo
1984-1993 y las de 1994-2003 y 2004-2013 durante el primer aifio postrasplante. Las curvas de supervivencia
a partir del primer afio postrasplante son practicamente paralelas entre todos los periodos. Parece haber una
tendencia a mejor supervivencia a partir del octavo afio de seguimiento en la cohorte 2004-2013 comparada
con la cohorte previa, aunque sin alcanzar significacion estadistica. Tomado de Rev Esp Cardiol Supl.2015;15
(B):31-42

Si bien la disfuncién del injerto y las infecciones son las principales causas de
mortalidad a lo largo del primer afio de seguimiento en los receptores de un trasplante
cardiaco, lasneoplasias y la enfermedad vascular del injerto (EVI) son los principales

limitantes de la supervivencia a largo plazo, como se observa en la figura3.
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Adult Heart Transplants

Relative Incidence of Leading Causes of Death
{Deaths: January 2006 — June 2013)

50
=—CAY Aaute Rejection
=¢=Malignancy {(non-lymph/PTLD} infection {non-CMV}
10 Graft Failure =¢=Multiple Organ Failure
Renal Failure
30

% of deaths

0 v T T T T T T
0-30 Days 31Days— >1Year— >3 Years— >5 Years— >10 Years— >15 Years
(N=1,679) 1Year 3 Years 5Years(N=933] 10 Years 15 Years N=2,371)

{(N=1,596) {N=1,135) (N=2,504) (N=2,617)

01

ISHLT » INTERNATIONAL SOCIE

Figura 3: Incidencia relativa de las causas de muerte por periodo de seguimiento tras el trasplante cardiaco.
Datos del Registro Internacional de Trasplante. Lascprincipales causas de muerte son la disfuncion del injerto,
el fallo multiérganico y las infecciones, particularmente en los primeros afios de seguimiento tras el
trasplante. A partir del primer afio postrasplante adquieren protagonismo las neoplasias y la enfermedad del
injerto como principales responsables de mortalidad. Tomado de J Heart Lung Transpl 2014;33:996-1008

La prevalencia de EVI segin los datos del Gltimo Registro Internacional’ de
trasplante es del 8 % al ano, del 30 % a los 5 afios y del 50 % a los 10 anos. Su aparicion
conlleva peor prondstico y aumenta de manera significativa la mortalidad a largo plazo. La
deteccidn de EVI precoz, en el primer aiio tras el trasplante, es un factor independiente de

mortalidad a 5 afios en los receptores de un trasplante cardiaco’.
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La enfermedad vascular del injerto se caracteriza por la afectacién de los vasos
coronarios de los corazones implantados, incluyendo las arterias epicdardicas, las venas y la
microcirculacién. Desde el punto de vista histolégico, como se aprecia en la figura 4,
consiste en una hiperplasia concéntrica de la intima por proliferacién de las céluals
musculareslisas, depdsito de proteoglicanos, macréfagos, matriz extracelular y fibrosis, que

lleva a la obliteracién progresiva de la luz de los vasos afectados.

Figura 4A Figura4B

Figura 4 4A: Corte transversal de una arteria coronaria con enfermedad vascular del injerto. El estudio
histolégico identifica las siguientes capas 1: endotelio; 2: neointima dividida en dos partes segmento 2aen el
no hay células musculares lisas y encontramos un acimulo de células mononucleares y el segmento 2b en el
que si estan presentes células las musculares lisas ; 3: tinica media ; 4: adventicia; 6: acumulacion de células
mononucleares en la pared del vaso . Figura 4B: estudio comparativo de una seccion de la pared arterial
entre una arteria coronaria sana (ay b) y una arteria coronaria de un paciente trasplantado con vasculopatia
del injerto (c y d) en la que se aprecia la hiperplasia intimal. Circulation 2006;114:1599-1607
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Aunque la vasculopatia del injerto en ciertos aspectos podria simular una
ateroesclerosis acelerada, presenta ciertas caracteristicas diferenciales respecto a la
misma>*: a)afecta tanto a las arterias coronarias epicardicas como a la micorcirulacién;
b)no tiene predileccién por los segmentos proximales, sino que la lesidn se asienta a lo
largo de toda la longitud del vaso, provocando un estrechamiento concéntrico y difuso de
los vasos coronarios, c)las lesiones focales, aunque a veces presentes, son menos

caracteristicas que en la ateroesclerosis convencional.
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2- FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD VASCULAR DEL INJERTO

Si bien gran parte de los mecanismos implicados en el desarrollo de la EVI son

desconocidos, se cree que el origen de la enfermedad estaria en la disfuncidn del endotelio

6,7,8

de los vasos del drgano implantado Diferentes factores inmunoldgicoas y no

9,10,11

inmunoldgicos , a través de la lesion endotelial llevarian a la aparicién de las lesiones

coronarias como se muestra en la figura 5.

Non-immunological Risk Factors

Immunological Risk Factors Hypertension
HLA antigen mismatches ‘ Hyperlipidemia
Number/duration of cellular rejection episodes ~ Diabetes/metabolic syndrome
Immunosuppression Cytomegalovirus Infection
Antibody-mediated rejection (AMR) Mode of donor brain death
Donor age

Ischemia-reperfusion (I/R) injury

¢ ¢

Endothelial Injury/dysfunction
Endothelial ICAM-1/VCAM-1/MHC
class Il upregulation
C4d deposition
Coagulation activation
Vascular smooth muscle cell
proliferation and migration

Inflammation
MHC Class Il antigen upregulation
Macrophage/lymphocyte activation
Cytokine and chemokine release
Prothrombotic Imbalance
CRP

Cardiac allograft

vasculopathy
(cav)

Figura 5: Esquema de los mecanismos implicados en el desarrollo EVI. Tomado de Translational

Research 2012;159:238-251
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2.1 Papel de la disfuncién endotelial en el desarrollo de la enfermedad
vascular del injerto

Es conocido que la alteracién de la funcidn endotelial, presente en pacientes con
factores de riesgo cardiovascular, insuficiencia renal y otras entidades, precede a la
aparicién de las lesiones ateroesclerdticas. El endotelio no sélo ejerce de barrera
protectora entre los tejidos y el torrente sanguineo, sind que también es un érgano con
funciones paracrinas y autocrinas que responde tanto a alteraciones hemodinamicas como
a estimulos quimicos. Juega un papel fundamental en la regulacién del tono vasomotor, en
la adhesién de diferentes células entre ellas linfocitos T y monocitos, en la migracién de las
células musculares lisas y en la resistencia a la trombosis. En consecuencia, en condiciones
normales el endotelio mantiene una funcién vasodilatadora, anticoagulante vy
antinflamatoria®®.El término disfuncién endotelial, o mas bien activacién endotelial, hace
referencia a una alteracion caracterizada por la pérdida de las funciones reguladoras, en la
gue los factores inflamatorios promueven la activacion de monocitos y la adhesion de las
células T, la formacién de células espumosas, la sintesis de colageno y proteoglicanos, la
proliferaciéon y migracién de células musculares lisas vasculares, la vasoconstriccién y la
trombosis como se esquematiza en la figura 6. Estas alteraciones morfoldgicas vy

funcionales conducen a la formacién de la placa ateroesclerética.
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Figura 6.6.A. Funciones del endotelio en condiciones normales y mol
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antitrombdtica.

disfuncionante con incremento de la expresion de moléculas inflamatorias y procoagulantes y péridada del
tono vasomotor que conducen a un estado de vasoconstriccién, proinflmamatorio y protrombético. Tomado

anticoagulante,
de J Am Soc Hypertns 2012;6(2):85-99.

la actividad vasodilatadora,

de
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La alteracién de la permeabilidad vascular es uno de los mecanismos que
caracteriza el inicio del proceso de la disfuncidn endotelial. La pérdida de la capacidad del
endotelio para controlar el trafico de determinadas moléculas hacia el interior de la pared
permite el depdsito de moléculas circulantes, como el fibrinégeno y las lipoproteinas de
baja densidad (LDL). El endotelio disfuncionante , ademas , expresa proteinas de
membrana (E-selectina, P-selectina, VCAM-1- molécula de adhesion vascular-, ICAM 1-2-3-
molécula de adhesion intercelular- ) que actian como moléculas de adhesiéon para

12131415 "Una vez adheridas al endotelio

receptores especificos de monocitos y linfocitos T
los monocitos y linfocitos T son activados produciendo diferentes citocinas implicadas en la
estimulacion de la elaboracion de matriz extracelular (colageno y proteoglicanos ) y en la

migracion de las celulas musculares lisas hacia la intima." El resultado final de la activacion

endotelial es la formacion de una placa ateroesclerética.

Otra de las caracteristicas que acompafa a la disfuncion endotelial es la alteracidon
del tono vasomotor. En condiciones normales las células endoteliales sintetizan y liberan
oxido nitrico y PGI2, que difunde hacia las células musculares lisas originando la relajacién

I 12,13,14,15

de las mismas y en consecuencia la vasodilatacién arteria . La disfuncién endotelial

altera la produccidn de dichas moléculas lo que predispone a la vasoconstriccion.

Asimimso el endotelio normofuncionante tiene una actividad antitrombética vy

12,15 .
=, Sin

anticoagulante, gracias a la produccién del activador tisular del plasminégeno
embargo , el endotelio también puede elaborar substancias procoagulantes vy

protrombdticas como el factor von Willebrand, molécula de ahesién plaquetarlz. En el
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endotelio disfuncionante hay un desequilibrio entre estas actividades a favor de un esado

protrombdtico.

En condiciones normales, las células endoteliales tienen un indice de recambio muy
bajo, que aumenta en las zonas mas propensas a la aparicién lesiones, donde también se

1415 Esta observacion

detectan un mayor nimero de células en proceso de apoptosis
sugiere que la apoptosis de las células endoteliales debe estar relacionada con el desarrollo

de las lesiones aterosclerdticas.

La enfermedad vascular del injerto seria el resultado del dafio endotelial
acumulado, ocasionado tanto por mecanismos inmunolégicos como no inmunolégicos4’9’10.
El dafio endotelial faciliataria la proliferacion y migracion de células musculares lisas desde
la capa media de la pared vascular y la sintesis de matriz extracelular, responsables del
engrosamiento progresivo de la intima. Las células mononucleares y macroéfagos que
atraviesan el endotelio gracias al aumento de la permeabilidad por la activaciéon de los
mecanismos de inflamacién, también se acumularian en esta nueva “neointima”. Estos
cambios estructurales, que se muestran en la figura 7, provocan una disminucién

progresiva del calibre de la luz arterial , que condiciona isquemia miocardica y lleva a la

disfuncion del injerto**
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Figura 7: Esquema de los cambios estructurales en los vasos coronarios en la EVI. Diferentes
mecanisos inmunonoldgicos y no inmunologicos lesionan el endotelio. Como consecuencia de la
disfuncidon endotelial se produce la migracién y proliferacion de celulas musculares lisas desde la
media (de color rojo) , la sintesis y depdsito de matriz extracelular y el paso de células
mononucleares y macrdfagos a la intima (de color amarillo). Esta hiperplasia intimal lleva a una
disminucion progresiva del calibre de la luz arterial (en azul). Ademas los mecanismos inflamatorios
e inmunoldégicos activados pueden ocasionar un engrosamiento de la adventicia responsable del
remodelado constrictivo que también existe en la EVI. Tomada de Libby P, Pober J. Immunity
2001;14:387-397
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2.2) Mecanismos inmunolégicos implicados en el desarrollo de la

enfermedad vascular del injerto

A lo largo de los afos esta adquiriendo cada vez mayor consistencia la base

inmunolégica de la enfermedad vascular del injerto 16,1718

La inmunorespuesta del
huésped, en la que estan implicados las células T, B y macroéfagos, se postula como una de
las principales causas de la disfuncidn endotelial del injerto. El reconocimiento de las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) y de determinados antigénos,
conduce a la activacidn de las células T responsables de la respuesta citotdxica, como se
muestra en la figura 8. El desarrollo de anticuerpos dirigidos contras determinadas
moléculas del donante también se ha implicado en el desarrollo de EVI. Esta respuesta
inmunolégica en el receptor, ya sea a través de la activacion linfocitaria o mediante
anticuerpos antiHLA y no antiHLA puede dafar el endotelio mediante la fijacion del

complemento o promoviendo respuestas proinflamatorias a través de la activacion de

~ s 1
sefiales de transduccion®.

Acute Injury
(ischemsa, Trauma. Eic) Neutrophils
/ A "’ﬂ «— Morocylee/Mazrophages
g Alloresponse
vpf "W,
pr— —~ f >
Macrophages 2
L3, MP2 ‘
(EC and SMC) |
Teo d Arteriopathy

Figura 8. Participacion del sistema inmunoldgico en el desarrollo de EVI. Diferentes citocinas facilitan el
reclutamiento de células implicadas en la inmunidad innata, de linfocitos T aloespecificos y de células

musculares lisas. Tomado de Mitchell, Libby. Circ Research 2007;100: 970.
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2.2.1 Papel de la inmunidad celular en el desarrollo de la enfermedad vascular del injerto

2021 realizados en modelos animales

A comienzos de los afios 2000, varios estudios
mostraron que la respuesta de linfocitos T juega un papel relevante en el desarrollo de
vasculopatia en el injerto. Una vez activados los linfocitos T CD4+ se diferencian en Thl o
Th2, que expresan distintos receptores y liberan diferentes citocinas. Los linfocitos T, ya sea
a través de las citocinas inflamatorias, entre ellas IL-2 e IFNgamma y de la activacién de
mecanismos de adhesion celular, contribuirian a la lesion endotelial y al desarrollo
progresivo de la afectacion vascular. Estudios experimentaleszz’23 han mostrado que el

IFNgamma juega un papel fundamental en el reclutamiento y migracién de células

mononucleares inflamatorias de la luz arterial a la neointima.

Methe y colaboradores % evaluaron en pacientes trasplantados de corazén la
correlacion entre distintas poblaciones de linfocitos T en sangre periférica con el
desarrollo de disfuncién endotelial como marcador precoz de EVI. En este estudio
Unicamente el incremento de céluas Thl (CD3+IFNgamm+) y no de células Th2 se
correlaciond con disfuncién endotelial. Segun estos autores los linfocitos T liberarian
IFNgamma provocando la activacién de macréfagos y produciendo factores de crecimeinto
gue contribuirian a la proliferaciéon de celulas neointimales, con el consiguiente desarrollo

de lesiones obstructivas coronarias.

Cada vez estd adquiriendo una mayor relevancia el andlisis de mecanismos
inmunoreguladores basados en el quilibrio entre las poblaciones linfocitarias efectoras

22,25-27

(Thl y Th17) y las poblaciones de linfocitos T reguladoras. Varios trabajos apoyan la

participacién desigual de las diferentes poblaciones linfocitarias en el desarrollo de la EVI.
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El estudio de piezas histolégicas de arterias coronarias procedentes de autopsias de
pacientes trasplantados de corazén, ha mostrado® que el infiltrado predominante en los
pacientes con EVI es de linfocitos Thl. Como se aprecia en la figura 9 esta poblacién de
linfocitos se localiza fundamentalmente a nivel de la neointima y de la adventicia. Los
mismos autores no encontraron practicamente expresion de linfoctios T reguladores ni de
[I-10 en las muestras histolégicas de coronarias de pacientes con EVI, lo que les lleva a
postular la participacion e implicacion desigual de las diferentes poblaciones linfocitarias en
el desarrollo de la vasculopatia del injerto, con un papel predominante de los linfocitos Thl

en el desarrollo de la EVI.

4 A e B8 E F
R : '
£s « [
T
.
g 4
' A& a
b -
"7“ 1
- A
p
c D . . (8 L OH
T
et - Tap
e L L : s A
¥y e
FNES
SO ¢
S A ’
T o b "\
A e v -

Figura 9: Estudios histoldgicos de coronarias de autopsias de pacientes trasplantados de corazén con CAV. En
la imagen A se aprecia el infiltrado de mononucleares extravascular; imagen B tincién de hematoxilina eosina
donde se aprecia la pérdida de tejido conectivo de la intima con infiltaracion de mononucleares, la neointima
con células musculares lisas al igual que en la media y la adventicia; C y E muestran la presencia de linfocitos
CD 3+ en la neointima con diferentes técnicas (inmunohistoquimica en la figua C y hematoxilina eosina en la
figura E). Tomado de Am J of Transplant 2008;8:1040-1050
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En una revision reciente®® sobre los mecanismos implicados en la disfuncién

endotelial se propone una nueva via en la regulacién de la funcién vascular, en la que los

linfocitos T reguladores tendrian un papel protagonista. Las células T reguladoras, ya sea a

través de la interaccion directa con las células endoteliales o mediante la liberacion de

citocinas con propiedades antiinflamatorias, jugarian un papel relevante en la preservacién

de la funcién endotelial, como se esquematiza en la figura 10.

perspectivas de conocimiento y tal vez de opciones terapéuticas.
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Figura 10: Contribucidn del sistema inmunoldgico a través de los linfocitos T reguladores en el control de la

funcién endotelial. Las células T reguladoras ya sea de manera directa sobre la célula endotelial o mediante la

liberacién de citocinas antiinflamatorias tendrian un papelrelevante en la preservacién de la funcion

endotelial. Tomado de J Hematol Oncol 2014;7:80
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Diferentes publicacioneszg'34

muestran una correlacidn entre el rechazo agudo y el
desarrollo de vasculopatia del injerto, lo que apoyaria la base inmunoldgica de la EVI. En
1998 el grupo de Sant Pau publicé® la respuesta favorable del incremento del tratamiento
inmunosupresor en pacientes que desarrollaron EVI tras el trasplante. En este estudio se
consiguid la resolucién de las lesiones coronarias diagnosticadas con angiografia y/o de los
defectos de perfusidn miocardicos de los estudios isotdpicos en el 68% de los pacientes con
el incremento del tratamiento inmunosupresor. Los episodios de EVI tratados en el primer
afio postrasplante presentaron mayor probabilidad de resolucién (92% respecto 40%). La
respuesta mas favorable en el primer afio postrasplante, probablemente sea debida a que
en este periodo predomina un componente inflamatorio en las lesiones y en consecuencia
seria mas susceptible al tratamiento inmnosupresor. Las alteraciones vasculares mas alla
del afio vendrian caracterizadas fundamentalmente por la fibrosis y la proliferacién intimal

de celulas musculares lisas y no responderian de manera tan efectiva al incremento de la

inmunosupresion.

Raichlind y colaboradores 31,32

, estudiaron en pacientes trasplantados de corazon la
correlacién entre el rechazo celular en los primeros 6 meses postrasplante y el desarrollo
de EVI angiografica (definida por la presencia de lesiones coronarias >40% en algun vaso
principal o secundario). Los pacientes con indices de rechazo mds elevados durante los
primeros seis meses tras el trasplante, presentaban mayor riesgo de desarrollar EVI y
mayor incidencia de “placas inflamatorias “(definidas por un contenido de core necrdtico y

calcio >30%) en el estudio mediante histologia virtual de la arterias coronarias como se

ejemplifica en la figura 11.
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Grayscale IVUS Cross-Sectlon and VH-IVUS Images

Grayscale intravascular ultrasound (IVUS) cross-section imaging (bottom) and corresponding
virtual histology (VHHVUS images (top) from patients with VH-IVUS—derived inflammatory plague.

