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Resumen
Fundamento: El significado clinico de vasculitis, lesiones isquémicas, efecto Quilty y de la presencia de eosinéfilos en
biopsias endomiocdrdicas de receptores de transplante cardiaco con rechazos leves no fue aun establecido.

Objetivo: Verificar si esos hallazgos histolégicos encontrados en las biopsias endomiocardicas (eosinéfilos, vasculitis,
efecto Quilty y lesiones isquémicas) son capaces de predecir rechazo agudo del injerto.

Métodos: Fueron reevaluadas 1.012 biopsias endomiocardicas consecutivas; de esas, 939 fueron clasificadas como OR
o 1R por la Nomenclatura de la Sociedad Internacional de Transplante de Corazén y Pulmén de 2005, y divididas en dos
grupos: (1) Biopsias predictoras: aquellas que precedieron rechazo agudo; y (2) Biopsias no predictoras: aquellas que
no precedieron rechazo agudo. Comparamos la ocurrencia de los siguientes hallazgos histolégicos: vasculitis, lesiones
isquémicas, efecto Quilty y eosinéfilos por andlisis uni y multivariado entre los grupos.

Resultados: Después de andlisis estadistico se verifico la presencia de vasculitis intensa y de eosinéfilos como mayores
predictores para rechazo agudo futuro, presentando respectivamente las siguientes razones de posibilidad: 10,60
(IC95%: 3,62 - 31,06. p < 0,001) y 6,26 (1C95%: 3,16 - 12,43. p < 0,001).

Conclusion: Vasculitis intensas y eosindfilos en biopsias del miocardio son los principales factores predictores de

rechazo agudo post transplante cardiaco. (Arq Bras Cardiol 2011; 97(2) : 163-170)
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Introduccion

La biopsia endomiocardica es usada como herramienta para
el diagnéstico de rechazo en receptores de transplante cardiaco
hace 35 afios'. A pesar del progreso obtenido en ese periodo
en el conocimiento de la fisiopatologia del rechazo del injerto,
actualmente no existe procedimiento capaz de substituirla con
ventajas en la evaluacién del proceso inflamatorio del injerto?,
siendo aun hoy considerada como estandar de referencia para
el diagnéstico del rechazo agudo®”.

Parte del éxito de la biopsia endomiocardica se debe a la
estandarizacién de la nomenclatura del rechazo del injerto
cardiaco, realizada en 1990, y un sistema de clasificacion
simple y facilmente compresible fue rapidamente adoptado
por los centros de transplante permitiendo el progreso del
conocimiento médico en el diagndstico y tratamiento de los
rechazos del injerto'.

En 2005, esa clasificacion fue revista y simplificada de
acuerdo con el comportamiento clinico de los rechazos, estando
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en uso en los dias de hoy con buenos resultados''. Entre tanto,
existen algunas lesiones histolégicas observadas en las biopsias
endomiocardicas que poseen significado clinico incierto. Entre
ellas podemos citar: la presencia de eosindfilos en rechazos
leves, efecto Quilty, vasculitis en vasos intramiocardicos y
lesiones isquémicas en fibras musculares miocardicas.

Con la intencién de evaluar los resultados obtenidos
con microscopia 6ptica en la profilaxis de los rechazos, este
estudio tiene como objetivo determinar si la presencia de
efecto Quilty, eosindfilos, vasculitis en vasos intramiocardicos
y lesiones isquémicas en fibras musculares miocardicas de
biopsias con rechazo leve o sin rechazo son capaces de
predecir rechazo del injerto en el transcurso de la evolucion
clinica de esos receptores de transplante cardiaco.

Métodos

Antes del comienzo de la investigacién obtuvimos
aprobacién del comité de ética médica del instituto Dante
Pazzanese, bajo el Protocolo n? 3.343, fechado el 31 de
marzo de 2005.

