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Resumo:

Cipullo R. Vasculites e isquemia imunomediadas como fatores preditores de mau
prognostico em transplante cardiaco [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,

Universidade Sao Paulo; 2010. 105 p.

INTRODUCAO: O significado clinico das vasculites, lesdes isquémicas, efeito Quilty e
da presenca de eosinofilos em biopsias endomiocardicas de receptores de transplante
cardiaco com rejeicOes leves ndo foi ainda estabelecido. OBJETIVOS: Verificar se estes
achados histoldgicos encontrados nas biopsias endomiocardicas (eosinofilos, vasculites,
efeito Quilty e lesBes isquémicas) sdo capazes de predizer rejeicdo aguda do enxerto
acompanhada ou nao de grave comprometimento hemodindmico e morte por rejeicdo
aguda. METODOS: Foram reavaliadas 939 bidpsias endomiocardicas consecutivas
classificadas como OR ou 1R pela de 2005 da Nomenclatura da Sociedade Internacional
de Transplante de Coracdo e Pulmédo e dividimos estas em dois grupos (1) Bidpsias
preditoras: aquelas que precederam rejeicdo aguda, rejeicdo aguda associada a grave
comprometimento hemodinamico ou morte e (2) Biopsias ndo preditoras aquelas que
ndo precederam eventos clinicos. Comparamos a ocorréncia dos seguintes achados
histologicos: vasculites, lesbes isquémicas, efeito Quilty e eosinéfilos por analise uni e
multivariada entre os grupos. RESULTADOS: Apds analise estatistica verificou-se que
a presenga de vasculite intensa e de eosinofilos como maiores preditores tanto para
rejeicdo aguda futura, apresentando respectivamente as seguintes razdes de chance:
10,60 (1C95%: 3,62 — 31,06. p<0,001) e 6,26 (1C95%:3,16 — 12,43. p< 0,001) , quanto
para rejei¢cdo aguda associada & grave comprometimento hemodinamico, que para este
desfecho clinico apresentaram respectivamente as seguintes razdes de chance 7,52
(1C95%: 1,45-38,93. p=0,016) e 6,61 (1C95%: 2,38 — 18,31. p< 0,001), e também para

morte em decorréncia a rejeicdo aguda com as respectivas razbes de chance: 11,20



(IC95%: 3,53 — 36,17. p < 0, 001) e 14,50 (IC95%: 2,19 — 36,17. p = 0,006).
CONCLUSOES: Vasculites intensas e eosindfilos em bidpsias do miocérdio sio os
principais fatores preditores de rejeicdo aguda, rejeicdo aguda associada a grave

comprometimento hemodinamico e morte pds - transplante cardiaco.

Descritores: Biopsia, vasculite, eosinofilos, transplante de coracdo



Summary

Abstract: Cipullo R Imuno mediated vasculitis and ischemia as predictor factors of bad
prognosis in cardiac transplantation. [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,

Universidade Sao Paulo; 2010. 105 p.

INTRODUCTION: The clinical meaning of vasculitis, ischemic lesions, Quilty effect
and the presence of eosinophils in endomyocardial biopsies of transplant recipients with
mild rejections have not been established yet. OBJECTIVES: Verify if these
histological findings (eosinophils, vasculitis, Quilty effect and ischemic lesions), whose
clinical meaning remains unknown so far, are able to predict acute rejection of the
transplanted organ, accompanied or not by severe hemodynamic compromise and death
due to acute rejection. METHODS: We reevaluated 939 consecutive endomyocardial
biopsies classified as OR or 1R, according to the nomenclature that the International
Society for Heart and Lung Transplantation established in 2005. We divided these
biopsies in 2 groups, as they follow: (1) Predictor biopsies, which are preceded by acute
rejection, acute rejection associated to severe hemodynamic compromise or death and
(2) Non-predictor biopsies that did not precede any clinical events. We compared the
occurrence of the histological findings studied (eosinophils, vasculitis, Quilty effect and
ischemic lesions) through univariate and multivariate analysis among the groups.
RESULTS: After an appropriate statistical analysis, the result obtained was the presence
of intense vasculitis and eosinophils as the greatest predictors of future acute rejection,
presenting the respective odds ratio: 10,60 (1C95%: 3,62 — 31,06. p<0,001) and 6,26
(1C95%:3,16 — 12,43. p< 0,001), as well as acute rejection associated to severe
hemodynamic compromise, which presented the respective odds ratio for this clinical
outcome: 7,52 (IC95%: 1,45-38,93. p=0,016) and 6,61 (IC95%: 2,38 — 18,31. p< 0,001)

and death due to acute rejection, presenting the respective odds ratio: 11,20 (1C95%:



353 - 36,17. p < 0, 001) and 14,50 (IC95%: 2,19 - 36,17. p = 0,006).
CONCLUSIONS: Intense vasculitis and eosinophils in myocardial biopsies post-cardiac
transplantation are the chief factors that can predict acute rejection, acute rejection

associated to severe hemodynamic compromise or death.