- Fibrous Plague - Hecrotic Core
l:l Fibro-Fatty Plague D Dense Caloum

Figura 11. Ejemplo de imdgenes de una arteria coronaria de un paciente trasplantado de corazén obtenida
mediante histologia virtual (imagen superior) y por IVUs (imagen inferior). En la imagen del IVUs se puede
apreciar y cuantificar el grado de hiperplasia intimal. La histologia virtual perfila la composicién de las placas
ateroesclerdticas visualizadas identificando cada componente con un color. El verde intenso corresponderia a
placas fibrosas, el verde palido a placasa fibrolipidicas, el rojo al core necrético y el balanco al calcio. Las
imagenes mostradas en este ejemplo corresponderian a una placa inflamatoria con abundante core necrético
de color rojo. Tomado de J Am Coll Cardiol 2009;53:1279-86

En la misma linea en 2010 Arora y colaboradores® analizaron la correlacién entre
marcadores de inflamacién en muestras de sangre periferica con el desarrollo de EVI al afo
del trasplante. El estudio angiografico se completd con la realizaciéon de IVUs e histologia
virutal. Los pacientes con un grosor intimal por IVUS > 0.5 mm presentaban niveles
significativamente mas elevados de proteina C reactiva, sTNFR-1, VCAM-1 y neopterina
(todos ellos marcadores de inflamacidn). En los analisis de histologia virtual aquellos
pacientes con un componente inflamatorio de la placa > 30% también presentaban niveles
mas elevados de proteina C reactiva, sTNFR-1, VCAM-1 y neopterina, lo que sugeriria la

relacion entre los mecanismos inflamatorios y el desarrollo de EVI.
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Huibers y colaboradores®®> en estudios histoldgicos de arterias coronarias
procedentes de autopsias de pacientes trasplantados de corazén definieron 4 fenotipos
histolégicos de EVI. La clasificacidn se realizd en funcién de la cantidad de infiltrado de
mononucleares y de la proporcién y densidad del tejido conectivo en el estudio histoldgico
de las muestras. En la figura 12 se muestran los fenotipos histolégicos de EVI que

definieron H-CAVO, H-CAV1, H-CAV2 y H-CAV3.

Figura 12: Tipos histoldgicos de EVI: H-CAV 0: ausencia o escasas células mononucleares en la intima con
grosor normal de la misma. H-CAV1: pérdida de tejido conecitvo de la intima con infiltracién de céluas
mononucleares en la neointima.H-CAV 2: neoinitma con abundante tejido conectivo y presencia de células
musculares. H-CAV 3: tejido conectivo muy denso en la neointima , escasas células musculares lisas y
escascos mononculeares. Tomado de Atherosclerosis 2014;236:353-359
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Encontraron una asociacién significativa entre el tipo de alteracién histoldgica y el tiempo
de evolucidn postrasplante, predominando el infiltrado por macréfagos y la proliferacién
de células musculares lisas en los pacientes fallecidos con menor tiempo de evolucion tras
el trasplante (lesiones con un componente mas inflamatorio H-CAV1) vy un denso
componente fibrético con escasa infiltracion de macréfagos en las autopsias de pacientes

con mayor tiempo de evolucidn tras el trasplante (H-CAV3).

2.2.2 Papel de la inmunidad mediada por anticuerpos en el desarrollo de la enfermedad

vascular del injerto

Cada vez estan adquiriendo mayor importancia las consecuencias e implicaciones
del rechazo mediado por anticuerpos (AMR) en la evoluciéon y en el prondstico de los
pacientes trasplantados de corazén. Se define este tipo de rechazo como la disfuncién del
injerto que se acompafa deevidencia histolégica de dafio capilar mediado por la respuesta
humoral (expresada como la positividad en las tinciones de inmunohistoquimica o
inmunofluorescencia para CD68 y/o depdsito de complemento) y de la deteccion de

anticuerpos antidonantespecificos (DSA) circulantes®.

Al igual que el rechazo agudo, también se ha asociado la presencia de AMR con el
desarrollo de vasculopatia del injerto. Asi diferentes etudios®*® han mostrado que los
pacientes con AMR tienen una mayor incidencia de EVI y esta aparece de manera mas
precoz. También se ha asociado el numero de episodios de AMR y la severidad de los

mismos con un incremento del riesgo de muerte cardiovascular®.
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Taylor y colaboradores* mostraron en 36 pacientes receptores de un trasplante
cardiaco, que aquellos que presentaban datos histoldgicos de AMR, tuvieron una incidencia
de EVI a los 5 afos significativamente superior (15.7 % vs 5.7 %; p= 0.002). Tambur y
colaboradores*  estudiaron la aparicién de Ac-antiHLA de novo en un grupo de 71
pacientes trasplantados de corazén. Un 35% de los pacientes desarrollaron Ac antiHLA de
novo, predominantemente Ac antiHLA I. La aparicion de Ac antHLA de tipo | se asocid a una
mayor incidencia de rechazo agudo en el primer afo de seguimiento. A los 3 afos de
seguimiento, el 55 % de los pacientes que tenian datos de EVI mediante IVUs habian
desarrollado Ac antHLA de clase I, mientras que tan sélo el 14 % de los pacientes que no

tenian EVI presentaban AcantiHLA Il (p<0.002).

A pesar de la evidencia de la correlacién entre rechazo mediado por anticuerposy la
vasculopatia del injerto, son poco conocidos los mecanismos fisiopatolégicos que llevarian
a la apariciéon de lesiones angiograficas. Se ha postulado15 que la unién de anticuerpos a las
células endoteliales activaria la cascada del complemento y el complejo de ataque de
membrana asi generado acabaria lesionando la célula endotelial. También se ha sugerido
gue el complejo de ataque de membrana tendria un papel crucial en la formacién de poros
en las membranas de las celulas endoteliales lo que activaria la sefalizacion mediada por
IL-1 conduciendo a una regulaciéon al alza de substancias procoagulantes y de la adhesién

de moleculas inflamatorias.
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2.2.3 Papel de la autoinmunidad en el desarrollo de la enfermedad vascular del injerto

Aunque la respuesta aloinmune parece ser el principal factor implicado en el

desarrollo de la EVI, la autoinmunidad también juega un papel en dicho procesoa’4'43'44. E

n
este sentido, se ha identificado que no sdlo la presencia de Ac dirigidos contra las
moléculas del complejo mayor de histocompatiblidad (HLA) en los pacientes trasplantados
de corazén se ha asociado a peor funcion del injerto en el seguimiento, sind que los
anticuerpos dirigidos contra los antigenos presentes en las células endoteliales como
vimentina, el receptor de la angiotensina Il o MICA también parecen tener un efecto

deletéreo®*

. El andlisis de Ac-antiMICA a lo largo del seguimiento de un grupo de
pacientes trasplantados de corazén mostré*® que su aparicién se acompafié de mayor
desarrollo de EVI. El 64.1 % de los pacientes que desarrollaron Ac-antiMICA pesentaron
datos angiogréficos de EVI a los 5 afios de seguimiento mientras que sélo el 19.2 % de los
pacientes sin Ac-antiMICA desarrollaron EVI (p<0.01). MICA incluye un grupo de proteinas

gue se expresan en la superficie de las células endoteliales, epiteliales y fibroblastos y sus

ligandos son las células NK y CD8+ activadas.

Se han propuesto diferentes mecanismos que explicarian la correlacion entre la
aparicién de anticuerpos no antiHLA y el desarrollo de EVI. Los Ac-antiMICA podrian unirse
a la célula endotelial e inducir su destruccién aunque también se ha postulado que la
union de los anticuerpos disminuiria la expresion de moléculas antitrombéticas con lo que

facilitaria el estado protrombético del endotelio.
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2.3 Mecanismos no inmunoldgicos implicados en la fisiopatologia de la
enfermedad vascular del injerto

A parte del papel de la inumnologia celular y humoral, diferentes mecanismos
pueden contribuir a lesionar el endotelio vascular y en consecuencia al desarrollo y
progresién de la EVI, como se esquematiza en la figura 13. La isquemia que sufrird el
organo tras la extraccidon, durante la preservaciéon y tras el implante, es uno de los
principales factores no inmunolégicos que llevan a la lesiéon del endotelial. De hecho en el
momento de la muerte cerebral del donante se activan mecanismos inflamatorios que
pueden lesionar el endotelio. La infeccién por citomegalovirus o la respuesta inmunolégica
contra el mimso y mas tardiamente los factores de riesgo cldsicos de ateroesclerosis,

actuarian contribuyendo a la progresion de la enfermedad.

2.3.1 Citomegalovirus (CMV)

El CMV continda siendo uno de los principales patdégenos oportunistas en el
trasplante de 6rganos sélidos. Ademas de producir afectacidon sistémica, se estima que el
virus puede jugar un papel tanto en el rechazo agudo como en el desarrollo de la
enfermedad vascular del injerto. Unos de los mecanismos por los que se ha implicado al
CMV con el desarrollo de EVI, es su contribucién a la disfuncién endotelial*’. El propio virus
puede directamente lesionar el endotelio vascular y conducir a la proliferacién de células
musculares lisas, a la liberacidén de citocinas y a estimular la actividad procoagulante del
endotelio vascular. También la respuesta inmunoldgica desencadenada frente al virus

puede ejercer un efecto sobre el endotelio vascular; en este sentido uno de los
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mecanismos propuestos es el desarrollo de Ac antiendotelio como resultado de la infeccién

por CMV.

Son varias las publicaciones que refuerzan la participacién del CMV en el desarrollo
de la enfermedad vascular del injerto. Un estudio®® en nifios receptores de trasplante
cardiaco mostré que aquellos habian tenido replicacién activa o seroconversiéon por CMV,
presentaban al afio de seguimiento peor funcidn endotelial sistémica (evaluada por el flujo
en arteria braquial medido por ecodoppler). Delgado y colaboradores recientemente han
publicado® en una cohorte de trasplantados de corazén que tanto la enfermedad, como la
infeccidm como la viremia por CMV asintomadtica se asocian de forma estadisticamente
significativa al desarrollo de EVI. Estos datos, sugieren la implicacion del CMV en la
fisiopatologia de la EVI y reforzarian la adopcién de una estrategia profilactica encaminada
a evitar la repliacion del virus para mejorar la evolucién a largo plazo de los pacientes

trasplantados de corazon.

2.3.2 Factores de riesgo cardiovascular cldsicos

Los factores de riesgo cardiovascular clasicos, como la obesidad, la diabetes, la
hipertension y la dislipemia son muy prevalentes en la poblacion de pacientes
trasplantados de corazén. Segun los datos del dltimo Registro Internacional de la ISHLT el
71.8 % de los pacientes trasplantados de corazén presentan HTA al afio del trasplante, el
59.8 % dislipemia y el 24.8 % diabetes mellitus. A los 5 afios de seguimiento el 91.2 % de los

pacientes presentan hipertension arterial, el 87.6 % dislipemia y el 37.4 % diabtes mellitus.

La elevada prevalencia de los factores de riesgo cardiovascular cldsicos en la

poblacién de pacientes trasplantados no sélo de corazdn sino también de otros érganos
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sélidos, se relaciona en parte con el tratamiento inmunosupresor. Por lo que respecta a la
diabetes mellitus la cortisona es en gran parte responsable de la aparicién de novo de
diabetes mellitus y entre el resto de medicacidn imunosupresora tacrolimus presenta un
mayor efecto diabetogénico que ciclosporina. Existe evidencia de que en la aparicidon de

HTA influye la administracion de ciclosporina y también la denervacidn cardiaca.

Si bien esta claramente establecida la asociacién entre los factores de riesgo
cardiovascular cldsicos con el desarrollo de ateroesclerosis en la poblaciéon general, falta
definir si la colaboracion fundamental de los factores de riesgo cardivocascular en los
receptores de trasplante cardiaco es en la aparicidon o en la progresion de la EVI. Varios
factores, entre los que se encuentran los factores inmunoldgicos y diferentes tratamientos
farmacoldgicos, pueden enmascarar la asociacién entre los factores de riesgo
cardiovascular cldsicos y el desarrollo de EVI. A pesar de ello existen datos en la literatura
4:9,10,50 gue refuerzan la colaboracion de los factores clasicos de riesgo ateroesclerético con
la progresidn de la vasculopatia en el injerto de los receptores de transplante cardiaco. Un
analisis retrospectivo multicéntrico valoré la influencia de los factores de riesgo
cardiovascular de novo en la evolucién de los pacientes trasplantados de corazén. En un
grupo de 208 pacientes que sobrevivieron al afio del trasplanteso, se correlacionaron de
manera significativa el desarrollo de eventos cardiacos adversos no fatales con los niveles

totales de colesterol (RR 4.34, IC 1.35-13.89, p=0.01) y con la aparicién de diabetes ( RR

396; IC 1.24-12.65 p=0.02).

En un estudio reciente®’ que incluyé 165 receptores de trasplante cardiaco y en el

que se evaluod la EVI con IVUS e histologia virtual se observo que el 35 % de los pacientes
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trasplantados por una etiologia isquémica presentaron eventos clinicos en el seguimiento
(infarto, angina, insuficiencia cardiaca, arritmias ventriculares, muerte, muerte de causa
cardiovascular, arritmias) frente al 16 % de los pacientes con cardiopatia no isquémica de
base (p= 0.019). En el analisis univariado la etiologia isquémica, el tabaquismo, el indice de
volumen de placa inicial en el IVUs al afio y la edad del donante se asociaron de manera
significativa con el desarrollo de eventos. En el analisis multivariado la etiologia isquémica
del receptor y la edad del donante fueron los dos factores que se correlacionaron de
manera signifcativa con el desarrollo de eventos. Los autores concluyen que la persistencia
en el receptor de los factores de riesgo cardiovascular previos al trasplante, se asociarian
con mayor progresion de la EVI. En consecuencia en pacientes trasplantados de corazén
por cardiopatia isquémica, recomiendan realizar una monitorizacién mds estrecha y tener

una mayor rigurosidad en su control.

1.3.3 Otros factores no inmunoldgicos implicados en la fisiopatologia de la EVI

A lo largo de los anos se han intentado identificar diferentes factores que pudieran
colaborar con el desarrollo de la enfermedad vascular del injerto. Los pacientes
trasplantados cardiacos como consecuencia de la denervacidn del corazén implantado
presentan habitualmente frecuencias cardiacas elevadas en reposo. En un estudio
nacional®® en el que colaboré el Hospital de Sant Pau, se aprecié que los pacientes
trasplantados de corazon que presentaban una frecuencia cardiaca al afo >90 X
presentaron mayor mortalidad por cuaqluier causa (HR=2.4; IC 1.2-4.5, p=0.009) asi como
mayor mortalidad relacionada con la EVI (HR =3.0; IC 1.25-7.14, p=0.01). Quiza el

conocimiento de los mecanismos implicados en el aumento de la FC en estos pacientes y su

51



posible modulacion puede ofrecer una nueva estrategia terapéutica para disminuir la

aparicion de vasculopatia en el seguimiento.

Diferentes estudios >>>° han evaluado la influencia de la edad del donante en la
aparicion de enfermedad vascular del injerto. La escasez de drganos en los ultimos afos ha
llevado a ampliar los criterios de aceptacion, de manera que la edad de los donantes ha ido

I°®se analizaron

aumentando a lo largo de los afios. En un estudio multicéntrico naciona
2012 receptores de trasplante cardiaco divididos en 2 grupos, aquellos que recibieron
donantes menores de 50 afios y los que recibieron donantes mayores de 50 afios. No se
encontraron diferencias en cuanto a mortalidad, pero si la utilizacién de donantes afiosos
se acompanod de un incremento del riesgo a medio plazo de desarrollar EVI.También los
donantes mayores de 50 afios presentaban mayor incidencia de factores de riesgo
cardiovascular, lo que quiza haya contribuido a un dafio endotelial preexistente previo al
trasplante que haya podido progresar y contribuir al desarrollo de EVI. Este dato debera

tenerse en cuenta en el analisis de los resultados a largo plazo en los préximos afos y quiza

pueda representar una limitacidn a la expansidn de criterios de seleccién de donantes.
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ESQUEMA DE LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN LA EVI

Alloimmune response
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Figura 13: La respuesta inmunoldgica tanto humoral como celular, la infeccién por CMV y otras injurias como
la situacion de muerte cerebral del donante, el dafio del érgano durante la preservacidon o el dafio por
isquemia — reperfusion causarian de manera directa o indirecta activacion la de diferentes mecanismos de
inflamacion que conduce a la disfuncién endotelial. La propia activacion de la inflamacion y la enfermedad
por CMV perpetuarian la respuesta inmunoldgica activa. Los factores de riesgo cardiovasculares clasicos
contribuirian también a lesionar el endotelio. Los mecanismos de reparacién activados serian insuficientes
para contrarestar este dafio endotelial. Tomado de Circulation 2008;117-2131-2141
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3- DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD VASCULAR DEL INJERTO

El diagndstico de la EVI se basa en la documentacién de lesiones coronarias en el
corazén implantado, siendo la coronariografia la técnica mas cominmente recomendada.
La denervacion de los corazones trasplantados, condiciona la ausencia de sintomas propios
de la isquemia coronaria como en la cardiopatia isquémica que guie la realizacién de
exploraciones complementarias. Las manifestaciones clinicas aparecen en estadios
avanzados de la enfermedad, de manera que la muerte subita, la deteccién de un infarto o

la aparicion de insuficiencia cardiaca pueden ser los primeros sintomas.

3.1 Técnicas no invasivas

Habitualmente los pacientes trasplantados de corazdn presentan alteraciones
electrocardiograficas basales lo que no permite utilizar las pruebas de esfuerzo
convencionales para la deteccién de EVI. Las alterantivas, como métodos no invasivos, a
las ergometrias convencionales son los test de isquemia ya sea mediante ecocardiogramas
de estrés o con estudios de perfusiéon miocdrcida. La deteccion dedefectos de perfusiéon
miocardica o de alteraciones segmentarias de la contractilidad se estableceria el

diagnéstico indirecto de EVI.

3.1.1 Ecocardiograma de estrés

Diferentes estudios®®® han mostrado una buena correlacién entre los defectos
segmentarios de la contractilidad en el eco de estes con dobutamina con la presencia
lesiones coronarias angiograficas e incluso con la presencia de hiperplasia intimal moderda

57-60

o severa en el IVUs. Se ha reportado una sensibilidad del eco de estrés en el diagndstico
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de EVI entre el 55-95%, una especificidad entre el 41-95%, un valor predictivo positivo
(VPP) 69-92% vy un valor predictivo negativo (VPN) del 71-92 %. Comparado con IVUS la
sensibilidad y el VPN es menor. En la tabla 1 se recogenlos principales estudios

comparativos entre eco y coronariografia en el diagndstico de EVI.

También se ha valorado la utilidad de las técnicas no invasivas como marcadores
prondsticos. Asi se ha mostrado ®* que las alteraciones de la contractilidad segmentaria en
reposo y en los estudios de estrés se correlacionan con el desarrollo de eventos adversos

mayores cardiovasculares en el seguimiento.