Se trata de un estudio de cohorte combinado, retrospectivo
de 2002 a 2006 y prospectivo de 2006 a 2009, en el cual
reevaluamos por microscopia 6ptica todas las biopsias
endomiocérdicas de 109 pacientes consecutivos sometidos
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a transplante cardiaco entre 10 de enero de 2002 y 10 de
enero de 2009, y los que le realizaron al menos dos biopsias
endomiocardicas durante su evolucién clinica.

La muestra poblacional analizada fue compuesta por 109
pacientes consecutivos sometidos a transplante cardiaco
en nuestra institucién, entre 10 de enero de 2002 y 10
de enero de 2009, que se realizaron dos o mas biopsias
endomiocardicas después de la referida cirugfa; 80% de los
pacientes pertenecian al sexo masculino; en cuanto al color
de la piel, 73% de los pacientes se denominaban blancos. El
paciente mas joven tenfa 11 afos, y el mayor, 69 aios, siendo
la media de edad de ese grupo de 46 = 13 afios en la fecha
del transplante. En cuanto a la enfermedad cardiaca previa al
transplante, 35% de los pacientes presentaban cardiomiopatfa
dilatada idiopatica; 33%, cardiomiopatia secundaria
a coronariopatfa; y 22%, cardiomiopatfa secundaria a
enfermedad de Chagas; 7%, cardiomiopatia secundaria a
valvulopatias; y 3%, debido a otras etiologfas.

Después del transplante, todos los pacientes recibieron
inmunosupresion con ciclosporina en la dosis de 4 mg/
kg/dia, micofenolato mofetil en la dosis de 1,5 g al dia, y
metilpredinisona en la dosis de 10 mg/kg/dia por cinco dfas,
y posteriormente prednisona, inicialmente en la dosis de
0,4 mg/kg. Alteraciones en la terapéutica inmunosupresora
fueron realizadas cuando fue necesario, sin embargo 88% de
los pacientes se mantuvieron con ciclosporina, micofenolato
mofetil y prednisona.

Todos los pacientes fueron sometidos a biopsias del
miocardio, de acuerdo con el siguiente protocolo: en el primer
mes después de la cirugia esos examenes fueron realizados
semanalmente; en el segundo y tercer mes, quincenalmente;
cuarto, quinto y sexto mes, mensualmente; y a partir de esa
fecha, cada afio después de la cirugfa.

Las biopsias fueron realizadas en centro quirdrgico con
biétomo de Stanford-Caves y bajo fluoroscopia. Todos los
fragmentos recogidos fueron fijados con Formol a 10%
enseguida del término del procedimiento y embebidos en
parafina formando bloques, que posteriormente fueron
divididos en tres planos: superficial, intermedio y profundo.
De cada bloque obtuvimos 30 rebanadas de tres micrémetros
de espesura, que después de montadas en ldmina de vidrio
fueron coloreadas con Hematoxilina-Eosina para los tres
planos, y tricrémico de Mason apenas para el nivel intermedio.

Todas las laminas fueron reevaluadas con microscépio
optico de la marca Weis®. Procuramos en cada biopsia
identificar los siguientes hallazgos histopatoldgicos: efecto
Quilty, lesiones isquémicas y presencia de eosindfilos en el
infiltrado inflamatorio miocérdico, bastando la presencia
de esas lesiones en apenas una de las cuatro ldminas
reexaminadas para que ese examen fuese considerado como
positivo para la lesién encontrada.

Para medir la frecuencia de las vasculitis, analizamos las
laminas coloreadas con Hematoxilina-Eosina de cada biopsia.
Elegimos la columna de rebanadas de fragmentos miocardicos
de cada ldmina con las lesiones mas representativas,
realizamos el conteo de los vasos afectados por el proceso
inflamatorio encontradas en cada plano y, posteriormente,
la suma de esas lesiones vasculares en todas las laminas
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analizadas. Ese valor fue divido por el nimero de planos
analizados, obteniendo la media aritmética de las vasculitis por
ldminas analizadas. A continuacién, dividimos ese resultado
por el nimero de fragmentos miocdrdicos recogidos en la
biopsia; obtuvimos, asf, el nimero medio de vasos afectados
por proceso inflamatorio, por fragmentos analizados.