3.1.2 Estudios de perfusion miocdrdica isotopicos

Los estudios de perfusién miocdrdica, con esfuerzo o con estrés farmacoldgico,
también se han utilizado para la deteccidon de vasculopatia del injerto. La sensibilidad y
especificidad de los estudios de perfusion miocardica en al deteccion de la EVI oscila entre

el 21y el 92% 55 y el 100% respectivamente>>***%3

. Esta gran variabilidad se explica por
diferentes motivos, entre ellos el momento en el que se realiza la exploracion, el tipo de
estrés o agente inductor de estrés utilizado vy el criterio diagndstico de EVI que se haya
usado en su comparacion con la angiografia®. Se ha cuestionado el poder de la técnica en
la deteccién de lesiones coronarias inferiores al 50%, lo que limitaria su utilidad en la
deteccidn precoz de la vasculopatia. La utilizacién de los estudios de perfusién miocardica

al igual que el eco de estrés, estaria mas respaldada por su valor prondstico que por la

capacidad de identificar lesiones coronarias.
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Table 1. Stress Tests In the Evaluation of CAV
Patlents Sensitivity  Specificity PPV NPV
Flrst Author (Ref. #) Modality (M) Comparator CAV Diagnosls (%) (%) %) (%)
Derumeaux et al. (39) DSE 37 ICA Angiographic focal stenosis =50% 65 95 92 76
Akosah et al. (40) DSE 41 ICA Angiographic luminal irregularities 95 55 &9 a2
or diffuse diseasa
Spes et al. (42) DSE 93 ICAorIVUS  Angiographic luminal irregularities 72 a8 a2 62
or IWUS MIT =03 mm
Spes et al. (43) DSE 46 Wus MIT =0.3 mm 79 a3 g3 71
Derumeaux et al. (44) DSE 41 ICA Angiographic luminal irregularities 86 91 86 a1
or diffuse disease
Ciliberto et al. {49) Dipyridamole technetium-99m 78 ICA Angiographic focal stenosis =50% 92 86 55 08
sestamibi SPECT or diffuse disease
Ciliperto et al. (49) Dipyridamole technetium-99m 78 ICA Angiographic luminal narrowing 56 a9 70 81
sestamibi SPECT (any CAV)
Wu et al. (50) Dobutamine thallium SPECT 47 ICA Angiographic focal stenosis =50% 89 71 42 06
or diffuse disease
Elhendy et al. (51) Dobutamine technetium-99m 50 ICA Angiographic focal stenosis =50% a0 55 75 79
tetrofosmin SPECT
CAV = cardiac allograft vasculopathy; DSE = dobutamine stress echocardiography; ICA = invasive coronary angiography; WUS = intravascular ultrasound; MIT = maximal intimal thickness;
SPECT = single-photon emission computed tomography; NPV = negative predictive value; PPV = positive predictive value.

Tabla 1: principales estudios que comparan la utilidad de las exploraciones no invasivas (eco de
estrés y estudios de perfusidon miocardica) con coronariografia y/o IVUs en el diagndstico de EVI. J

Am Coll Cardiol Img 2013;6:613-23

3.1.3 Cardioresonancia magnética

En la actualidad disponemos de pocos datos sobre el papel de la cardioresonancia

en el estudio y diagndstico de la enferemdad vascular del injerto.

La valoracion de la

captacion tardia de gadolinio puede ser de utilidad para detectar de manera indirecta la

existencia de EVI. La presencia de captacién de gadolinio identificaria zonas de necrosis

silente. Se ha descrito que la prevalencia de patrones en la resonancia tipicos de necrosis,

aumentaria con el grado de severidad de la EVI y se asociarian a peor funcién sistdlica®. Asi

se ha publicado que tan sélo el 25 % de los pacientes con EVI ligera presentarian estos

patrones mientras que estarian presentes en el 84 % de los pacientes con EVI severa. A

pesar del interés de estos hallazgos el significado clinico y las bases fisioptaoldgicas de los

mimsos aun no estan establecidos.
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El ecocardigorama de estrés y los estudios de perufsidn miocardica permiten
indirectamente estudiar la vasculopatia del injerto. No son utiles para un diagndstico
precoz y preciso de la enfermedad. A pesar de ello y teniendo en cuenta su valor predictivo
negativo, son utilizadas en la monitorizacion de la vasculopatia del injerto en casos
seleccionados, con el objetivo de diferir la realizacién de exploraciones invasivas. Las guias
de prdactica clinica de la Sociedad Internacional & respecto al uso de las exploraciones no
invasivas en el diagndstico de la EVI establecen un grado de recomendacidn lla con un nivel

de evidencia B.

3.1.4 Tomografia axial computerizada de arterias coronarias

El TAC multidetector se ha erigido en los ultimos afios como una técnica no invasiva
muy atractiva para evaluar la enfermedad coronaria. Los avances tecnolégicos han
conseguido una elevada resolucién temporal que permite un andlisis completo del arbol
coronario en el 88-95 % de los pacientes, con una visualizacién de practicamente la

totalidad de los segmentos coronarios, entre el 83 y el 96% de los pacientes’®’®

.La principal
limitacidon de la técnica se encuentra en el andlisis de vasos de pequefios calibre, inferiores
a 1.5 mm, lo que puede dificultar la valoracidn adecuada de las ramas de los vasos
coronarios principales. Aun asi, se ha hallado una elevada especifidad (92-95%),
sensibilidad (83 %) y valor predictivo negativo (95%) de la técnica para el diagndstico de

EVI, aunque no se dispone de datos sobre el valor pronostico de la misma°""¢78, U

na
ventaja adicional que ofrece el TAC de coronarias respecto la coronariografia es la

capacidad de estudiar no sdlo la luz arterial sino también la pared vascular. Un metanalisis

recientemente publicado78 sobre la utilidad del TAC coronario en la deteccién de EVI,
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mostrd una adecuada correlacion entre el grado de engrosamiento intimal detectado por
TAC coronario comparado con IVUS. Algunos de los incovenientes de la técnica son
compartidos con la coronariografia y el IVUS; la necesidad de utlizar contraste yodado
nefrotdxico y la irradiacion. Los avances tecnolégicos han permitido disminuir las dosis de
irradiacion a 3-8 mSv, dosis similares a las de la coronariografia, por lo que la irradiacién no
representaria hoy en dia una de las limtiaciones a tener en cuenta. La frecuenca cardiaca
habitualmente elevada en los corazones denervados de los pacientes trasplantados, puede
dificultar la interpretacion de las imagenes. A pesar de que no se considera que el TAC de
arterias coronarias deba substituir a la coronariografia, no se cuestiona su utilidad para

excluir la presencia de EVI.
3.2. Técnicas invasivas
3.2.1 Coronariografia

El método mas comunmente empleado para el diagnostico de la EVI es la
angiografia coronaria. Los programas de trasplante incluyen la realizacién periddica de
coronariografias, habitualmente al afio y posteriormente cada 2 6 5 afios, encaminadas a la
deteccon de las lesiones coronarias. Hasta el afio 2010 no se dispuso de criterios
homogéneos y uniformes para la clasificacién y estratificacién de la vasculopatia del
injerto. Una de las primeras descripciones de EVI®® se basé en la presencia de lesiones
moderadas-severas en los segmentos proximales y medios de los vasos coronarios por
angiografia. Dichas alteraciones se acompafaron de una mortalidad del 50% a los 2 afos.
Posteriormente se publicé la descricpion angiografica de EVI elaborada por Gao vy

colaboradores®’, atendiendo a aspectos morfoldgicos de las lesiones, no se acompafié de
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significado prondstico. Costanzo y colaboradores® realizaron un estudio multicéntrico en el
que clasificaron mas de 4000 coronariografia de receptores de trasplantes cardiacos
atendiendo a la severidad y localizacion de las lesiones coronarias. La probabilidad de
muerte o retrasplante a 5 afios fue del 50 % en aquellos pacientes con criterios severos de
EVI. Es en esta clasificacion de EVI en la que se basa el documento de consenso®® elaborado

en 2010 y que se recoge a continuacion en la Tabla 2 .

Tabla 2 . CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD VASCULAR DEL INJERTO

CAVO Ausencia de lesiones angiograficas
(EVI no significativa)

CAV1 Lesién < 50% en tronco comun o lesiones <70% en arterias
(EVI ligera)
principales y ramas de arterias principales, incluyendo
adelgazamiento difuso coronario, sin disfuncidn del injerto
CAV2 Lesion > 50% en tronco comun, o lesiones >70% en un vaso
(EVI moderada)
principal o en ramas secundarias de 2 arterias coronarias
diferentes sin disfuncion del injerto
CAV3 Lesién > 50% en tronco comun o en 2 6 mas arterias
(EVI severa)
principales con lesiones > 70% o lesiones en ramas de los 3
vasos principales > 70% o CAV1 o CAV 2 con disfuncion del

injerto (definida como FE <45% en presencia de defectos

segmentarios) o evidencia de fisiologia restrictiva

FE : fraccién de eyeccidon. CAV :cardiac allograft vasculopathy. Tomado de J Heart Lung
Transplant 2010;29:717-727
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La coronariografia aporta informacidn sobre la luz vascular pero no permite estudiar
la pared vascular. Asi, la afectacién difusa y a menudo concéntrica del arbol coronario en la
enfermedad vascular del injerto, disminuye la sensibilidad de la coronariografia en el

diagnéstico de la EVI, como se muestra en la figura 14.

Focal
lesions

Intimal

Figura 14: Diferencias entre ateroesclerosis convencional y vasculopatia del injerto que limitan la sensibilidad
diagnostica de la angiografia coronaria en la EVI. La ateroesclerosis convencional acostumbra a provocar
lesiones focales que se visualizan facilmente en la coronariografia por su repercusion en el luminograma,
mientras que la enfermedad vascular del injerto con una afectacion difusa de la pared vascular que puede no
tener traduccién en el luminograma de la coroanriografia.

3.2.2 Ecografia intracoronaria (intravascular ultrasound: IVUs)

El eco intracoronario (IVUs), permite el estudio de la luz y de la paredvascular
arterial por lo que se ha considerado la técnica de mayor sensibilidad para el diagnéstico
precoz de la enfermedad vascular en el injerto. Gracias a esta técnica es posible cuantificar
el grosor intimal minimo, el grosor intimal maximo y el drea intimal como se muestra en la

figura 15.
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Figura 15: Imagen con ecointracoronario en el estudio de la enfermedad vascular del injerto. En el centro de
la imagen se encuentra la luz vascular en cuyo interior se identifica la sonda del eco intracoronario. Alrededor
de la luz vascular se diferencia el engrosamiento intimal y por fuera del mismo la media y la adventicia. El eco
intracoronario permite cuantificar el grosor intimal maximo, el grosor intimal minimo y el drea intimal entre
otros pardmetros. Tomada de Transpl Proc 2005; 37; (Suppl 4S),4S5-17S

El engrosamiento de la intima aparece ya en los primeros meses postrasplante y se
sabe que el crecimiento es maximo en los primeros dos afios tras el trasplante cardiaco.
Varios estudios’®”® han correlacionado el grado de hiperplasia intimal con el desarrollo

posterior de lesiones angiograficas y con la mortalidad en el seguimiento.

En un estudio multicéntrico’® publicado en 2004, el incremento del grosor intimal >
0.5 mm al ano del trasplante, se asocié a mayor mortalidad, mayor nimero de eventos

cardiacos y pérdida del injerto a los 5 anos de seguimiento.

La realizacion del eco intracoronario tiene varias limitaciones. Es un procedimiento
mas invasivo que una coronariografia convencional y el coste del material necesario para

la exploracién, es elevado. Ademas al igual que la coronariografia el analisis se encuentra
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limitado a los vasos epicardicos, precisa de irradiacion y de la utilizacion de contraste
yodado nefrotoxico. La irradiaciéon puede favorecer el desarrollo de neoplasias, que
constituyen una de las principales causas de mortalidad tardia del trasplante, por lo que es
conveniente restringir su exposicidon. La insuficiencia renal es una de las principales
comorbilidades en el seguimiento de los pacientes trasplantados de corazén, de ahi la

relevancia de evitar el abuso de contraste yodado.

En resumen, la técnica universalmente utilizada y recomendada en el diagndstico de
la EVI es la coronarigorafia a pesar de los incovenientes que conlleva la realizacién de
procedimientos invasivos y la limitada sensibilidad diagnéstica. El IVUS seria la técnica de
eleccidn para el diagndstico precoz de la enfermedad, en la fase de hiperplasia intimal. El
TAC coronario se plantea en la actualidad como la alterantiva diagndstica a la
coronariografia en la evaluacién de la EVI en los pacientes trasplantados de corazén, con
una elevada sensibilidad y valor predictivo negativo y probablemente con la capacidad de
estudiar la pared vascular durante el mismo procedimiento.La Tabla 3 resume las técnicas
diagndsticas de que disponemos y en investigacidn, y su utilidad en el diagndstico de la

enfermedad vascular del injerto en sus diferentes estadios.
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Tabla3: TECNICAS DIAGNOSTICAS EN LOS DIFERENTES ESTADIOS DE LA EVI

Estadiode la
enfermedad vascular del injerto

Técnicas diagnosticas
aceptadas clinicamente

Técnicas en
investigacion

Disfuncion endotelial

Estudio doppler flujo coronario®

Biomarcadores?

Hiperplasia intimal IVUs’®74 TAC coronario
Estenosis coronarias epicardicas IVUs’®7* X
Coronariografia®
TAC coronario’®’®
Enfermedad de pequeiio vaso CardioRM*®3164
Estudio doppler
flujo coronario
57-61

Deteccidn de isquemia miocardica Eco de estrés

g 0.2 q / . .59-63
Estudios de perfusién miocdardica

Fibrosis Miocardica Cardioresonancia magnética® X

Disfuncion sistdlica VI Ecoca rdiograma65 TAC

Estudios isotc')picossg'63

Cardioresonancia magnética65

Disfuncion diastdlica VI Ecocardiograma *° X

(strain rate, doppler tisular)

IVUs: eco intracoronario; VI: ventriculo izquierdo, CardioRM: cardioresonancia magnética

Tabla 3:utilidad de las diferentes técnicas aceptadas en la practica clinica y en investigacion, para el
diagnédsico de la enfermedad vascular del injerto en sus diferentes estadios. Los biomarcadores podrian ser
utiles en el diagndstico de la EVI en la fase de la disfuncidon endotelial, aunque como se muestra no esta
aceptada su utilidad en la practica asistencial. Para el diagndstico de la hiperplasia intimal la técnica aceptada
es el IVUS y quiza en el futuro el TAC coronario sea la alternativa. El diagndstico de las estensosis coronarias
se acepta que puede realizarse con la coronariografia o con el TAC coronario. Para el estudio de la
microcirculaciéon no disponemos de ninguna ténica ni en la actualidad ni en estudio. El ecocardiograma de
estrés y los estudios de perfusién miocardica son aceptados en la practica asistencial como exploraciones
utiles en la deteccion de isquemia y estaria en fase de investigacion el eco con contraste. La cardioresonancia
magnetica en la actualidad estd limitada para la deteccién de fibrosis miocardica. La funcion ventricular
sistélica la podemos valorar con el ecocardiograma, mediante los estudios de perfusion miocardica o la
cardioresonancia. Parala evaluacion de la funcion diastdlica en la actualidad las técnicas aceptadas son el
ecocardiograma doppler y las nuevas técnicas de strain rate y doppler tisular. Modificado de J Am
CollCardiollmg 2013;6:613-23.
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4- BIOMARCADORES SERICOS EN EL DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD

VASCULAR DEL INJERTO

Los biomarcadores son parametros bioquimicos o moleculares que indican o se

asocian con una alteracion fisioldgica clinicamente significativa®”.

El uso de biomarcadores en el diagndstico de la enfermedad vascular del injerto y
como predictores del prondstico en pacientes con CAV ofrece una alternativa no invasiva

de monitorizacién muy atractiva en el seguimiento de receptores de trasplante cardiaco.

En la busqueda de biomarcadores hay dos aproximaciones. La primera es una
aproximacion clasica basada en la seleccidon de proteinas implicadas en la fisitiopatologia
de la enfermedad. Aunque los mecanismos que conducen a la EVI no son del todo bien
conocidos, una estrategia seria la utilizacion de moléculas relacionadas con el desarrollo de
ateroesclerosis covencional. Uno de los mecanismos implicados en la disfuncién endotelial
es la activacién de la inflamacién, por lo que diferentes marcadores de inflamacién se han
postulado de utilidad en el estudio de la funcién endotelial. Las moléculas de adhesién
celular juegan un importante papel en la regulacidn de la inflamacién atrayendo leucitos y
controlando la migracién a través de la pared vascular. Las formas solubles de algunas de
estas moléculas de adhesion (VCAM, ICAM, E-selectina) se encuentran en plasmay se cree
gue pueden reflejar el estado de inflamacién celular y correlacionarse con el grado de
disfuncién endotelial. Como se comentd previamente, Arora y colaboradores **, publicaron
la correlacion entre los niveles plasmaticos de proteina c reactiva, VCAM-1 y neopterina
(proteinas implicadas en vias inflamatorias lesivas para el endotelio) y el grado de

hiperplasia intimal en los estudios IVUS de pacientes receptores de corazén. Los pacientes
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con un grosor intimal por IVUS > 0.5 mm ademas de presentar niveles significativamente
mas elevados de dichas moléculas presentaban en los andlisis por histologia virtual de las

lesiones coronarias un componente inflamatorio de la placa > 30%.

También marcadores de dafo endotelial, como el factor de Von Willebrand se han
encotrado elevados en pacientes con EVI®2. La presencia de un estado protrombdtico
caracterizado por la elevacion de los niveles de factor tisular y fibrina y por la reduccion del
activador tisular del plasmindgeno se ha asociado tanto con la aparicion como con el grado

de severidad de la EVI, asi como con disfuncién del injerto >

Otros biomarcadores que se han evaluado en el diagndstico de vasculopatia del
injerto son ST2, BNP y troponinas. La determinacién de ST2 no se ha correlacionado con el
desarrollo de EVI en el dncio estudio publicado hasta la actualidad ®. En relacién a los
péptidos natiuréticos un estudio en 2004 mostrd que los niveles elevados de BNP en el
seguimiento a largo plazo de pacientes trasplantados de corazén se asocian con disfuncidn
del injerto y enfermedad vascular y que son potentes predictores independientes de
mortalidad cardiovascular®®. Con NT-ProBNP, a pesar de confirmarse su papel como
predictor de mortalidad, no se ha documentado una correlaciéon significativa con el

desarrollo de vasculopatl'a87.

La determinacidon de Troponina | durante el primer afio de seguimiento tras el
trasplante también se ha mostrado util en el diagnéstico de EVI. Se ha publicado %#%que
aquellos pacientes con niveles de troponina | persistentemente elevados durante el primer

aflo presentaron presentan un riesgo significativamente mayor de enfermedad vascular

del injerto. En un estudio que evalué los niveles de cTnT-hs en el seguimiento de pacientes
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trasplantados de corazén, se observé su utilidad en la prediccion de eventos adversos en el

seguimiento 89.

La monitorizacion de Ac anti-HLA o dirigidos contra diferentes Ag como se ha

comentado en el apartado del papel de la autoinmunidad en la enfermedad vascular del

37,40,42-45

injerto , también podria representar un biomarcador para monitorizar la

vasculopatia del injerto. La figura 16 ejemplifica potenciales biomarcadores en la EVI a

través de los mecanismos patolégicos en los que estarian implicados.

A) Complement system- B) Other immune- and
mediated effects inflammatory effects
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Figura 16: Potenciales biomarcadores de la EVI. Moléculas derivadas de la activacién del sistema
del complemento, citocinas relacionadas con la activaciéon del sistema inmunoldgico o con
lainflamacién, moléculas relacionadas con el metabolimos de lipidos y substancias liberadas en
respuesta a a lesién endtoelial responsables de la migracion y proliferacion celular y de sinteis de
la matriz exrtracelular podrian ser planteadas como biomarcadores.Tomada de J Heart Lung
Transplant 2013;32:723-733
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La segunda aproximacion en la busqueda de biomarcadores se basa en la utilizacién
de técnicas de alto rendimiento como la protedmica. Mediante la comparacion de
muestras de sangre de pacientes con las de sujetos sanos y a modo de rastreo se puede
detectar diferente expresidon de proteinas entre unas muestras y otras. Se generarian asi
listados de protéinas potencialmente involucradas en esta enfermedad entre las cuales se
seleccionarian  aquellas cuyas funcidon y/o propiedades indiquen que tienen mas
probabilidades de ser buenos biomarcadores. Siguiendo esta aproximacion, en 2013 Lin y
colaboradores®mediante proteomica detectaron un panel con 18 proteinas capaz de
diferenciar y clasificar pacientes con EVI significativa angiografica (definida como estenosis
>40% en descendente anterior) con una sensibilidad del 80% y una especificidad del 89%.
Gran parte de las proteinas identificadas estdn asociadas con la activacién o regulacion del
sistema del complemento, con la regulacién del sistema inmunoldgico y con la actividad
inflamatoria. Aunque muchos de los biomarcadores propuestos son plausibles en el
contexto de la EVI son necesarios mas estudios in vivo e in vitro para conocer el significado

individual de cada uno de ellos y las interrelaciones a las que estan sujetos.

El andlisis en sangre periférica del perfil de expresidon génica se ha evaluado
fundamentalmente en la monitorizacidn no invasiva de rechazo agudogl. En el estudio
CARGO?%, que identificé y validé un grupo de 11 genes predictores de rechazo agudo, se
elabord el score AlloMap con elevado valor predicitivo negativo. En 2008 la FDA (US Food
and DrugAdministration) aprobd la utilizacién del test AlloMap en el digandstico del
rechazo en pacientes ambulatorios a partir de los 2 mesespostrasplante. Son escasos los

datos respecto a la utilidad del Test AlloMAp en el diagnédstico de EVI. Se dispone de un
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estudio publicado93 en el que se observé que los pacientes con EVI presentaban Scores

AlloMap significativamente mas elevados que el grupo control.

También la utilizacién de miRNAs (MicroRNAs)* se ha evaluado en el diagndstico no
invasivo de la vasculopatia del injerto ®*. En un grupo de 52 pacientes entre 5 y 15 afios de
evolucién tras el trasplante se analizaron los niveles plasmaticos de miRNAs endoteliales,
observando niveles significativamente superiores en pacientes con EVI que en pacientes sin
EVI. Aunque son datos iniciales, tal vez puedan ser en el futuro una herramienta

diagnéstica no invasiva en la deteccion de EVI.

Diferentes biomarcadores se pueden plantear en el estudio no invasivo de la
enfermedad vascular del injerto. Entre ellos se encuentran sAXL y GAS6, moléculas
relacionadas con la inflamacion, Lp-PLA2 y GDF 15 predictores de riesgo cardiovascular,
vinculados con la disfuncién endotelial y cTnT-hs (Troponina cardiaca ultrasensible)

marcador de dafio miocardico microscdpico.

4.1 sAXL (forma soluble del receptor de la tirosin kinasa AXL)

AXL forma parte de un grupo de receptores de la familia de las tirosin kinasas (TAM)
que incluye Tyro3, AXL y Mer. Los receptores TAM son una de las 20 subfamilias de
receptores de la tyrosin kinasa. Dos de los ligandos del receptor TAM identificados son la

proteina Sy GAS 6 (growth arrest-specific gene 6).

En los ultimos afios se ha descrito la expresion de recpetores TAM en diferentes
tipos celulares y su participacién en varias vias de sefializacién. Entre sus funciones se ha

descrito la participacion en la estimulacién de la proliferacion y crecimiento celular, la
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inhibicidn de la apoptosis, la mediacion de la esferocitosis, la estimulacidon de la hemostasia
y la modulacién de la inflamacion. También se ha observado que la activacion de los
receptores TAM inhibe la sefializacién de los Toll-like receptor y estimula el desarrollo de
las células natural killer (NK), lo que ha llevado a especular sobre su papel en la prevencion

de la autoinmunidad®.

Se ha propuesto que los receptores TAM actuarian inhibiendo la inflamacion por

9798 En las células presentadoras de antigenos actuarian inhibiendo

diferentes mecanismos
la liberacion de determinadas citocinas proinflamatorias y las vias de sefializacién de
determiandas células implicadas en los mecanismos de inflamacién e inducirian la
liberacion de mediadores antinflamatorios. De esta manera limitarian la intensidad y quiza
la duracion de la respuesta inmunoldgica.Otro importante mecanismo antinflamatorio en
el que participan los receptores TAM es la eferocitosis, que consiste la fagcitosis de las
células apoptéticas. Los residuos acumulados de células apoptoticas, cuando fracasa la

eferocitosis, contienen una variedad de autoantigenos que peuden estar implicdos en la

fisiopatologia de determiandes enfermedades autoinmunes

También se ha estudiado el papel de los recpetores TAM en la homesotasis
vascular. El dafo endotelial lleva a la exposicién de colageno y factor de von Willebrand a
nivel subendotelial, lo que facilita la adhesién y activacidon de las plaquetas. Al mimso
tiempo la exposicién del factor tisular activa la via extrinseca de la coagulacién. Se ha
descrito que los receptores TAM promoverian la estabilizacion de la agregacién
plaquetaria, la restitucidén de la funcién de la barrera endotelial contribuyendo con ello a

mantener la integridad de la pared vascular.
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Es posible detectar en plasma la forma soluble del receptor Axl del TAM, sAXL.
Varios estudios clinicos **® han evaluado los niveles plasméticos de sAxl y sus
implicaciones prondsticas en diferentes enfermedades con base inflamatoria. Liu vy
colaboradores®™ evaluaron la correlacion de sAXL en 64 pacientes con enfermedad
coronaria; 34 con sindrome coronario agudo, 30 con enfermedad coronaria estable y 24
controles sanos. Los niveles de sAXL fueron significativamente mas elevados en pacientes
con sindrome coronario agudo que en controles (p=0.005) y se correlacionaron con los
niveles en plasma de proteina c reactiva, troponina | y TNF-alfa. Segun los autores estos
resultados confirmaban una vinculacion entre sAXL y los mecanismos inflamatorios
implicados en el sindorme coronario agudo. Otro grupo de investigadores publicaron100
que en pacientes con isquemia critica de la extremidad inferior, los niveles de sAXL no sélo
fueron significativamente mas elevados respecto los controles sino que se correlacionaron
con la supervivencia en el seguimiento. Los pacientes que concentraciones plasmaticas mas
elevadas de sAXL presentaron mayor mortalidad a 3 afos (p =0.0011). De nuevo los niveles
de sAXL se correlacionaron con los proteina C reactiva, IL-6 y TNF-alfa, lo que segun los

autores respaldaba la implicacion de sAXL en los procesos inflamatorios, la activacion

endotelial y la regulacién inmmnoldgica.
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4.2GAS6 (growth-arrest specfic gene 6)

GASG6 es el ligando para el receptor de la tyrosine kinasa AXL.

Se ha descrito su participacion fundamentalmente en la supervivencia celular frente a
apoptosis pero diferentes estudios experimentales también han mostrado su implicacion
en los mecanismos de proliferacién, adhesién y migracién celular®

Como se ha mencionado previamente varios estudios clinicos han evaluado los
niveles plasmaticos de sAxl y su ligando GAS6 y sus implicaciones prondsticas en diferentes
enfermedades con base inflamatoria como la sepsis, la obesidad o el lupus eritematoso
sistémico, encontrando correlacidén entre los niveles de GAS6 y el grrado de acividad de la
inflamacién y de severidad de la enfermedad.

Por su colaboracién en la activacion endotelial se ha implicado a GAS6 en la
ateroesclerosis’®. Se ha publicado que su expresion estd inducida por citocinas
antinflamatorias y que actta a nivel de la pared vascular disminuyendo la expresién de
TNF (proinflamatorio) y de la molécula de adhesién intracelular (ICAM-1). Estos datos
harian pensar en un papel protector del GAS6 en la ateroesclerosis, a través de la

disminucion de la actividad proinflamatoria.

En la misma linea estd un estudio publicado evaluando los niveles circulantes de
GAS6 en adolescentes con obesidad o sobrepesoloz, considerando la obesidad como una
enfermedad inflamatoria crénica. Los niveles circulantes de GAS6 y AXL se correlacionaron
con los niveles plasmaticos de TNF-alfa, IL-6 y proteina c reactiva (citocinas
inflamatorias).Estos estudios clinicos parecen confirmar la participacion de los receptores

TAM y sus ligandos en la regulaciéon de la inflamacion.
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4.3 Lipoproteina fosfolipasa A2 (Lp-PLA2)

La fosfolipasa A2 asociada a liporproteina (Lp-PLA2) es una enzima asociada con el
cLDL, especialmente con las particulas pequefias densas de cLDL. Es secretada
principalmente por macréfagos y linfocitos T. Dos terceras partes circulan unidas a LDL Yy el
resto unido a HDL y lipoproteinas de muy baja densidad.En consecuencia, se asume que el
efecto final de la Lp- PLA2 depende de su distribucién entre LDL y HDL. Actua hidrolizando
fosfolipidos y acidos grasos oxidados, contribuyendo a la formacién de las particulas LDL
oxidadas que tienen un elevado efecto aterogénico y proinflamatorio®®. Esta accidntiene
lugar en la capa intima de las arterias y conduce al desarrollo de ateroesclerosis. El estrés
oxidativo es una pieza clave en la aterogénesis ya que los productos derivados de la
oxidacion de lipidos generan radicales libres responsables de la inflamacion de la pared

vascular, contribuyendo a la formacién, progresion y ruptura de lesiones ricas en lipidos.

Teniendo en cuenta el papel de Lp-PLA2 en el desarrollo de la ateroesclerosis, los
niveles circulantes de Lp-PLA2 se han propuesto como marcadores de riesgo cardiovascular

103,104-1 iacicd i
03104106 1 3 asociacicdn entre los niveles de

en base a numerosos estudios epidemioldgicos
Lp-PLA2 y el riesgo cardiovascular fue inicialmente descrita por el estudio WOSCOPS de
prevencidn primaria, en que el los valores elevados de Lp-PLA2 en individuos
aparentemene sanos condicionaba un aumento del 18% del riesgo de presentar eventos
cardiovasculares en el futuro. Resultados muy similares se publicaron con el estudio
MONICA que incluyd casi mil individuos sanos, con valores de colesterol moderadamente

elevados, y en los que en un seguimiento a 6 afios, los niveles elevados de Lp-PLA2

también se asociaron a mayor riesgode sufrir eventos coronarios en el seguimiento. Varios
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estudios en prevencién secundaria’®*® de enfermedad cardiovascular también han
mostrado la utilidad de Lp-PLA2 en la prediccién de eventos cardiovasculares. Todos estos
trabajos han contribuido a considerar la fosfolipasa A2 asociada a lipoproteinas (Lp-PLA2)
un biomarcador del desarrollo de lesiones arteriosclerdticas en la poblacién general.
Ademas de los estudios epidemioldgicos clinicos, a nivel experimetal, se ha reportado un
incremento de la expresion de Lp-PLA2 en macrofagos de lesiones ateroescleréticas y una
asociacion entre la expresion de Lp-PLA2 y la vulnerabiliad de la placa, tanto en humanos

como en animales®1!,

Pocos datos hay en la literatura sobre el papel de Lp-PLA2 como predictor de
eventos cardiovasculares en pacientes trasplantados de corazéon. Un estudio previo en
pacientes con enfermedad vascular del injerto mostré niveles significativamente mas

112 otro estudio

elevados de Lp-PLA2 en pacientes con lesiones coronarias en el IVUs
publicado en un grupo de 140 pacientes trasplantados de corazén valoré el papel de
everolimus en la modificacion de los factores de riesgo cardiovascular. Respecto el régimen
de inmunosupresidon convencional basado en el uso de anticalcinuerinicos y micofenolato
mofetil, la introduccidn de everolimus se asocié a una significativa menor actividad de la
Lp-PLA2 en plasma y de marcadores de estrés oxidativo (LDLoxidado)™3. No hubo

deiferencias en el nivel de lipidos ni de glucosa ni de los marcadores de inflamacién. No se

valoré la repercusiéon en cuanto a la aparicién de eventos clinicos en el seguimiento.
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4.4 GDF15 (growth differentations factor 15)

El factor de diferenciacén del crecimiento 15 (GDF-15), es un miembro de la
superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B). GDF-15 se sintetiza
inicialmente como un precursor inactivo que posteriormente es escindido para liberar
elfragamento C-terminal que sera bioldgicamente activo.

En los seres humanos, GDF-15 puede ser secretado por una gran variedad de célulasen

condiciones fisioldgicas por lo que se han descrito diversas funciones bioldgicas**.E

n
diferentes tipos de canceres, como el colorrectal, el de mama y préstata, laexpresién de
GDF-15 se incrementa de forma espectacular y los niveles de GDF-15 en suero parecen ser
utiles en la estratificacidon prondstica en estos pacientes.

A nivel cardiovascular se sabe que la expresion de GDF esta incrementada en los
miocitos, en las células endoteliales, en las células musculares lisas y en los adipocitos en
respuesta al estrés mecanico, a la isquemia y a diferentes citocinas proinflamatorias. Este
incremento de su expresion parece tener como objetivo contrarestar el dano
cardiovascular por lo que a la molécula de GDF15 se le confieren propiedades

115-117 han

antiapoptoticas, antihipertréficas y antinflamatorias.  Diferentes estudios
mostrado que los niveles elevados de GDF-15 son predictores de eventos y de mortalidad
cardiovascular en diferentes circunstancias; en pacientes sanos de edad avanzada, en
inividuos que han sufrido un evento coronario, en pacientes con insuficiencia cardiaca o
fibrilacion auricular. Podria ser interpretado como un marcador de severidad de la
enfermedad en diferentes patologias cardiovasculares.

No disponemos de datos sobre la determinacidn de este biomarcador en pacientes

trasplantados de corazon.
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4.5 Troponina ultrasensible (cTnT-hs)

La troponina cardiaca (cTn) es un marcador muy sensible y especifico de lesién
miocardica y es en la actualidad el biomarcador recomendado para el diagndstico de
infarto agudo de miocardio. La mayoria de los inmunoandlisis actuales no permiten
detectar algunos de los valores de cTn ligeramente superiores al percentil 99 que puede
haber en las fases iniciales de los infartos de miocardio sin elevacion del segmento STy no
detectar algunos infartos de pequefio tamafio. Sin embargo los métodos de alta
sensibilidad (hs-cTn), permiten determinar concentraciones de cTn 5-10 veces menores
que las detectadas por los métodos actuales y con menos imprecision analitica, lo que ha
convertido a la hs-cTn en el marcador del dafio microcelular.

En los pacientes receptores de un trasplante cardiaco, en los ultimos afios se ha
analizado la utilidad de la determinacién de cTn como alternativa no invasiva en el

1819 tilizando cTnT-hs, han mostrado

diagnostico del rechazo agudo. Estudios recientes
qgue los pacientes con mayores grados histoldgicos de rechazo en las biopsias
endomiocardicas presentan niveles significativamente superiores de cTnT-hs con una
elevada sensibilidad (84-100%) y valor predictivo negativo (cercano al 100%) aunque con
baja especificidad (60%) y valor predictivo positivo del 18%.

También se ha evaluado la utilidad de la determinacidén de cTnT-hs en la enfermedad
vascular del injerto. Un estudio previo mostré una correlacion entre los niveles de cTnl, el
grado de severidad de las lesiones coronarias detectadas en el cateterismo cardiaco y la
aparicidon de eventos cardiacos en el seguimiento de receptores de trasplante cardiaco®.

Los niveles de cTnT-hs también han mostrado ser mas utiles en la prediccion de eventos

adversos en el seguimiento que otros parémetrosgg. En un estudio de receptores de
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trasplante cardiaco se evalué la utilidad de la cardioRM y de las cTnT-hs en la prediccidon de
eventos clinicos en pacientes con EVI angiografica. El indice de reserva de perfusiéon
miocardica cuantitativa por cardioRM, utilizado como marcador de integridad
microvascular y los niveles de cTnT-hs, marcador de dafio miocdrdico microcelular, fueron
predictores independientes de eventos cardiacos **°

La tabla 4 esquematiza los diferentes biomarcadores plasmaticos objetivo de nuestro
estudio y los estudiados hasta la actualidad, asi como los mecanismos fisiopatolégicos con
los que estan relacionados.

Tabla4: BIOMARCADORES EN EL DIAGNOSTICO DE LA EVI

Mecanismos Biomarcadores Estudiados Biomarcdores
Objetivo del estudio
Inflamacion PCR* SAXL
V-CAM?® GAS6
I-CAM®
Insuficiencia cardiaca BNP2&87
ST2%
Disfuncidn endotelial Von Willebrand® Lp-PLA2
tPAB384 GDF-15
Daflo miocardico cTnT-hs®®° cTnT-hs
Protedmica Panel de 18 proteinas90
Genéticos AIIoMap93
miRNAs niRNAs endoteliales ***
Inmunoldgicos DSA®%374042,43 Poblaciones linfocitarias
anti-MICA

PCR: proteina C reactiva, V-CAM: molecula de adhesion celular, I-CAM: molécula de adhesion
intercelular; cTnT-hs: troponina T de alta sensibilidad; DSA: anticuerpos antidonante especifico; tPA
:activador tisular del plasminégeno
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5- TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD VASCULAR DEL INJERTO

Probablemente una de las principales limitaciones para conseguir mejorar la
supervivencia a largo plazo de los pacientes trasplantados de corazén es la ausencia de un
tratamiento eficaz. Cuando la EVI estd establecida ningln tratamiento ha demostrado ser
de utilidad en el control de su desarrollo, la enfermedad continta progresando y conduce a

la pérdida del injerto.