Definimos vasculitis como proceso inflamatorio, afectando
uno o mdas vasos, con extension limitada a estructuras
adyacentes, pudiendo ser acompafadas de hemorragia o
lesion isquémica en el drea de distribucién de los vasos por
causa del dano vascular'? y clasificamos esas lesiones de
acuerdo con las caracterfsticas presentadas por el infiltrado
inflamatorio encontrado en la pared de los vasos afectados
de la siguiente forma (Figuras 1, 2, 3 'y 4):

1. Vasculitis leves - Infiltrado inflamatorio focal, afectando
parcialmente el perimetro formado por las paredes del
vaso, sin sefales de necrosis vascular o formacion de
trombos en la luz del vaso.

2. Vasculitis moderadas - Infiltrado inflamatorio afectando
todo el perimetro formado por las paredes del vaso, sin
sefiales de necrosis vascular o formacién de trombos
en la luz del vaso.

3. Vasculitis intensas - Infiltrado inflamatorio presente en
la pared del vaso asociado a necrosis de su pared o
formacién de trombos en el interior del vaso.

Los pacientes fueron acompanados en visitas ambulatorias
mensuales, el primer afo, y bimestrales, a partir del
comienzo del segundo ano. Con informaciones obtenidas
en las consultas ambulatorias e internaciones hospitalarias, se
construy6 un banco de datos con la evolucién clinica de cada
receptor de transplante cardiaco de la fecha de su transplante
hasta su fallecimiento o 15 de mayo de 2009, fecha del cierre
del control clinico de esta investigacion.

Consideramos como desenlace de la investigacién:
Rechazo agudo moderado (2R), diagnosticado por medio
de biopsia endomiocardica, caracterizado como dos o mas
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Fig. 1 - Microfotogréfica mostrando pequefia arteria con infiltrado linfocitario
en sus paredes.



Cipullo et al
Vasculitis y eosinéfilos en biopsia endomiocérdica

Articulo Original

focos con infiltrado inflamatorio mononuclear asociado a
lesién de fibra miocérdica, o grave (3R), descripta como
infiltrado inflamatorio difuso, polimérfico, con miltiples
areas de lesion de agresion celular, pudiendo ser encontrado
edema, hemorragia y vasculitis segin la nomenclatura de
la Sociedad Internacional de Transplante de Corazén y
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Fig. 2 - Microfotogréfica mostrando infiltrado inflamatorio afectando todo el
perimetro de la pared de pequefia arteria intramiocérdica caracterizando
vasculitis moderada.

Pulmén™, o evento clinico que indujo aumento agudo e
inmediato de la inmunosupresion que usualmente, pero
no siempre, fue acompanado de resultado anormal de la
biopsia endomiocérdica'.

Todos los pacientes que durante el periodo estudiado
presentaron disminucién de la fraccién de eyeccién del
ventriculo izquierdo, insuficiencia cardiaca o muertes por
cualquier otra causa no relacionada con rechazo agudo fueron
excluidos de esta investigacion.

Fig. 3 - Microfotografica mostrando pequefia arteria intramiocardica afectada
por infiltrado inflamatorio y paredes del vaso deslaminadas.
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Fig. 4 - Diagrama esquemético mostrando la clasificacion de las vasculitis en cuanto a su intensidad.
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Entre el 10 de enero de 2002 y el 28 de febrero de
2009, fueron realizadas en el Instituto Dante Pazzanese de
Cardiologia 1.012 biopsias endomiocérdicas; 64% fueron
obtenidas en los primeros seis meses después del transplante
cardiaco; 11,3%, entre el séptimo y el décimo segundo mes
de la cirugfa; y 24,7%, después del primer aiio del transplante
cardfaco. Del total de biopsias, 31 (3,06%) biopsias fueron
excluidas: 9 por presentar senales de reactivacion de la
enfermedad de Chagas, y 22 por presentar menos de cuatro
fragmentos vélidos para el andlisis. De las 981 biopsias
restantes, fueron excluidas 28 (2,77%) por presentar sefiales
histolégicas de rechazo agudo moderado (2R) o grave (3R).