El tratamiento inmunosupresor de mantenimiento en los recpetores de un
trasplante cardiaco, habitualmente incluye la combinacién de un farmaco inhibidor de la
calcineurina (tacrolimus o ciclosporina) con un farmaco inhibidor del ciclo celular
(azatioprina o micofenolato) junto o no a esteroides. Esta estrategia inmunosupresora es
la que ha demostrado ser mas util en la prevencion del rechazo celular, sin embargo no ha
demostrado ser util en prevenir la aparicion de enfermedad vascular del injerto ni en
modificar la progresiéon de la misma. Tampoco existe evidencia consistente sobre el papel
de los nuevos farmacos inmunosupresores (everolimus y sirolimus) en evitar la progresion
de la enfermedad una vez esta establecida. Sirolimus demostré reducir la progresion de la
vasculopatia del injerto y se asocié a menor incidencia de eventos clinicos adversos en el
seguimiento en un grupo de pacientes diagnosticados de EVI por la presencia de lesiones
angiograficas o hiperplasia intimal en el IVUS 121124 Fny el estudio EVEROSTAT'®, en
pacientes con EVI, la adicidon de everolimus al tratamiento inmunosupresor convencional
no redujo la incidencia de eventos cardiovasculares mayores. No se dispone pues, de

suficiente evidencia cientifica a favor del papel de los nuevos inmunosupresores,
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everolimus y sirolimus, en la prevencion de la progresion de la EVI una vez ya estd

establecida, para establecer una recomendacion formal al respecto.

La afectacion difusa del drbol coronario en la EVI dificulta la aplicacidon de las
técnicas de revascularizacién quirdrgicas y percutaneas. La opcion quirdrgica es

126
d

excepcional y se asocia a una elevada mortalida . Por el contrario la revascularizacion

percutanea de las lesiones focales significativas es una prdactica habitual. La introduccién de

127-128

los stents farmacoactivos ha permitido disminuir la tasa de reestenosis , que ha sido

siempre superior a la de los pacientes con cardiopatia isquémica. Recientemente se ha

publicado **°

gue en pacientes con EVI y lesiones angiograficamente severas la
revascularizacion percutdnease acompaiid de una disminucién significativa de la
mortalidad a 2 y 5 afios resepecto a pacientes con EVI severa y anatomias no favorables
para las técnicas de revascularizacion. Aunque son escasas las publicaciones que valoran el
impacto sobre la supervivencia de las técnicas de revascularizacién, en ausencia de un

tratamiento definitivo, la revascularizacién percutdnea si es factible, probablemente deba

plantearse en los pacientes trasplantados de corazén con EVI severa.

El retrasplante seria el tratamiento definitivo para la enfermedad vascular del
injerto. A parte del riesgo quirdrigco y de la recidiva de la EVI en el nuevo corazén
implantado 139 1as connotaciones éticas de esta decisién, en la situacién actual de escasez

de donantes, hacen que el retrasplante sea una opcién excepcional65.
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6- PREVENCION DE LA ENFERMEDAD VASCULAR DEL INJERTO

En ausencia de un tratamiento eficaz para la EVI la prevencidn se plantea como el
mejor abordaje de la enfermedad. La prevencién debe iniciarse precozmente, ya que los
cambios a nivel de la pared vascular ocurren en gran parte durante el primer afio

postrasplante.

6.1 Control de los factores de riesgo cardiovascular clasicos

Los factores de riesgo cardiovascular clasicos son muy prevalentes en la poblacién
de pacientes trasplantados de corazén como se ha mencionado previamente. En el
apartado de fisiopatologia de la EVI se explicod la correlacion entre los factores de riesgo
cardiovascular con el desarrollo de la enfermedad. En este apartado se mencionard la
evidencia sobre la influencia del tratamiento de dichos factores de riesgo en la prevencion

de su aparicién y las recomendaciones establecidas al respecto.

En los pacientes con diabetes mellitus se han correlacionado los niveles de
hemoglobina glicosilada (HbA1lc) con la severidad de la EVI detectada tanto por angiografia
como por IVUs ! por lo que se recomienda un manejo estricto de la glucemia. En general
se considera que el tratamiento de la diabetes mellitus postrasplante debe regirse de
acuerdo con las guias de practica clinica de la diabetes mellitus de la poblacién general
buscando los mismos objetivos en cuanto a cifras de hemoglobina glicada y proteccion de

drganos diana.

La hipertensién arterial es otro de los factores de riesgo que debe tratarse

famracoldgicamente si es preciso con el objetivo de evitar la progresion de la EVI.
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Diferentes estudios han mostrado una reduccion del diametro angiografico luminal arterial,
menor incidencia de EVI y mortalidad asociada al uso de antagonistas del calcio tipo

diltiazem *2.

El grupo de Standford ™** realizé un estudio prospectivo randomizado
valorando el efecto del diltiazem en el desarrollo de EVI. En un seguimiento a 5 afios los
pacientes que recibieron diltiazem presentaron mayor supervivencia, menos retrasplante y
menos evidencia de EVI angiografica que aquellos que no recibieron diltiazem (56 % vs
30%, p= 0.04). Recientemente Delgado y colaboradores * en un estudio encaminado a
valorar la influencia del CMV en el desarrollo de la EVI, observaron en el andlisis
multivariado que el uso de diltiazem se acompaiid de un efecto protector respecto a la
aparicién de EVI. A pesar de estos datos, la ausencia de grandes estudios randomizados no
permite realizar una recomendacién farmacoldgica especifica para el control de la TA. La
eleccién del tratamiento depende del grado del control tensional alcanzado, siendo

preferible la utilizacién de IECAs o ARA Il en pacientes diabéticos, aunque pudiendo

contemplar la introduccién de un antagnosita del calcio como primera eleccién .

La dislipemia también puede contribuir a la progresién de la ateroesclerosis, en
parte mediado por mecanismos inmunoldgicos. En pacientes trasplantados de corazén el
uso de estatinas se acompafid de una disminucién significativa del rechazo con
compromiso hemodinamico y de la deteccién de EVI por IVUS al afio del trasplante **, por
lo que en base a estos resultados, independientmente de los niveles de colesterol, en los
pacientes trasplantados de corazon, se recomienda la utilizacidon de estatinas a partir de la

i 135,1
primera o segunda semana del trasplante®*>*%,
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6.2 Tratamiento y prevencion de citomegalovirus

La prevencion frente a la infeccion por CMV puede abarcar desde la profilaxis
universal hasta el tratamiento anticipado mediante la deteccion de replicacion del virus en
sangre. Algunos trabajos han mostrado que una pauta de proflaxis agresiva contra CMV se
asociaa una reduccion de la incidencia de rechazo asi como a una atenuacion de la

137138 Esta misma conclusién es la que se extrae de los resultados

vasculopatia del injerto
del estudio de Delgado y colaboradores *® sobre el impacto de la infeccién por CMV en el
desarrolo de EVI, que abogaria por la profilaxis universival en vez de la terapia de
anticipacion. Aln asi no esta consensuada la profilaxis universal y las guias de la ISHLT
recomiendan profilaxis en aquellos pacientes con discordancia donante/receptor (serologia
positiva en donante y negativa en receptor), mientras que en el caso de que la serologia del

receptor sea positiva seria vdlido realizar tanto profilaxis como terapia anticipada con

monitorizacion de la replicacion viral.

6.3 Papel del tratamiento inmunosupresor en la prevencion de la EVI

El tratamiento inmunosupresor convencional con inhibidores de la calcineurina
asociados a micofenolato con o sin esteroides, ha conseguido un buen control del rechazo.
Sin embargo no es tan efectivo en la prevencién del desarrollo de la enfermedad vascular
del injerto. La introduccion de micofenolato mofetil en sustitucion de azatioprina se
acompafid de una reduccion significativa de la mortalidad y del rechazo con compromiso

139 Ademas,

hemodindmico al afo y 3 afos de seguimiento en un estudio randomizado
resepecto al desarrollo de EVI, Kobashigawa y colaboradores publicaron menor hiperplasia

intimal por IVUS al afio del trasplante en pacientes que recibian micofenolato respecto los
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que se trataron con azatioprina 10 14 aparicion a principios de los afos 2000 de everolimus
y sirolimus, utiles en el control de la proliferacién de las células musculares lisas y
fibroblastos, ofrecia nuevas estrategias terapéuticas atractivas para conseguir el control de
la enefermedad vascular'*!. Everolimus asociado a ciclosporina de novo **se acompafié de
menor grado de hiperplasia intimal al afio, menor incidencia de rechazo agudo y de
infeccidn por CMV en los primeros seis meses, que la asociacién clasica de ciclosporina y
azatioprina. Resultados similares se publicaron en un seguimiento a 12 y 24 meses, con
sirolimus de novo asociado a ciclosporina 3 También respecto a micofenolato everolimus

se asocid a menor grado de hiperplasia intimal al afio por IVUS (12.5 % vs 26.7 % p=0.018)

144.

Este efecto beneficioso de everolimus y sirolimus de novo en la prevencién de la
enfermedad vascular del injerto a los 12-24 meses del trasplante sin embargo no ha
demostrado manterse a lo largo del seguimiento. Dos estudios recientes 145198 han
mostrado que tras un seguimiento de 4 y 8 afios respectivamente, el uso de everolimus de
novo junto con un inhibidor de la calcineurina no se acompané de menor incidencia de EVI

a largo plazo respecto la estrategia convencional de un inhibidor de la calcineurina y

micofenolato.

Las guias de la Sociedad Internacional de Trasplante sugieren que el uso de mTOR
debe incluirse en los regimenes inmunosupresores con el objetivo de reducir el inicio o la
progresién de la EVI con un grado de recomendacidn lla y un nivel de evidencia B A
pesar de ello la elevada incidencia de efectos adversos con estos fdrmacos representa uno

de los principales inconvenientes para su utilizacion *’.
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HIPOTESIS

La monitorizacién en sangre periférica de moléculas implicadas en la inflamacion y
disfuncién endotelial, en la respuesta aloinmune mediada por linfocitos T y marcadores de
daino miocardico, detectara de manera no agresiva y precoz el desarrollo de EVI y permitird
predecir el riesgo de desarrollar eventos clinicos a lo largo del seguimiento en pacientes

receptores de un trasplante de corazon.
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3- OBIJETIVOS

El objetivo principal del estudio es analizar si los biomarcadores séricos sAXL,

GAS6, Lp-PLA2, GDF-15 y cTnT-hs permiten identificar la presencia de enfermedad vascular

del injerto en los receptores de trasplante cardiaco.

Objetivos secundarios

1-

Evaluar la utilidad del estudio de la respuesta aloinmune en los receptores de
trasplante cardiaco mediante el analisis de las poblaciones linfocitarias en la
identificacion de EVI.

Evaluar el uso combinado de diferentes biomarcadores en la mejoria
discriminativa del diagndstico de EVI.

Estudiar la asociacién de las variables cldsicamente relacionadas con el
desarrollo de la EVI y los biomarcadores sAXL, Lp-PLA2, GAS 6. GDF15 y cTnT-hs.
Estudiar el valor prondstico de los niveles en sangre periférica de los
biomarcadores sAXL, GAS6, Lp-PLA2, GDF-15 y cTnT-hs en los receptores de
trasplante cardiaco.

Analizar el valor prondstico de los niveles en sangre periférica de los
biomarcadores sAXL, GAS6, Lp-PLA2, GDF-15 y cTnT-hs en los pacientes con

enfermedad vascular del injerto moderada-severa.
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4- MATERIALY METODOS

4.1-Diseio del estudio

Se ha realizado un estudio transversal en pacientes trasplantados de corazén para
evaluar la utilidad de los biomarcadores en sangre en detectar la enfermedad vascular del
injerto.

Se han obtenido muestras sanguineas para realizar determinaciones de sAXL, Lp-
PLA2, GAS6, GDF15 ycTnT-hs y se han correlacionaron los resultados de las
determinaciones con la presencia y severidad de la enfermedad vascular del injerto en Ila
coronariografia o TAC coronario. En un subgrupo de pacientes se analizaron las poblaciones

linfocitarias y se correlacionaron con la presencia de EVI.

4.2 -Poblacion a estudio

Desde el ano 1984 en que se inicid en nuestro centro el programa de Trasplante
Cardiaco se han llevado a cabo 508 procedimientos. En la actualidad existen 201 pacientes
en seguimiento activo, de los cuales 96 fueron incluidos en el estudio. Se excluyeron 56
por no disponer de una coronariografia o TAC coronario recientes o no estar programada
su realizacidén durante el tiempo en el que se desarrolld este estudio, 26 pacientes por
tener menos de un afio de evolucidon, 17 por presentar insuficiencia renal que
contraindicaba el uso de contraste yodado para la realizacién del TAC coronario o
coronariografia y 6 pacientes por residir y realizar seguimiento fuera de nuestra
comunidad. La figura 17 muestra el esquema de seleccién de pacientes para su inclusion en

el estudio.
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De acuerdo con el protocolo asistencial del hospital se realiza coronariografia al afio
del trasplante y posterioremente coronariografia o TAC coronario a los dos anos, 5 afios y
sucesivamente cada 5 afios y siempre que exista alguna situacidn clinica en la que se
considere que estd indicada su realizacion. Laseleccidon de los pacientes se llevé a cabo en
el momento de la realizacién del estudio angiografico.

Para realizar el andlisis de los biomarcadores en sangre se elabord una seroteca. Las
muestras sanguineas se obtuvieron en el momento de la extraccion de la analitica rutinaria
por puncion venosa. Tras ser centrifugadas se almacenaron a -802C. Las muestrasde sangre
podian diferir como maximo 6 meses desde la realizacién del estudio coronario.

Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado en el momento de su
inclusiéon en lista de espera de trasplante que incluye la aceptacién de la obtencién de
muestras sanguineas para el analisis con fines de investigacion. Asimimso firmaron
consentimiento informado para la realizacién de las exploraciones complementarias
necesarias para el estudio de la evolucion del injerto, en este caso coronariografia y/o TAC
coronario.

El periodo de estudio en el que se reclutaron los pacientes incluyé desde enero del

2012 hasta febrero de 2014.

95



SELECCION DE PACIENTES PARA SU INCLUSION EN EL ESTUDIO

508 receptores de trasplante cardiaco

T 307 exitus

201 receptores de trasplante cardiaco en seguimiento

~ 56 pacientes con coronariografia o TAC coronario
de> 6 meses

~ 26 pacientes con evolucion menor a un ano
~ 17 pacientes por insuficiencia renal

\—‘ 6 pacientes con seguimiento en otro centro

Y

96 receptores de trasplante cardiaco

Figura 17: esquema de seleccion de pacientes para el estudio. Del total de 508 pacientes
trasplantados en nuestro centro 201 estan en seguimiento activo. De ellos finalmente 96

participaron en el estudio tras diferentes motivos de exclusién, siendo el principal el no

disponer de un estudio coronario.
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En un estudio piloto analizamos las poblaciones linfocitarias Thl y T reguladoras, en
un grupo de 33 pacientes receptores de trasplante cardiaco; 20 pacientes en seguimiento a
lo largo de su primer afio postrasplante y 13 pacientes en seguimiento crénico. Seestudio la
evolucién de las poblaciones linfocitarias Th1/Treg a lo largo de 2 afios de seguimiento y la
asociaciacion del cociente Th1/Treg con el desarrollo de EVI.

En la muestra de 96 pacientes, que son objeto de este estudio, se analizd la

asociacion del cociente Th1/Treg con la presencia de EVI en un subgrupo de 24 pacientes.

4.3 -Variables del estudio

La Tabla 6 muestra las variables incluidas en el estudio.

4.3.1 Variables clinicas

De manera retrospectiva se recogieron aquellas variables que cldsicamente se han
correlacionado con el desarrollo de la enfermedad vascular del injerto: edad del receptor,
edad del donante, enfermedad de base que conduce al trasplante, tiempo de isquemia,
factores de riesgo cardiovascular clasicos en el receptor, porcentaje de rechazo en el
primer afio de seguimiento y la infeccién por CMV a lo largo del primer afio tras el

3,4.9,10,47-50,52-54

trasplante . También se recogieron los datos en relacion al tratamiento

inmunosupresor y a la funcién renal.

Factores de riesqo cardiovascular cldsicos. Se recogieron de manera retrospectiva

los factores de riesgo cardiovascular cldsicos, hipertension arterial, diabetes, dislipemia en

el momento de la inclusidondel paciente en lista de espera. Se considerd presencia de HTA
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la determinacién en 2 o mas ocasiones de cifras de TA>140/90. Se considerd presencia de

DM y/o dislipemia en caso que fuera acompafiada de tratamiento farmacoldgico.

Infeccion por CMV. Se revisaron las historias clinicas de los pacientes para registrar

la presencia o no de infeccidon por CMV. El estudio incluye pacientes de diferentes cohortes
y los criterios y métodos diagndsticos han sido diferentes a lo largo de los afios.

En las cohortes inciales el diagndstico de infeccidn por CMV se basé en la deteccidn
de antigenemiaspositivas para CMV en sangre u orina, normalmente coindiendo con
manifestacions clinicas o determinadas alteraciones analiticas como elevacion de
transaminasas o leucopenia.

Tras la introduccién de la técnica de reaccidén de la polimerasa cuantitativa para
CMV (PCR de CMV) la detecidn de replicacion de CMV se ha aplicado, de acuerdo con el
protocolo asistencial del centro, de manera mensual durante el primer afio de seguimiento.
En las cohortes mas recientes la enfermedad por CMV se definid como la presencia de

replicacion en sangre que se siguié de tratamiento antiviral.

Porcentaje de rechazo en el primer afio: se revisaron los resultados de las biopsias

endomiocardicas (BEM) realizadas durante el primer afio en los pacientes incluidos en el
estudio. Se reclasificaron segin la nomenclatura actualizada en 2004 por la ISHLT',
como se muestra en la Tabla 5.

La variable porcentaje de rechazo en el primer afio se definié como el cociente

entre el nimero de biopsias con un grado de rechazo significativo (>2R) respecto del total

de biopsias paracticadas en el primer afio de seguimiento.
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Porcentaje de rechazo primer afio= BEM> 2R/ BEM totales en el primer afio

Tratamiento inmnosupresor. Se recogid el tratamiento inmunosupresor en los

pacientes trasplantados de corazén. De acuerdo con el protocolo asistencial de nuestro
centro, habitualmente los pacientes realizan triple terapia que incluye: un
anticalcineurinico (tacrolimus o ciclosporina), un antimetabolito (micofenolato,
micofenolico o azatioprina) o un inhibidor de la sefial de proliferacion (everolimus o
sirolimus) y esteroides (dosis y niveles establecidos segun protocolo).

Funcidn renal: se recogié la funcion renal de la analitica que coincidié con la
obtencién de la muestra sanguinea para seroteca. Se expresé la cifra de creatinina en mg

/dl.

Todos los pacientes incluidos en el estudio siguieron los controles ambulatorios
rutinarios y se recogié la presencia o aparicién de eventos clinicos cardiovasculares. Se
definié un objetivo clinico combinado que incluyd: muerte de causa cardiovascular, infarto
de miocardio, descenso de la fraccién de eyeccidon en el ecocardiograma (excluyendo el
rechazo agudo) y/o signos o sintomas de insuficiencia cardiaca. El diagndstico de la causa
de muerte si no se produjo en nuestro centro se recogié de los informes de la historia
clinica compartida de Catalunya, el diagndstico de infarto se realizd por la presencia de
cambios en el ECG y/o elevacion de marcadores de lesién miocéardica y/o datos en las
técnicas de imagen compatibles con infarto de miocardio (cardioRM o ecocardiograma). Se
evaluo la fraccion de eyeccidn de manera rutinaria con ecocardiograma y en alguin caso con

cardioresonancia.
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Tabla 5: Nomenclatura recomendada por la ISHLT en el diagnéstico de rechazo cardiaco y
correlacion con los hallazgos histoldgicos

Grado OR Sin rechazo. Miocardio sin lesiones

Sin rechazo

Grado 1R Incluye los grados de la clasificacion antigua

Rechazo leve -Grado 1A: rechazo leve focal. Infiltrado linfocitario focal

(perivascular o intersticial) sin miocitolisis en una o mas
piezas.

-Grado 1B: rechazo leve multifocal. Infiltrado linfocitario
disperso, difuso, sin miocitolisis en una o mas piezas
-Grado 2: rechazo moderado focal. Infiltrado agresivo
focal con miocitolisis o distorsion del miocardio.
Infiltrado compuesto de linfocitos y a veces eosindfilos

Grado 2R Rechazo moderado multifocal. Infiltrados agresivos con
Rechazo moderado miocitolisis multifocal en una o mas piezas
Grado 3R Incluye los grados de la clasificacién antigua
Rechazo severo -Grado 3B: rechazo moderado-grave. Inflamacién
agresiva difusa con miocitolisis. Puede haber
polimorfonucleares neutrdfilos, eosinofilos y
hemorragia

- Grado 4: rechazo grave. Inflamacion difusa agresiva

con miocitolisis, endotelitis y vasculitis, hemorragia,

polimorfonucleares neutrdfilos y eosindfilos.

J Heart LungTransplant 2005; 24(11):1710-1720
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4.3.2 Variables angiograficas

El diagndstico de EVI se hizo mediante coronariografia o TAC de arterias coronarias.
Se revisaron las TACs de coronarias y las coronariografias realizadas a los pacientes del
estudio, clasificandolas segin la nomenclatura recomendada por la ISHLT.

La TAC de arterias coronarias se realizé con un tomdgrafo de 256 cortes (iCT 256,
Philips Healthcare, Amsterdam, Paises Bajos).La técnica utilizada se describe a
continuacion: Obtencidon de un volumen cardiaco mediante adquisicién prospectiva en 2
latidos cardiacos, sincronizada con el ECG, y ajustada a fases diastélicas. Reconstruccion
con espesor de corte de0.8 mm. Analisis multiplanar y 3D de la anatomia cardio-tordcica.
Se administré premedicacién con metoprolol (ev) 15 mg. si se considerd indicado por el
cardidlogo radiélogo. Se utilizd contrasteyodado (concentracion 350 mg/ml). El volumen
administrado de contraste promedio fue de 70 ml, por infusion endovenosaperiférica a 6
ml/s.Las imagenes se analizaron en estaciones de trabajo off-line.

La coronariografia se realizé en el Laboratorio de Hemodinamica. La técnica se
describe a continuacién. Tras obtener el acceso arterial (radial o femoral) se inserta el
catéter y se progresa hasta los senos de Valsalva bajo control fluoroscépico. Una vez se
accede al arbol coronario se administra contraste yodado, habitualmente 8 ml para las
proyecciones del arbol izquierdo y voliumenes de 6 ml para las proyecciones del arbol
derecho. Para el analisis del arbol coronario se realizaron 5 proyecciones del arbol
izquierdo y 3 proyecciones del arbol coronario derecho.

La nomenclatura recomendada por la ISHLT y la que se ha segudio para la

clasificacién de la EVI en este estudio es la que se recoge en la tabla 2.
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4.3.3 Biomarcadores

En las muestras sanguineas obtenidas y almacenadas se determinaron las
concentraciones de los biomarcadores sAxl, GAS6, Lp-PLA2, cTn-hs y GFD-15. En un
subgrupo de pacientes se analizaron las poblaciones linfocitarias.

4.3.3.1 Biomarcadores no inmunoldgicos

- SAXL: Los estudios de las concentraciones sAxl se realizaron mediante un
sistema ELISA modificado en el Departamento de muerte y proliferacion celular del Institut
d'Investigacions Biomédiques de Barcelona (IIBB-CSIC) y IDIBAPS. Las concentraciones de
sAxl se expresaron en ng/l.

- GAS6: La determinacion de las concentraciones de GAS6 se realizaron
mediante un sistema de ELISA validado en el Departamento de muerte y proliferacion
celular del Institut d'Investigacions Biomédiques de Barcelona (lIBB-CSIC) y IDIBAPS. Las
concentraciones de GAS6 se expresaron en ng/l.

- Lp-PLA2: Para la medicion de la actividad total de la LP-PLA2, asi como la
respectiva actividad asociada a laslipoproteinas LDL y HDL, se utilizé 2-tio-PAF (Cayman)
como sustrato’®. La actividad de Lp-PLA2 se expresé en umol/min-1*mL. Para determinar
ladistribucién de la Lp-PLA2 entre las fracciones de lipoproteinas, se precipitaron las
lipoproteinas quecontienen ApoB (VLDL, LDL-C, y la Lp (a) a partir de suero utilizando
sulfato de dextrano. La actividad Lp-PLA2 del sobrenadante no precipitado corresponde a
la actividad asociada con HDL (HDL-Lp-PLA2); la actividad Lp-PLA2 asociada a LDL (LDL-Lp-
PLA2) se obtuvo por diferencia entre la actividad total del suero y la asociada a HDL. La
determinacion de los niveles plasmaticos de Lp-PLA2 se ha llevado a cabo en el Laboratorio

de lipidos del Departamento de Bioquimica del Hospital de Sant Pau.
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- GDF-15: La determinacién de los niveles de GDF-15 en plasma se realizé
mediante un sistema ELISA en el Laboratorio del Departamento de Bioquimica del Hospital
de Sant Pau. La concentracién de GDF-15 se midié en pg/ml

- cTnT-hs: La determinacion de cTnT-hs se analiz6 mediante un método
electroquimioluminométrico (Roche-Diagnostics; Basilea, Suiza), en el Laboratorio del
Departamento de Bioquimica del Hospital de Sant Pau. La concentracién de cTnT-hs se

expresoé en ng/l.

4.3.3.2 Biomarcadores inmunoldgicos

- El estudio de poblaciones linfocitarias, CD3, CD4, CD8, CD19, CD56, Thl
(CD3+ CD4+ IFN+) y Treg (CD4+ CD25high FoxP3+),se realiz6 en el Laboratorio de
inmunologia por técnicas de citometria de flujo. Se definié el cociente Th1l/Treg como la

relacién entre las poblaciones Thl y las poblaciones Treguladoras (Treg).
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Tabla 6. VARIABLES INCLUIDAS EN EL ESTUDIO

VARIABLES CLiNICAS -Receptor:
edad, sexo, etiologia de la Miocardiopatia, funcion renal
factores de riesgo cardiovascular : HTA, DM, DLP
-Donante : edad
- Tiempo de isquemia
- Tiempo de seguimiento postrasplante
- Porcentaje de rechazo en el primer afio postrasplante
- Tratamiento inmunosupresor
- Infeccion por CMV en el primer afio postrasplante
-Eventos cardiovasculares en el seguimiento (muerte de
causa cardiovascular, infarto de miocardio, descenso de la
fraccion de eyeccion y/o signos y sintomas de insuficiencia
cardiaca)

VARIABLES ANGIOGRAFICAS  Clasificacion de EVI angiografica segun la nomenclatura de
la ISHLT : CAVO, CAV1, CAV2, CAV3

VARIABLES ANALITICAS SAXL
GAS6
Lp-PLA2
GDF-15
cTnT-hs

Poblaciones linfocitarias y cociente Th1/Treg

HTA: hipertensién arterial, DM: diabetes mellitus, DLP: dislipemia.
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4.4 -Analisis estadistico

Las variables continuas se expresaron como media + desviacidn estandar o mediana
(rango intercuartil) cuando fue apropiado. Las variables categoéricas se presentaron como
porcentajes, se realizaron andlisis descriptivos, pruebas de chi-cuadrado. Para comparar las
variables continuas se utilizd el anadlisis de la varianza (ANOVA) y se usé la prueba t de

Student para muestras independientes.

Los andlisis multivariantes se realizaron utilizando regresiones logisticas binarias. Las
variables que en primer lugar resultaron significativas en el modelo univariado (p < 0,1) se
incluyeron en segundo lugar en el modelo multivariado y se utilizé el método "por pasos
hacia atras" para identificar los factores de riesgo independientes. Ademas, se evalué el

ajuste de los modelos con variables clinicamente relevantes.

Finalmente, se estudid la capacidad discriminativa de los marcadores mediante curvas
ROC, se calculdé la sensibilidad y especificidad y el indice “Integrated Discrimination
Improvement” (IDI)**° para evaluar la mejora discriminativa en la adicién de un nuevo

marcador.

Se considerd estadisticamente significativa una p < 0,05 bilateral.

Para realizar el analisis se utilizé el programa estadistico SPSS 22.
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RESULTADOS

108



109



5- RESULTADOS

5.1- Anadlisis descriptivo

Las caracteristicas demograficas basales de los 96 pacientes se resumen en la Tabla7

Tabla 7. CARACTERISTICAS PACIENTES (n=96)

Edad del receptor 47,7 £ 1 anos
Sexo 78 % varones

Etiologia Insuficiencia Cardiaca

- Miocardiopatia Dilatada 46,8 %

- Miocardiopatia Isquémica 24 %

- Miocardiopatia Valvular 8,3%

- Miocardiopatia Hipertrofica 7,3 %

- Otras 13,6 %
Edad del donante 39,4 +1 afos
Tiempo de isquemia 182,05 £5 minutos

Factores de riesgo cardiovascular clasicos

- Hipertensidn arterial 55 %

- Diabetes Mellitus 27,1%

- Dislipemia 29.2 %
Funcion renal

- Creatinina > 1,5 mg/dl 80.2 %

- Creatinina < 1.5 mg/dI 16,6 %

- Didlisis 3,1%
Infecciéon por CMV 36,5 %
Porcentaje de rechazo primer aiio 12,5%

Tratamiento inmunosupresor

- Ciclosporina 36,5 %
- Tacrolimus 59,4 %
- Azatioprina 19,8 %
- Micofenolato 71,9 %
- Esteroides 100 %
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El tiempo de seguimiento postrasplante del global de pacientes en el momento de
su inclusién en el estudio fue de 3293.87 dias (9.02 afios). En 15 pacientes (15.6 %) el
seguimiento era en el primer afio postrasplante, 27 pacientes (28,1 %) tenian entre 2y 5
afios de seguimiento, 26 pacientes (27%) entre 6 y 10 afios, 13 pacientes (13,5 %) entre 11

y 15 afios y 15 pacientes (15,6%) tenian mas de 15 afios de seguimiento.

La insuficiencia renal avanzada fue un criterio de exclusién dado el riesgo de
empeoramiento con el uso de contraste yodado. En el estudio el 80.2 % de los pacientes
presentaban una creatinina <1.5 mg/dl. El 16.6 % (16 pacientes) presentaron una creatinina
> 1,5 mg /dl, de los cuales 8 pacientes (8,3 % del total) tenian cifras de creatinina > 2 mg/dl.
Sélo 3 pacientes (3,1 %) de todos los que formaron el grupo de estudio estaban en

programa de didlisis (dos en didlisis convencional y uno en dialisis peritoneal).

El 72.2% de los pacientes presentaban serologia positiva para CMV previa al
trasplante. EL 71.4 %de los donantes eran seropositivos para CMV. Se realizd profilaxis
contra el CMV en el 26.3 % de los pacientes.Un 36.8 % presentaron infeccién por CMV. Si
analizmaos la infeccion a lo largo de las diferentes épocas de seguimiento vemos que la
infeccion por CMV ha sido mas prevalente en las ultimas décadas, aunque sin alcanzar la
significacion estadistica. Un 41.2% de los pacientes estudiados con un afio de seguimiento
presentaron infeccién por CMV , mientras que tan sélo el 18.8 % de los pacientes de mas
de 15 afios de evolucién habian presentado infeccion por CMV en el primer ano de

seguimiento.

111



El porcentaje de rechazo en el primer afio ha ido disminuyendo de manera
significativa a lo largo del tiempo. Si clasificamos a los pacientes por cohortes en funcién
del tiempo de seguimiento, como se muestra en la Figura 18 , aquellos que se incluyeron
con un ano de evolucion presentaron un porcentaje de rechazo en el primer afio del 8.01%,
entre 2 y 5 afios de seguimiento el porcentaje fue del 5.4 %, entre 6 y 10 afios del 12%,
entre 11 y 15 afos del 15.1 % y en los pacientes de mas de 15 afios de evolucién el
porcentaje de rechazo que tuvieron en el primer afo postrasplante fue de 28.1 % (p

<0.001).

Figura 18: Evolucion del porcentaje de rechazo en el primer afo postrasplante segin periodos de
seguimiento de los pacientes receptores de trasplante cardiaco. Como se aprecia en la figura el porcentaje de
rechazo ha ido disminuyendo de manera significativa en las cohoretes mas recientes de pacientes.
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5.2 -Analisis comparativo de la enfermedad vascular del injerto en el grupo a

estudio

Siguiendo la clasificacidon de la ISHLT, del total de 96 pacientes estudiados, en 51
pacientes (el 53.2 % del total), se documentd EVI; en 27 pacientes (28.1%) habia signos de
EVI ligera (CAV1), en 5 pacientes (el 5.2 %) la EVI era moderada (CAV2) y en 19 pacientes
(19.79%) la EVI fue severa (CAV3). Los restantes 45 pacientes (46.8 %) no presentaron
evidencia de enfermedad vascular del injerto (CAV 0). Estos datos se muestran en la Figura

19.

La prevalencia de EVI en el grupo de poblacién estudiada fue del 6.6 % al afio del
trasplante, del 48.8% entre los 2 y 5 afios de seguimiento, del 42.3% entre los 6 y los 10
anos, del 84.6% entre los 11 y los 15 afios. El 100 % de los pacientes de mas de 15 afos de
seguimiento presentaron algun dato angiografico de EVI. Estos datos se muestran en la

Figura 20.

En la figura 21 semuestra la presencia o no de EVI y su severidad en funcién del
tiempo de evolucidon postrasplante. De acuerdo con el cardcter progresivo de la
enfermedad los pacientes con menos tiempo de evolucidn tras el trasplante tienen menos
vasculopatia del injerto y en caso de presentarla es menos severa; a partir de los 10 anos
del trasplante la mayoria de pacientes presentan datos de enfermedad vascular y en ellos

la afectacidon es mas severa.

113



Enfermedad vascular del injerto

H CAVO
HCAV1
[ CAV2
mCAV3

Figura 19: Distribucidn de la EVI en el grupo de 96 pacientes estudiados.

Prevalencia EVI
——Prevalencia EVI
100 %
6%
42.3%
6 %
1ano 6-10 anos 11-15 anos >15 anos

Figura 20: Evolucion de la prevalencia de EVI en funcién del tiempo de evolucion de los pacientes
tras el trasplante cardiaco
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Clasificacion pacientes segun
EVIy tiempo de evolucidon postrasplante

mCAV3
[ CAV2Z
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m CAVO

1 afo 2-5 afos 6-10 afos 11-15afos  >15 afios

Numero de pacientes

Figura 21: Distribucidn de los pacientes en funcién de la presencia o no de EVI y grado de severidad
de la misma segun el tiempo de evolucidn postrasplante
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5.2.1. Enfermedad vascular del injerto, porcentaje de rechazo, infeccion por CMV

00% — 3% ———
30,0%
25,0%
20,0%
15,0%
10,0%

5,0%

0,0%

~———primerano

Figura 22: Correlacidon entre porcentaje de rechazo en el primer afio y desarrollo de enfermedad vascular del
injerto. Los pacientes sin EVI (CAVO) presentan un porcentaje de rechazo en el primer afio de seguimiento

significativamente inferior. No se encontraron diferencias significativas entre la infeccién por CMV vy el
desarrollo de EVI.

En nuestra serie el desarrollo de EVI se asociéde manera significativa a un mayor
porcentaje de rechazo en el primer afio (8.5 % vs 16 %; p=0.009). Los datos se muestran en
la figura 22. Gran parte de los pacientes que presentan mayor severidad de EVI, son los

pacientes de épocas mas antiguas en los que como hemos visto, la prevalencia de rechazo

fue signficativamente mas elevada.
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En nuestro estudio no hemos encontrado una correlacion significativa entre la
infeccidn por CMV vy el desarrollo de EVI. Los datos se muestran en la figura 22.Analizando
la infeccidn por CMV segun las cohortes de pacientes observamos que los pacientes con un
afio de seguimiento presentaron una incidencia de infeccién por CMV del 42.9 %, entre 2y
5 afios del 40 %, entre 5y 10 afios del 56.5 %, entre 11 y 15 afios del 0% y los de mas de 15
afios de evolucion del 15.4 %, como se recoge en la figura 23. En los pacientes con mas
afios de evolucion tras el trasplantela determinacién de la infecciéon por CMV se hizo
mediante antigenemia, habitualmente coincidiendo con manifestaciones clinicas y/o con la
presencia de alteraciones analiticas (trasnsaminitis, leucopenia). Por lo tanto gran parte de
las infecciones fueron enfermedades clinicas. Desde la introduccién de las técnicas de PCR
cuantitativa de CMV, se monitoriza la replicacion de manera mensual a lo largo del primer
afio en todos los pacientes trasplantados de corazén. La técnica es mucho mas sensible y
en la mayoria de pacientes el diagndstico se ha realizado en ausencia de manifestaciones

clinicas.
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Figura 23: Evolucidon de la infeccion por CMV en | primer afio postrasplante en receptores de trasplante
cardico por periodos de seguimiento. En las cohortes mas recientes el diagnostico de infeccion por CMV se
realiza en un mayor porcentaje de pacientes que en las cohortes mas antiguas.
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5.2.2. Enfermedad vascular del injerto y factores de riesgo cardiovascular cldsicos

Tampoco se apreciaron diferencias significativas entre la prevalencia de los factores
de riesgo cardiovascular clasicos entre pacientes sin EVI (CAVO0) y con EVI (CAV1,2,3) como

se muestra en la figura 24.

O Hipertension
M Diabettes
M Dislipemia

CAVO CAV1,2,3

Figura 24 : Correlacion entre EVI y los facotres de riesgo cardiovascular clasicos de los pacientes receptores
de trasplante cardiaco. No existen diferencias significativas en la prevalencia de HTA, DM ni DLP en los
pacientes con EVI (CAV 1,2,3) o sin EVI (CAVO)
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5.2.3. Enfermedad vascular del injerto y tratamiento inmunosupresor

Por lo que respecta al tratamiento inmunosupresor, la terapia con tacrolimus y
micofenolato es la que se asocia a un menor desarrollo de vasculopatia del injerto. Los

datos se muestran en la figura 25.

Enfermedad vascular del injerto y tratamiento inmunosupresorde inicio

Figura 25 : Correlacién entre el tratamiento inmunosupresor y el desarrollo de EVI (CAV 1,2,3). El
uso de tacrolimus y micofenolato se asocié de manera significativa con menor aparicién de EVI.