Después de excluir las biopsias con rechazo agudo y con
recidiva de la enfermedad de Chagas dividimos las biopsias
restantes en dos grupos: el grupo predictor compuesto por
biopsias que antecedieron un episodio de rechazo agudo
y el grupo no predictor por biopsias que no precedieron
esta complicacion.

De esta manera, se volvieron entonces elegibles para el
estudio 953 biopsias endomiocérdicas, que fueron divididas
en dos grupos, a saber: Grupo Predictor, formado por 52
biopsias que precedieron un episodio de rechazo agudo,
siendo 28 biopsias que antecedieron episodios de rechazos
agudos demostrados por microscopia éptica en pacientes
asintomdticos, sumadas a 24 biopsias que precedieron
pulsoterapia con inmunosupresores en razén de evidencias
clinicas y ecocardiograficas de rechazo agudo. Grupo No
Predictor, formado por 901 biopsias endomiocardicas que
no antecedieron episodios de rechazo agudo.

Todos los datos recogidos en esta investigacion fueron
almacenados en planilla del software Excel 2003 para
Windows®, y se utiliz6 el programa SPS® versién 10.0 para la
realizacion de los célculos estadisticos.

Para el anélisis univariado, fueron utilizados los tests: Chi-
Cuadrado, Mann- Whitney, ANOVA o test exacto de Fisher
para las variables categéricas y el test t de Student para las
variables normales. Fueron consideradas elegibles para analisis
multivariado variables con valor de p < 0,10.

En el analisis multivariado se utiliz6 el método de regresion
proporcional de Cox, para determinar el riesgo ofrecido por
cada parametro estudiado de ocurrencia de rechazo agudo.
Para estimativa de la sobrevida y de la sobrevida libre de
rechazo (con o sin compromiso hemodindmico), se utilizé
el método de Kaplan-Meier y las diferencias entre los grupos
fueron verificadas por el calculo del log Rank Test. Fueron
considerados como resultados significativos del anélisis
multivariado aquellos que presentaban valores de p < 0,05.

La investigacion en cuestién no recibié financiamiento de
fuentes de fomentos.

Resultados

Analisis univariado

En el andlisis univariado, fueron comparados la intensidad
y la frecuencia de vasculitis, efecto Quilty, eosinéfilos en el
infiltrado inflamatorio y lesiones isquémicas entre las biopsias
que antecedieron episodios de rechazo agudo (Grupo
predictor), y biopsias que no precedieron esa complicacion
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clinica (grupo no predictor). La tabla 1 resume los resultados
del andlisis univariado para el desenlace clinico rechazo agudo.

Analisis multivariado

De todas las variables estudiadas, apenas la frecuencia de
vasculitis por fragmento no se correlacioné con rechazo agudo
presentando razén de posibilidad de 1,174 (1C95%: 0,357
- 3,861. p = 0,792). Retirada esa variable de la ecuacion,
obtuvimos la vasculitis intensa y la presencia de eosinéfilos
como mayores predictores de rechazo futuro, presentando
respectivamente las siguientes razones de posibilidad: 10,60
(1C95%: 3,62 — 31,06. p < 0, 001) y 6,26 (IC95%%: 3,16
- 12,43. p < 0,001). El gréfico 1 resume los resultados del
analisis multivariado para el desenlace clinico rechazo agudo.

El grupo de pacientes que no presentaban vasculitis en
sus biopsias presenté sobrevida libre de rechazo agudo de
96,3 = 0,13% en el primero afo después del transplante
cardfaco. Entre tanto, notamos en los pacientes con vasculitis
leves o moderadas una reduccién semejante de sobrevida
libre de rechazo agudo en el mismo periodo de 86,2 =
0,32% y 86,4 = 0,45%, respectivamente. Los pacientes
con vasculitis intensas presentaron menor sobrevida libre
de rechazo en el final del primero afio post transplante, con
apenas 65,9 * 16,8%, sin experimentar esa complicacion.
Como podemos observar en el grafico 2, las diferencias
entre los grupos aumentan en el transcurso del tiempo y, a
los cinco afios de seguimiento, los pacientes sin vasculitis
presentan 91,7 = 0,3% de sobrevida libres de rechazo
agudo. Ya en los pacientes con vasculitis intensas, apenas
49,4 = 19% no presentaron esa complicacién después del
transplante cardiaco.