La terapia inmunosupresora que se asocid a un menor riesgo de EVI fue el uso de
tacrolimus y micofenolato. Este régimen es el mas frecuentemente usado segun los datos
del registro nacional e internacional desde los Ultimos 10 afios. Previamente el tratamiento

se basaba en ciclosporina y azatioprina.
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La tabla 8 muestra la comparacién entre las diferentes variables clinicas implicadas

en el desarrollo de vasculopatia del injerto entre pacientes sin EVI (CAVO0) y pacientes con

EVI (CAV1,2,3).

Tabla 8: Variables clinicas y relacion con EVI

VARIABLES A ESTUDIO CAVO CAV 1,23 p
Porcentaje de rechazo 8.6+/-1% 16.7 +/-2 % p =0.009
Infeccién por CMV 40 % 34 % p =0.347
Tiempo de isquemia 190.5 +/-7 min 174.29+/- 8 min p =0.151
Factores de riesgo cardiovascular

- Hipertension arterial 51.2 % 67.4 % p=0.09
- Diabetes Mellitus 32.6% 26.7 % p=0.62
con ADO 4.7 % 8.9%
con insulina 27.9% 17.8 %
- Dislipemia 24 % 39 9% p=0.107
Tratamiento inmunosupresor
- Ciclosporina 11.6 % 60 % p <0.005
- Tacrolimus 86 % 39 % p < 0.005
- Azatioprina 7% 32% p = 0.002
- Micofenolato 93 % 58 % p < 0.005
- Esteroides 100 % 100 %

CMV: citomegalovirus, ADO; antidiabéticos orales
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5.3 Biomarcadores y asociacion con la presencia de EVI

Los valores obtenidos de los biomarcadores sAXL, GAS6, Lp-PLA2, GDF-15 y cTnT-hs

en los pacientes a estudio se muestran en la tabla 9.

Biomarcador | N | media DE Maximo | Mediana | Minimo unidades
SAXL 96 72,5 35,3 239,3 67,9 20,8 ng/l
GAS6 81 14,8 4,6 27,2 14,0 7,0 ng/I
Lp-PLA2 55 21,4 6,9 55,3 21,3 9,0 Umol/min*ml
GDF-15 75 383 217 1046 324,6 16 pg/ml
cTnT-hs 92 | 25.82 28.0 161 15 2 ng/I

Tabla 9: valores medios de niveles de biomarcadores a estudio

No hubo correlacidn con los niveles de biomarcadores y el tiempo de evolucién tras el

trasplante cardiaco. (Rho de Spearman sAXL = 0,123, p=0,234; GAS6= 0,146 p=0,193; GDF-

15 =0,132, p=0,259; cTnT-hs= 0,168, p=0,109; Lp-PLA2 = 0,063, p=0,646).

Encontramos correlacion entre los niveles de creatinina y los valores de cTnT-hs (Rho

de Spearman 0.347, p=0.001)
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5.3.1 Asociacion de los biomarcadores sAXL, GAS6, Lp-PLA2, GDF-15 y cTnT-hs con la

presencia de EVI

Se estudid la asociacion de los cinco biomarcadores sAXL, GAS6, Lp-PLA2, GDF-15 y

cTnT-hs con la presencia de EVI.

Analisis univariado

En el andlisis univariado los pacientes con EVI (CAV 1,2,3) presentaron niveles de
SAXL y cTnT-hs significativamente mas elevados que los pacientes sin EVI (CAV0). No
encontramos diferencias signficativas en el resto de biomarcadores estudiados. Estos datos

se expresan en la tabla 10.

Tabla 10: analisis univariado. Asociacion biomarcadores con presencia de EVI

Biomarcador N CAV O CAV 1,2,3 p valor
Niveles Niveles

SAXL 96 65 +24 79+ 42 0,036
GAS6 81 14,4+ 4,3 15,1 +4,9 0,473
Lp-PLA2 55 21,2 +5,2 21,9+9,5 0,712
nmol.min*ml

GDF-15 75 353,7+179,0 413,9 +249,2 0,235
cTnT-hs 92 18,0 + 16,9 33,0+ 33,9 0,008

123




Para calcular la capacidad discriminativa de sAXLy cTnT-hs en el diagndstico de EVI,

se elabord la curva ROC (receiver operating characteristics, caracteristicas operativas del

receptor) de ambos biomarcadores.

El drea bajo la curva de sAXL fue de 0,588 (95%IC 0,474-0,702) con un valor de

p=0,137. Se muestra en la figura 25.
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Figura 25: Curva ROC no paramétrica de sAXL en el diagndstico de EVI.
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El analisis mediante curva ROC de los valores de cTnT-hs objetivd la asociacién con
la presencia de EVI. El area bajo la curva fue de 0.658 (IC95% 0,547-0,769) con un valor de

p=0,009. Se muestra en la figura 26.
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Figura 26: curva ROC no paramétrica de cTnT-hs en el diagndstico de EVI

A partir de las curvas ROC se obtuvo el punto de corte de los biomarcadores sAXL y

cTnT-hs, y asi calcular su especificidad y sensibilidad en la deteccion de EVI.

El mejor punto de corte para los valores de cTnT-hs fue de 21 ng/l con una
especificadad del 82% y una sensibilidad del 44%. El mejor punto de corte para los niveles
de sAXL fue 74 ng/l con una especificidad del 71% y una sensibilidad del 49%. Los

resultados se muestran en la tabla 11y 12.
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Tabla 11: Capacidad predictiva de EVI de sAXL y cTnT-hs. Modelos univariados de
regresion logistica

Niveles Sensibilidad Especificidad VPN VPP
Biomarcador
SAXL>74 ng/| 49 % 71% 552% | 65,8%
cTnT-hs>21ng/| 44 % 82 % 57,1% 72,4 %

VPN : valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo

Tabla 12: Capacidad predictiva de EVI de sAXL y cTnT-hs. Modelos univariados de
regresion logisitca

Niveles OR 95 % IC p valor
Biomarcador
SAXL>74 ng/| 2,367 1,01-5,52 0,04

cTnT-hs>21ng/I 3,500 1,347-9,096 | 0,01

Se evalud el aumento de la capacidad discriminativa del modelo con cTnT-hs >21
ng/l mas la adicién de sAXL> 74 ng/l, mediante el indice “Integrated Discrimation
Improvement” (IDI). El aumento en la discriminacion resulté ser de 1.2 % con un p-valor de
0.336. Por lo tanto observamos como la adicién del biomarcador sAXL, no aportd a las

cTnT-hs mejoras discriminativas en la identificacién de EVI.
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Analisis multivariado

Realizamos un estudio multivariado de los biomarcadores en el que se incluyeron
las variables que resultaron significativas en el modelo univariado (p < 0,1), utilizando el
método "por pasos hacia atras" para identificar los factores de riesgo independientes. En el
analisis multivariado sélo los niveles de cTnT-hs se mostraron predictores de la presencia

de enfermedad vascular del injerto (OR 1,029; 95%IC 1,006-1,052; p= 0,013).

Se ajustd un modelo de regresidn logistica (variable dependiente presencia de
enfermedad vascular del injerto), introduciendo aquellas variables que se consideraron
clinicamente relevantes. Se incluyeron en el modelo las siguientes varables: factores de
riesgo cardiovascular, porcentaje de rechazo primer afio, tiempo de isquemia, edad del
donante, edad del receptor, infeccion por CMV vy etiologia de la enfermedad de base.
Ajustando por factores de confusién sdlo los niveles de cTnT-hs fueron predictores de EVI

(OR1.029; 95% IC 1,006-1,052; p=0,013). Los datos se recogen en la tabla 13.

Tabla 13: Analisis multivariado de regresidn logistica: factores asociados con la presencia
de enfermedad vascular del injerto

Variable N OR 95% IC P
SAXL 89 1,014 0,992-1,026 0,276
cTn-hs 89 1,029 1,006-1,052 0,013
Porcentaje rechazo primer | 89 1,049 1,006-1,094 0,026
afio

Etiologia Miocardiopatia 89 2,8 0,889-9,088 0,078
(isquémica/no isquémica)

Edad receptor 89 0,94 0,910-0,981 0,003
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Entre los diferentes factores que clasicamente se han relacionado con el desarrollo
de vasculopatia, el mayor porcentaje de rechazo en el primer afio también en nuestro
estudio se ha asociado de manera significativa a la presencia de EVI. La edad del receptor
mostré una asociacion inversa, a mayor edad del receptor menos presencia de EVI. La
etiologia isquémica de la enfermedad de base en el receptor mostré una tendencia a
asociarse con mayor presencia de vasculopatia del injerto aunque no alcanzé significacién

estadistica.

5.3.2 Andlisis de las poblaciones linfocitarias y su utilidad en la identificaciéon de EVI

En los 33 pacientes del estudio piloto el andlisis de las poblaciones linfocitarias
mostré que aquellos pacientes que presentaban EVI tenian un incremento significativo del
porcentaje de linfocitos Thl: 18% + 4,8% versus 4,8% + 1,1% (p<0,005). El porcentaje de
linfocitos T reg no mostrd variaciones significativas a lo largo del seguimiento. En
consecuencia el cociente Thl/Treg se incrementd a lo largo del seguimiento. Clasificamos
a los pacientes en 3 grupos en funcién del cociente Th1/Treg: rango bajo < 10; rango medio
10-20; rango alto >20.

De los 33 pacientes estudiados 16 presentaron cocientes Th1/Treg en los rangos
medio-alto y 17 en el rango bajo. Ninguno de los pacientes con cociente Thl/Treg en el
rango bajo presentaron EVI. De los 16 pacientes con cocientes en el rango medio- alto, 5
desarrollaron EVI y uno presentd una muerte subita.

La sensibiliad del cociente Th1/Treg en la identificacion de EVI fue del 100%, la
especificidad del 61%, el valor predictivo positivo del 31% y el valor predicitivo negativo del

100%. La curva ROC mostrd un area bajo la curva de 0.79. Se muestra en la figura 27.
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Figura 27: curva ROC no paramétrica del cociente Th1/Tregy la presencia de EVI

Estos resultados indicarian que el cociente Th1/Treg, a través de la valoracion de la
respuesta aloespecifica mediada por linfocitos T en el receptor, puede ser util en la

monitorizacién de la vasculopatia del injerto.

En el subgrupo de 24 pacientes del total de los 96 que formaron parte de la
poblacion objeto de este estudio, el analisis mediante la curva ROC del cociente Th1/Treg
mostré una asociacién significativa con la presencia de EVI. El area bajo la curva fue de

0,762 (IC95% 0,563-0,960) con una p =0.035. La curva ROC se muestra en la figura 28.
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Figura 28: curva ROC asociacidn cociente Th1/Treg con la presencia de EVI

Dado que las troponinas (cTnT-hs) se habian mostrado el biomarcador no
inmunoldgico con mayor utilidad para discriminar la presencia de EVI, se estudié ademas la
mejora de la capacidad discriminativa de cTnT-hs si se tenia en cuenta la adicidon del
cociente Th1/Treg. La evaluacidon de este pardmetro mediante el indice IDI mostré una
mejora relevante del 16.7 %, aunque no llegd a la significacion estadistica (tendencia de
p=0,058). A pesar de ello, dado el tamafio de la muestra, creemos relevante la mejoria

discrminativa de un 16.7%.
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5.4. Papel de los biomarcadores como predictores de eventos clinicos

El 19.8 % de los pacientes presentaron el evento clinico combinado de muerte de
causa cardiovascular, IAM, descenso de la fraccidon de eyeccion y/o signos o sintomas de

insuficiencia cardiaca.

Andlisis univariado

Respecto a los biomarcadores estudiados, en el analisis univariado los niveles de
sAXL y cTnT-hs se asociaron con la presencia de eventos clinicos.GAS6, GDF-15 y LpPLA2

no mostraron diferencias significativas. Los datos se muestran el la tabla 14.

Tablal4: analisis univariado de la asociacion de los biomarcadores con eventos clinicos.
Comparacion de medias independientes (t- student)

Biomarcador Eventos no Eventos si
Niveles Niveles
sAXL 67,1+27,4 94,1 + 53,0 0,044
GAS6 14,3+4,1 16,8 + 6,2 0,156
Lp-PLA2 215+7,4 21,0+5,2 0,802
GDF-15 362,9 + 196,8 516,4 + 299,4 0,147
cTnT-hs 19,9+19,4 50,1+ 42,5 0,008

Analisis multivariado

En el analisis multivariado seleccionando las variables que resultaron significativas
en el modelo univariado (p < 0,1), utilizando el método "por pasos hacia atras" para

identificar los factores de riesgo independientes, sdlo los niveles de cTnT-hs tuvieron una
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asociacién significativa con la presencia de eventos clinicos, mostrando sAXL una

importante tendencia a la significacion. Los datos se muestran en la Tabla15.

Tabla 15: analisis multivariado asociacion biomarcadores con eventos clinicos

Biomarcador N OR 95% IC P
sAXL 92 1,017 1,000-1,034 0,054
cTnT-hs 92 1,030 1,010-1,050 0,004

En la estrategia para encontrar un modelo con los dos biomarcadores ajustados por
posibles variables de confusion se tuvieron en cuenta en el modelo completo las siguientes
variables: porcentaje de rechazo en el primer afio, infeccion por CMV, edad del donante,
edad del receptor, tiempo de isquemia, factores de riesgo cardiovascular y etiologia de la
enfermedad de base. Se obtuvo un modelo igual de eficiente para el ajuste de los efectos
(odds ratios) pero mas parsimonioso con un modelo de 3 variables (sAXL, cTnT-hs y edad
del receptor). Este modelo es mas simple, pero ajusta de manera similar los efectos de los

biomarcadores que un modelo completo.

Ajustando por variables de confusidn, sAXL y cTnT-hs fueron las Unicas variables que
se relacionaron de manera idependiente con la aparicidn de eventos. La edad del receptor
no se asocié con la aparicién de eventos en los pacientes con EVI. Estos resultados se

muestran en la tabla 16.
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Tabla 16: analisis multivariado de regresién logistica: factores asociados con la aparicion
de eventos clinicos.

Biomarcador N OR 95% IC P
SAXL 92 1.024 1,002-1,044 0,029
cTnT-hs 92 1.029 0,914-1,001 0,005

5.5Asociacion de los biomarcadores con la presencia de eventos clinicos en

pacientes con EVI moderada severa

Realizamos un subanalisis en el grupo de pacientes con EVI identificada para
estudiar la utilidad de los biomarcadores en la prediccion de eventos clinicos. Del total de
51 pacientes que presentaron EVI, en 27 era ligera (CAV1) y en 24 era moderada-severa

(CAV2-3).

Andlisis univariado

En el andlisis univariado sélo los niveles de cTnT-hs fueron predictores de eventos
clinicos (cTnT-hs p=0,019). sAXL mostré una tendencia importante aunque sin alcanzar la

significacidn estadistica (p=0,052).

El resto de biomarcadores no mostraron utilidad en la prediccion de eventos (GAS6

p=0,157; GDF15 p=0,130; Lp-PLA2 p=0,592). Los datos se muestran en la tabla 17.
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Tabla 17: Asociacion biomarcadores con la presencia de eventos clinicos. Comparacion de
medias independientes (t-sutdent)

Eventos no Eventos si
Biomarcador N Niveles Niveles

SsAXL ng/I 51 70,6 + 31,7 94,1+52,9 0,052

GAS6 43 14,2 +3,9 16,8 +6,2 0,157

Lp-PLA2 19 23,5+ 14,8 21,0+5,2 0,592
nmol.min*ml

GDF-15 pg/ml 37 376,0 + 222,3 516,4 + 299,4 0,130

cTnT-hs ng/I 48 22,7+ 22,6 50,1+42,5 0,019

Analisis multivariado

En el analisis multivariado sélo la cTnT-hs se mostré predictor de eventos clinicos
(OR 1,029; 95%IC 1,005-1,053; p= 0,017). Los niveles de sAXL mostraron una tendencia sin
alcanzar la singificacion estadistica (p=0.07). Debe tenerse en cuenta que en este

subanalisis sdlo se incluyeron 35 pacientes.

Ajustando por factores de confusidon (porcentaje de rechazo en el primer afio de
rechazo, edad receptor, edad del donante, factores de reisgo cardiovascular, tiempo de
isquemia, infeccion por CMV y etiologia de la enfermedad de base) los niveles de cTnT-hs
contindan manteniéndose como predictores de eventos clinicos (OR 1,026; IC 1,004-1,050;

p=0,022).
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6- DISCUSION

La busqueda de biomarcadores en sangre periférica Utiles en el diagndstico y
monitorizacién de la EVI en pacientes trasplantados de corazén, es una de las principales
prioridades en la investigacion en el mundo del trasplante cardiaco. En nuestro estudio los
niveles elevados de cTnT-hs en sangre periférica permiten detectar la presencia de EVI en
los receptores de trasplante cardiaco e identificar a los pacientes con mayor riesgo de
presentar eventos cardiovasculares durante el seguimiento. El cociente entre las
poblaciones linfocitarias Th1/Treg aunque se evalué en una muestra reducida de pacientes,
ha demostrado igualmente tener un elevado poder predictivo en la deteccion de la

vasculopatia del injerto.

La enfermedad vascular del injerto continda siendo una de las principales causas de
mortalidad a largo plazo en los receptores de trasplante de corazén. La denervacion de los
corazones trasplantados hace que a menudo sea un fendmeno silente, lo que obliga a la
monitorizacién y deteccidn de la vasculopatia del injerto de manera activa. No disponemos
de la técnica diagndstica ideal para su deteccidn precoz. Las técnicas de mayor sensibilidad
son invasivas, lo que no permite su realizacién de forma repetitiva. Las técnicas
diagndsticas no invasivas de que se dispone en la actualidad, tienen una sensibilidad

limitada en las fases incipientes de la enfermedad.
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6.1Caracteristicas clinicas

Uno de los aspectos importantes del estudio es que la muestra es representativa de
la poblacién de receptores de trasplante cardiaco, poblacion objeto del estudio.

De los diferentes factores que se han implicado clasicamente con el desarrollo de
EVI, nuestra poblacion presentd caracteristicas similares a las reportadas en los registrosl’z.
Nuestros pacientes fueron predominantemente del sexo masculino y presentaron la misma
incidencia de factores de riesgo cardiovascular que la descrita¥>. No encontramos
diferencias tampoco en relacién a la edad del donante ni al tiempo de isquemia. La edad
media de los receptores en nuestro estudio es ligeramente inferior a la del Registro
Internacional (edad media en nuestro estudio 47.7 afios, en el registro internacional 54
afos).Asimismo, nuestra poblacion presentaba una mayor proporcion de etiologia no
isquémica de su miocardiopatia de base (57%) respecto los datos globales del Regsitro
Internacional (47%). Sn embargo si analizamos sélo los ultimos 10 afios del Registro
Internacional, los datos son muy similares (55% con miocardiopatia dilatada y el 36.4 % con
miocardiopatia isquémica). La prevalencia de EVI en nuestra poblacién (6.6% al afio y 42.3
% a los 10 afios) tampoco difiere respecto a los datos del Registro Internacional (6.9 % al
afioy 49% a los 10 afios).

En nuestra serie el porcentaje de rechazo en el primer afio se ha asociado de forma
independiente a mayor desarrollo de EVI. El rechazo agudo es uno de los factores que
cldsicamente se ha relacionado con el desarrollo de vasculopatia del injerto 34,18,24,2530,33
que refuerza el papel predominante del sistema inmunolégico en la fisiopatologia de la

EVI.A lo largo de los afios hemos observado una reduccion significativa del rechazo agudo,

siendo en la actualidad inferior al 10% en el primer afio, datos similares a los publicados en
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el regisro nacional e internacional™. Esta disminucién del rechazo agudo probablemente
debiera acompafiarse en el futuro de un menor desarrollo de vasculopatia del injerto.
No sdlo el rechazo agudo intersticial, sind que también el rechazo mediado por

anticuerpos (AMR) se asocia con el desarrollo de vasculopatia del injerto®”***

. Dado que
no se disponia de criterios diagndsticos consensuados para el diagndstico de AMR hasta
2013, no se estudid de manera rutinaria en nuestro centro hasta entonces, por lo que no
hemos podido valorar la repercusion de este tipo de rechazo en el desarrollo de EVI.

Los avances en el tratamiento inmunosupresor son los principales implicados la
disminucion de la inicidencia de rechazo. En concreto, la combinacidon Tacrolimus vy
Micofenolato es la terapia inmunosupresora que se ha asociado a un mejor control del

rechazo agudo, como se ha publicado en diferentes trabajos™'™>,

En nuestra serie,
ademads tacrolimus y micofenolato han sido los fdrmacos inmunosupresores que se han
asociado con menor presencia de vasculopatia del injerto. Este dato reforzaria la
asociacién entre rechazo agudo y desarrollo de EVI y la implicacién de los mecanismos
inmunolégicos en la fisiopatologia de la vasculopatia del injerto. En la interpretacién de
estos resultados debe tenerse en cuenta que no es un estudio randomizado. Las
diferencias en cuanto al tipo de inmunosupresion administrada traducen las
disponibilidades de farmacos en funcién de las diferentes cohortes de seguimiento. Al
inicio del trasplante sdélo se disponia de ciclosporina asociada a azatioprina con o sin
esteroides. Esta es la pauta que recibieron los pacientes de mds afios de evolucién y los
que presentaron mayor porcentaje de rechazo en el primer afo. Posteriormente la

combinacién de tacrolimus y micofenolato con o sin esteroides ha sido la pauta

inmunosupresora habitual en la Ultima década. Ademas se debe tener presente que a lo
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largo del seguimiento de los pacientes se puede haber modificado el tratamiento
inmunosupresor con lo que es dificil confirmar la diferente relacién entre tacrolimus y
ciclosporina en el desarrollo de EVI.Varios estudios muestran que micofenolato se asocia a

139, 156,157.

menor desarrollo de EVI que azatioprina Las publicaciones valorando las

diferencias entre tacrolimus y ciclosporina en la prevencion del desarrollo de EVI muestran
resultados dispares 151-156

No hemos podido valorar el papel de los nuevos inmunosupresores, sirolimus y
everolimus, en la prevencién del desarrollo de EVI pues su utilizacién de novo ha sido
anecdética en la poblacion a estudio.

La edad del receptor es otro de los factores que se ha asociado al desarrollo de
vasculopatia del injerto. En nuestro estudio una edad mds avanzada en el receptor se
asocié a menor desarrollo de vasculopatia. Quiza la menor incidencia de rechazo agudo en
los receptores de mayor edad que se ha publicado en diferentes trabajos pueda contribuir

. . 158-161
a explicar la menor prevalencia de EVI en receptores de mayor edad ™%

Los resultados en relacion al papel que pueda jugar la infeccidén por CMV en el
desarrollo de EVI en nuestra serie, deben ser valorados con cautela. A diferencia de los
diferentes trabajos en la literatura en los que se asocia la infeccion por CMV con la
apariciéon de vasculopatia en el injerto” ™, no hemos encontrado una correlacién
significativa entre la infeccion por CMV y el desarrollo de EVI. Estos datos estan sin duda
influenciados por las diferentes técnicas y criterios diagndsticos utilizados para definir la
infeccion por CMV en las diferentes cohortes de pacientes. Si analizamos la infeccién por

CMV segun las cohortes de seguimiento observamos en nuestra serie que los pacientes con

un afno de evolucién tras el trasplante presentaron una incidencia de infeccién por CMV
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mayor que los pacientes trasplantados hace 10 o 15 afos. En los ultimos afios el
diagndstico de infeccion por CMV se ha realizado mediante la determinacién de PCR
cuantitativa y de acuerdo con nuestro protocolo asistencial se ha monitorizado
mensualmente la replicacién en sangre del CMV mediante la técnica de PCR.
Probablemente estas nueva técnica y estrategia diagndstica en relaciéon al CMV ha

condicionado el diagnostico de mayor nimero de casos de casos en los ultimos afos.

No hemos encontrado diferencias significativas en los factores de riesgo
cardiovascular basales entre los pacientes que desarrollaron EVI y los que no desarrollaron
EVI. No se ha cuantificado el grado de severidad de dichos factores de riesgo ni la

progresion a lo largo del seguimiento.

Las concentraciones de troponina, tradicionalmente se han visto influenciadas por
las cifras de creatinina. A pesar de que en nuestro estudio hemos encontrado una
correlacién entre las cifras de creatinina y los valores de cTnT-hs, es cierto que el
porcentaje de pacientes con un grado de insuficiencia renal relevante ha sido pequefio. Un
metanalisis reciente ha evaluado la utilidad de las cTnT-hs en el diagndstico de infarto de
miocardio en pacientes con insuficiencia renal y ha mostrado que las concentraciones de
las troponinas ultrasensibles de que disponemos en la actualidad mantienen una elevada
precisidon diagndstica en pacientes con insuficiencia renal para el diagndstico de sindrome

162

coronario agudo ~°. Por ello pensamos que la funcién renal no deberia modificar la

interpretacion de los datos en nuestro estudio.
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6.2 Exploraciones diagndsticas en la enfermedad vascular del injerto

6.2.1- Angiografia invasiva y TAC de arterias coronarias

En el diagndstico de la enfermedad vascular del injerto se han utilizado dos técnicas
diagnésticas, la coronariografia y el TAC de arterias coronarias. La coronariografia es
considerada la técnica de referencia en el dagndstico de la vasculopatia del injerto.
Diferentes estudios han mostrado una excelente sensibilidad, especificidad y valor
predictivo negativo del TAC de coronarias en el diagnéstico de la EVI, por lo que hoy en dia
se considera una alternativa no invasiva a la coronariografia y es razonable su uso para
descartar la presencia de vasculopatia del injerto en los receptores de trasplante cardiaco
60,65,78-79.

Aunque la utilizacién de dos técnicas diagndsticas podria representar una limitacion
del estudio, la clasificacion de EVI se realizd en ambos casos, siguiendo las
recomendaciones de la Sociedad Internacional de trasplante y por lo tanto en funcién del
grado de estenosis luminal visualizada. En el momento de gradar la vasculopatia del injerto
(CAVO, CAV1, CAV2 o CAV3) se tuvo en cuenta el tipo y numero de arterias lesionadas, la
gradacion de la severidad de las lesiones y datos adicionales como la funcidn ventricular del
ecocardiograma y la presencia de patrdn restricitvo o no en los casos indicados.

A pesar de que los estudios del TAC de arterias coronarias pueden aportar datos
sobre la pared vascular, no se tuvieron en cuenta estos datos adicionales en la clasificacidon
de los pacientes con EVI.Siguiendo la nomenclatura recomendada por la ISHLT para
clasificar la vasculopatia del injertoeg, no hemos encontrado diferencias en la prevalencia

de EVI en nuestra poblacidn de estudio respecto los datos publicados en los Registros.
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6.2.2 — Biomarcadores no inmunoldgicos

Las concentraciones de troponinas ultrasensibles (cTnT-hs) y sAXL son los
biomarcadoresno inmunoldgicos en sangre periférica que han demostrado aportar mayor
beneficio en el diagndstico no invasivo de la enfermedad vascular del injerto y en la

prediccidon del riesgo de eventos clinicos.

La cTnT-hs es el biomarcador que ha mostrado en nuestro estudio mayor utilidad en
la deteccidn de la vasculopatia del injerto y en la prediccién de eventos cardiovasculares en
el seguimiento de los receptores de un trasplante cardiaco. Encontramos diferencias
siignificativas entre los niveles de cTnT-hs en los pacientes con EVI y sin EVI, diferencias que
se mantuvieron en el analisis multivariado. Los niveles de cTnT-hs > 21 ng/I se asociaron a
mayor presencia de EVI (OR 3,5; IC 95% 1,347-9,096; p=0,010), con una alta especificidad
(82%). Sin embargo la sensibilidad es baja (44%). La elevacién de cTnT-hs puede traducir la
existencia de dafio miocardico por isquemia como consecuencia de la obliteracidon
progresiva de la luz vascular, fendmeno que inicialmente no se acompafian de
manifestaciones clinicas. La denervacién cardiaca condiciona que la EVI sea habitualmente
silente y que los pacientes trasplantados de corazén no presenten clinica anginosa en
presencia de isquemia miocdardica. No obstante diferentes circunstancias tales como el
rechazo agudo o el rechazo mediado por anticuerpos pueden acompanarse de lesién

118, 119 .
=, sin que

miocardica y en consecuencia elevar los niveles de troponinas plasmaticas
exista enfermedad vascular del injerto asociada.En general es poco frecuente el rechazo

agudo pasado el primer afio del trasplante, y los pacientes incluidos en el estudio llevaban

tenian mas de un afio de evolucidon tras el trasplante. También, hasta la acualidad, el
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porcentaje de pacientes que presentan rechazo mediado por anticuerpos ha sido
relativamente poco importante. La elevacién de cTnT-hs en ausencia de lesiones coronarias
epicardicas y sin evidencia de rechazo cardiaco asociado, puede traducir la afectacién de la
microcirculacién por la vasculopatia del injerto. La EVI afecta no sélo a los vasos coronarios
epicardicos, sino también a la microcirculacion y hasta la actualidad son escasas las

163,164 La afectacion

técnicas de que disponemos para su estudio y evaluacidon
microvascular se ha asociado peor funcién del injerto en el seguimiento de los pacientes

receptores de un trasplante cardiaco 163,

El biomarcador sAXL también ha mostrado ser util en la identificacion de EVI. En los
ultimos afios se ha descrito que el receptor sAXL se activa en respuesta a la inflamacion y
al dafio tisular y actuaria como mecanismo contraregulador. La forma soluble del receptor
en plasma, sAXL, de forma indirecta traduciria el grado de inflamacién existente. En
consecuencia niveles plasmaticos elevados de sAXL se asociarian a un estado de mayor
actividad inflamatoria. A pesar de que sAXL es un biomarcador util en la identificaciéon de
EVI, no parece aumentar el poder de discriminacidn de las cTnT-hs en el diagnéstico de la

vasculopatia del injerto.

Los niveles de cTnT-hs y de sAXl no mostraron correlacion con el tiempo de
evolucidn tras el trasplante, por lo que su utilidad en el diagndstico y en la prediccidén de
eventos clinicos cardiovasculares es independiente del momento en el que hagamos la

valoracion del paciente.
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A pesar de la abundante literatura'®™**?

que muestra la utilidad de Lp-PLA2 como
predictor de eventos cardiovasculares tanto en estudios epidemioldégicos como en
poblacién con enfermedad ateroesclerdtica, la determinaciéon de Lp-PLA2 en nuestro
estudio no ha mostrado ser de utilidad en el diagndstico de EVI ni en la prediccion de
eventos clinicos cardiovasculares. La expresion de Lp-PLA2 se asocia especialmente con la
vulnerabilidad de la placa ateroesclerdtica y estd incrementada en placas con core

109111 *| 5 enfermedad vascular del injerto

necrético y abundante contenido de macréfagos
en sus fases iniciales tiene un componente fibrético predominante segun han mostrado

estudios con histologia virtual™® con escaso core necrético. Tal vez este dato puede

explicar la ausencia de utilidad de este biomarcador en el diagndstico de EVI.

GFD-15 es un novedoso biomarcador que también se ha evaluado como predictor
de eventos cardiovasculares en pacientes con facotres de riesgo y con patologia

142-144

ateroesclerodtica En nuestro estudio tampoco la determinacién de GDF-15 ha sido

util en la deteccidn de vasculopatia del injerto ni en la prediccion de eventos clinicos.

6.2.3 Biomarcadores inmunoldgicos

El cociente entre las poblaciones linfocitarias Th1l y Treguladoras (Th1/Treg) es un
marcador inmunolégico que también ha demostrado en nuestro estudio, ser util en el
diagnédstico de EVI. Este cociente traduciria los cambios de la respuesta aloespecifica
mediada por linfocitos T en el receptor de un trasplante cardiaco. Cada vez parece tener
mas trascendencia el origen inmunomediado de la EVI y se cree que el disbalance entre las

19, 22-25
.U

diferentes poblaciones linfocitarias efectoras y reguladoras estaria en su origen n

incremento en el porcentaje de linfocitos Thl, implicados en la disfuncién endotelial, o una
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disminucion del porcentaje de linficotos T reguladores, relacionados con los mecanismos
de tolerancia, facilitaria la aparicion de EVI. Los niveles elevados del cociente Th1/Treg,
aungue en una muestra pequefia del estudio, han mostrado ser el biomarcador con mayor
sensibilidad en la identificaciéon de EVI. Ademads, en adicién a las cTnT-hs, consigue una
mejoria discriminativa del 16.7 % en el diagndstico de la vasculopatia del injerto. Tal vez, la
inflamacién secundaria a la activacion del sistema inmunolégico juegue un papel mas
relevante en la fisiopatologia de la EVI que la disfuncion endotelial secunadira a los factores
de riesgo clasicos asociados a la enfermedad cardiovascular. Aunque la muestra es
reducida, el beneficio que aporta el cociente Thl/Treg, en adicidn a la determinaciéon de

cTnT-hs, es superior al que ofrece sAXL para el diagndstico de la vasculopatia del injerto.

6.3- Implicaciones clinicas de la utilidad de los biomarcadores

6.3.1- En el diganostico de la EVI

Gracias a la elevada especificidad de las cTnT-hs en el diagndstico de la enfermedad
vascular del injerto, la principal implicacién en la practica clinica seria reducir el nUmero de
exploraciones rutinarias a realizar (coronariografia y/o TAC coronario) para el diagnédstico

de EVI, en los pacientes de bajo riesgo.

En aquellos pacientes a los que debiera relizarse una coronariografia o TAC de
arterias coronarias por protocolo y que presentaran niveles de cTnT-hs < 21 ng/| podria
deiferirse la realizacién de dichas exploraciones. Con esta actuacién ademas de evitar el

riesgo inherente al propio procedimiento (especialmente en el caso de la coronariografia),
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disminuiriamos la exposicion de los pacientes a la irradiacidon y la nefrotoxicidad del

contraste yodado.

La elevada sensibilidad mostrada del cociente Thl/Treg podria contribuir a

identificar la EVI en fases mas precoces de la enfermedad.

La introduccién en la rutina asistencial de la determinaciéon de cTnT-hs y de la
monitorizacion inmunoldgica mediante el cociente Thl/Treg podria en consecuencia
plantear un abordaje personalizado en el seguimiento de los pacientes trasplantados de
corazén con el objetivo de disminuir la morbilidad en el seguimiento y mejorar la

supervivencia.

6.3.2 En la prediccion de eventos

La monitorizacién de cTnT-hs y sAXL a lo largo del seguimiento podria identificar a
aquellos pacientes en riesgo de sufrir eventos clinicos cardiovasculares adversos. Estos
pacienes serian candidatos a un control clinico mas estricto. La identificaciéon de pacientes
de riesgo de eventos clinicos deberia guiar el tratamiento inmunosupresor de forma
individualizada y establecer un mayor grado de exigencia en el control de los factores de

riesgo cardiovascular.
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6.4- Limitaciones del estudio

Una de las limitaciones es el propio disefio del estudio. Al tratarse de un estudio
transversal sdlo disponemos de una determinacién de biomarcadores en un momento
puntual de la evolucion del paciente. No podemos conocer la cinética ni la evolucién de los
biomarcadores a lo largo de los diferentes periodos de seguimiento, su modificacion por
los diferentes tratamientos immunosupresores o sus variaciones en el contexto de
infecciones. No obstante no se ha encontrado una correlacidon entre los niveles de los
biomarcadores estudiados y el tiempo de evolucidn tras el trasplante, por lo que pareceria
que su utilidad en el diagndéstico y en la prediccién de eventos clinicos cardiovasculares

seria independiente del momento en el que hagamos la valoracién del paciente.

Otra limitacion es el tamafio de la muestra que viene determinada por el nUmero de
trasplantes cardiacos realizados anualmente y que en nuestro estudio estuvo condicionada
fundamentalmente por la no disponibilidad de una coronariografia o TAC coronario con
menos de 6 meses de diferencia respecto a la extraccidén sanguinea. La muestra poblacional
no ha sido constante en el analisis de los diferentes biomarcadores debido a que no se

dispuso de suficientes alicuotas en los pacientes, para realizar todas las determinaciones.
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7- CONCLUSIONES

1- En los receptores de un trasplante cardiaco la determinacién en sangre periférica de
cTnT-hs puede ser util en la identificacidon de pacientes en riesgo de presentar vasculopatia

del injerto, con alta especificidad pero baja sensibilidad.

2- Dada la elevada especificidad de los niveles de cTnT-hs en la deteccidn de EVI, en
los pacientes con un valor de cTnT-hs inferior o igual a 21 ng/l podria diferirse la

realizacion del cateterismo o TAC para el diagndstico de enfermedad vascular del injerto.

3- sAXL fue el segundo marcador con poder predictivo independiente para detectar

EVI, pero no aportd poder discriminativo al asociarlo a la determinacién de cTnT-hs.

4- El cociente entre las poblaciones linfocitarias Thl y Treguladoras (cociente

Th1/Treg) es el marcador que presenta una mayor sensibilidad en la deteccion de EVI.

5- El alto poder predictivo del cociente Th1/Treg en el diagndstico de EVI confirma que
el mecanismo inmunoldgico es el principal factor implicado en el desarrollo de la

vasculopatia del injerto

6- La combinacién de los niveles de cTnT-hs con del cociente Th1/Treg parece ser la

estrategia mas util en la deteccion de la vasculopatia del injerto de manera no invasiva.
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7- cTnT-hs es marcador independiente de mayor riesgo de eventos clinicos en
pacientes receptores de trasplante cardiaco. Es ademads predictor de eventos clinicos en

pacientes con EVI moderada-severa.

8- Entre los factores que cldsicamente se han correlacionado con la vasculopatia del
injerto, el mayor porcentaje de rechazo en el primer afio y la menor edad del receptor, son

los que se han asociado de manera significativa a la presencia de EVI en nuestro estudio.

9- Un mejor control del rechazo agudo en el primer afio tras el trasplante puede

contribuir a un menor desarrollo de vasculopatia en el injerto.

10- Los biomarcadores GAS6, Lp-PLA2 y GDF-15 no han mostrado ser de utilidad en la
detecciéon de la EVI ni en la prediccién de eventos clinicos cardiovasculares en el

seguimiento.
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