Pacientes que no presentan eosindfilos en el infiltrado
intersticial tienen sobrevida libre de rechazo agudo en el
primero afo después del transplante cardiaco de 98,5% =
0,05%. Entre tanto, en el grupo en que notamos la presencia de
esa célula en el infiltrado inflamatorio intersticial miocérdico,
la sobrevida libre de rechazo en ese periodo fue muy reducida
aapenas 61,6% =+ 10,2%. El grafico 3 demuestra la sobrevida
libre de rechazo de los pacientes con y sin eosinéfilos en el
infiltrado inflamatorio.

Andlisis univariado para el desenlace clinico rechazo agudo

Hallazgos Grupo no Grupo Significacién
histopatoldgicos predictor predictor 9
Vasculitis ausentes 463 (51,4%) 11(21,2%)
Vasculitis discretas 239 (26,5%) 24 (46,2%)
Vasculitis moderadas 163 (18,1%) 12 (23,1%)

< 0,001 entre
Vasculitis intensas 36 (4,0%) 5(9,6%) los grupos

estudiados
Lesiones isquémicas 190 (21,1%) 14 (26,9%) 0,319
Efecto Quilty 371 (41,2%) 29 (55,8%) 0,038
Eosindfilos 47 (5,2%) 11(21,2%) <0,001
Frecuencia media
o 0,15 0,28

de vasculitis por (043:0,16) (0,20-0,36) <0,001

fragmento (IC95%)
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Sobrevida libre de rechazo en pacientes con vasculitis en biopsia endomiocardica.
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Sobrevida libre de rechazo agudo en pacientes con eosinéfilos en el infiltrado intersticial.

Discusion

La utilizacién de la nomenclatura estandarizada para
el diagnéstico’'" de rechazo cardiaco fue de extrema
importancia para el crecimiento del conocimiento médico
en el area de transplante cardiaco. Entre tanto, con el uso
rutinario de esa clasificacion surgieron algunas lagunas en
la interpretacion de los hallazgos histolégicos de las biopsias
endomiocardicas y su relacién con la fisiopatologia del rechazo
y su significado clinico. Entre los hiatos del conocimiento en
el transplante cardiaco estan los significados clinicos de las
vasculitis, lesiones isquémicas, efecto Quilty y eosinéfilos en
biopsias del miocardio que presentan rechazo leve.

La identificacién de hallazgos en las biopsias que puedan
predecir la aparicién de rechazo y mala evolucién se reviste de
enorme importancia clinica, pudiendo ser utilizada como una
herramienta importante capaz de indicar en cuales pacientes
debemos incrementar la terapia inmunosupresora a fin de
evitar agresién inmunolégica del injerto.

Pequenos estudios realizados entre las décadas de 1980 y
1990 consideraron las vasculitis como una sefal nefasta''”
en la interpretacién de las biopsias endomiocardicas, siendo
esas asociadas a rechazo grave y muerte. Sin embargo, esa
sefial histolégica no fue valorizada en las nomenclaturas
estandarizadas de rechazo de 1990 o de 2005, necesitando
hasta hoy estudios capaces de elucidar su real valor clinico.

Los hallazgos de esta investigacion corroboran la
importancia de las vasculitis como factores predictores

Arq Bras Cardiol 2011; 97(2) : 163-170

independientes de rechazo agudo, rechazo agudo asociado
a grave compromiso hemodindmico y muerte por rechazo
agudo. De manera inédita fueron clasificadas las vasculitis
morfolégicamente de acuerdo con la intensidad del fenémeno
inflamatorio y la integridad de sus paredes y su endotelio.

Entre las alteraciones histolégicas estudiadas, las vasculitis
y la presencia de eosinéfilos fueron capaces de prever
rechazo agudo. Los pacientes portadores de vasculitis leves y
moderadas presentaron posibilidad de rechazo agudo cerca
de cuatro veces mayor que los pacientes sin inflamacién
encontrada en la pared de los vasos; ya los pacientes con
vasculitis intensas (acompanadas de necrosis de la pared
del vaso o formacién de trombos intravasculares) poseen
probabilidad aumentada 10 veces de rechazo agudo. La
presencia de vasculitis disminuye significativamente la
sobrevida libre de esa complicacién, especialmente en el
grupo de pacientes que presentaron vasculitis intensas, donde
50% de los pacientes presentaron rechazo hasta el segundo
afo de transplante, contra apenas 5% de los pacientes del
grupo sin vasculitis que experimentaron ese desenlace clinico
en el mismo periodo.

Tomando como base los estudios de las vasculitis sistémicas
que pueden ser causadas por accién de la inmunidad
celular, por el depésito de inmunocomplejos o anticuerpos'?,
seria razonable inferir que las vasculitis, en el contexto del
transplante cardiaco, pueden ocurrir tanto en el rechazo
celular como en el rechazo mediado por anticuerpos; entre
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tanto, hoy existen mas evidencias clinicas y experimentales
que asocian la presencia de vasculitis al rechazo mediado por
anticuerpos'®2'. La asociacion entre vasculitis y el aumento
de la expresién de HLA-DR, depésito de anticuerpos IgG o
IgM en el lecho vascular, asociados a la fijacién de fracciones
C3dy C4d del complemento y acumulacién de fibrina en las
paredes capilares o en el intersticio, fue recién demostrada
en receptores de transplante cardfaco y se correlaciona con
aumento de la mortalidad cardiovascular®.

Los mecanismos propuestos para explicar las lesiones
vasculares son la fijacién del complemento a los anticuerpos
depositados en el lecho vascular, su activacién llevando la
lesion endotelial, trombosis vascular y reclutamiento de
neutréfilos en el lugar de inflamacién vascular??, originando de
esa forma isquemia tisular, que puede ser considerada como
el denominador mas decisivo de pronéstico en las vasculitis,
pudiendo llevar desde la disfuncién cardiaca decurrente de
alteraciones metabdlicas por isquemia pasajera hasta infarto
de miocardio ocasionando lesiones definitivas en el coraz6n?.

La presencia de eosinéfilos componiendo el infiltrado
inflamatorio intersticial es asociada frecuentemente a rechazos
intensos acompanados de hemorragia, vasculitis intensas,
necrosis de fibras musculares, llevando a disfuncion del
injerto cardiaco y muchas veces a muerte del receptor; entre
tanto, en el final de la década de 1980, surge una serie de
cuatro casos en que la presencia de eosinéfilos en rechazos
leves o moderados fue sucedida de graves repercusiones
hemodinamicas?*. No surgieron nuevas investigaciones desde
entonces, capaces de elucidar el significado de los eosinéfilos
en los rechazos leves.

En nuestra poblacién, la presencia de infiltracién eosinofilica
en las biopsias cardiacas analizadas fue poco comdn,
ocurriendo en apenas 6,1% de los eximenes reevaluados;
entre tanto, ese hallazgo se mostré de gran significado clinico,
pues en los pacientes que presentaban eosinéfilos haciendo
parte del infiltrado inflamatorio intersticial, la posibilidad de
rechazo aument6 cerca de seis veces en comparacion al grupo
de paciente que poseian infiltrado inflamatorio intersticial
exclusivamente linfocitario.

Se sabe que los eosindfilos actGan como células efectoras
de rechazo cuando la via del linfocito T citotdxico se encuentra
bloqueada o inoperante?. Desencadenadas por los linfocitos
T auxiliadores del tipo 2 la via de rechazo de los eosinéfilos es
dependiente de interleucinas 4, 5 y 9% acarreando, en Gltima
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