Descriptors: biopsy, vasculitis, eosinophils, heart transplantation



1- Introducéo:

A informacdo mais antiga sobre transplante de érgdos entre seres humanos na
histdria ocidental € o milagre dos Santos Cosme e Damido, que data do terceiro século
da era cristd. Diz a tradi¢cdo popular que 0s santos removeram a perna cancerosa de um
fiel de pele branca, e implantaram no lugar a perna morena de um mouro recém
falecido. Quando a populacdo da cidade averiguou o tdmulo do mouro, encontraram sua

perna removida e a perna branca cortada proxima ao seu corpo(1).

Apesar da idéia do transplante existir no imaginario popular desde os primérdios
da Era Cristd, os primeiros experimentos de transplante de érgdos entre mamiferos
foram realizados no inicio do século XX por Alexis Carrel. Este autor, com a
colaboracédo de Charles Guthrie, descreveu o primeiro transplante cardiaco heterotdpico

em cdes 1905 (2-4).

Em 1933, Mann e colaboradores, trabalhando com transplante cardiaco
heterotopico implantados no pescogo de cachorros, obtiveram uma sobrevida maxima
do enxerto de oito dias e chegaram a conclusdo que existia um “fator bioldgico” fora do
controle dos cirurgides, que limitava a sobrevida do transplante de o6rgdo(1;3). Este

relato foi a primeira alusdo a rejeicéo.

Durante a segunda guerra mundial, Peter Medwar e T. Gibson iniciaram uma
série de observacdes clinicas que gerou a hipdtese da rejeicdo do enxerto ser mediada
por imunizacdo ativa(2). Posteriormente, utilizando-se de experimentos de transplante
de pele em coelhos, foi demonstrado que entre animais ndo aparentados ocorria a
infiltracdo de linfdcitos que destruiam o enxerto entre sete e dez dias. O mesmo nédo

ocorria quando o transplante era feito entre coelhos gémeos(3).



O progresso da cirurgia cardiaca e da imunologia ocorrido entre as décadas de
50 e 60 permitiram ao Dr. Christian Barnard, que, em trés de dezembro de 1967,
realizasse o primeiro transplante cardiaco entre seres humanos(1-4). Apés a experiéncia
inicial de Barnard, 102 transplantes foram realizados ao redor do mundo, com uma
mortalidade de 60% nos oito primeiros dias ap0s a cirurgia, e uma sobrevida média de
apenas 29 dias. Com os resultados desanimadores do transplante cardiaco, a
comunidade médica e a populacdo geral desiludiram deste procedimento, praticamente
0 abandonando(5). Desta forma, na década de 70, poucos centros continuaram com o

programa de transplante cardiaco ao redor do mundo(2).

Naquela época, o diagnostico de rejeicdo do enxerto era feito através de
alteracGes eletrocardiograficas, tais como: diminuicdo da voltagem do complexo
QRS(3), desvio do eixo elétrico para direita e arritmias cardiacas, (4) o que ndo permitia
o0 diagndstico precoce da rejeicdo do enxerto. Em 1974, Phillipe Caves, pertencente ao
grupo de Stanford, introduziu a bidpsia endomiocardica transcutanea em substituigdo ao
eletrocardiograma para o diagnostico de rejeicdo do enxerto. Estava solucionado o

problema do diagnoéstico precoce da rejeicdo aguda(l;4;6;7).

Com a disponibilidade da ciclosporina no inicio da década de 80, o transplante
cardiaco voltou a tornar-se uma alternativa atraente para o tratamento da insuficiéncia
cardiaca avancada, e a biopsia endomiocardica passou a ser usada como uma ferramenta
importante para 0 manejo dos receptores de transplante cardiacos. Nesta época surgiram
varios sistemas de classificacdo histoldgica das rejeicdes em todo o mundo, o que
impedia a comparacdo dos resultados do tratamento da rejeicdo entre 0s centros

transplantadores, dificultando o progresso do conhecimento médico(7;8).



Em duas oportunidades diferentes no ano de 1989, Bruno Reichart, entdo
presidente da Sociedade Internacional de Transplante de Coracdo, fez um apelo aos
patologistas das equipes transplantadoras que criassem um sistema universal de
gradacdo da rejeicdo celular, com o objetivo Unico de comparar efetivamente os
resultados obtidos com o tratamento da rejeicdo nos diversos centros espalhados pela

face da Terra(7;8).

Em Novembro de 1990 foi publicada a padronizagdo da nomenclatura da
rejeicdo em transplante cardiaco. Sendo um sistema de classificagdo simples e
facilmente compreensivel, foi adotado rapidamente pelos centros transplantadores ao
redor do mundo, e serviu a comunidade transplantadora por mais de uma década. Sua

revisao realizada em 2005 permite 0 seu uso até os dias atuais(9).

Apesar dos avangos da terapia imunossupressora, o tipico receptor de transplante
cardiaco apresenta entre uma a duas rejeicdes durante o primeiro ano de transplante
cardiaco(10). Isto se deve, pelo menos em parte, a complexidade do sistema imune que
possui vias redundantes de rejeicdo (11). Estas vias sdo acionadas quando a via efetora
principal (Linfécito T CD8+) torna-se indisponivel. Como exemplos de vias alternativas
de rejeicdo, podemos citar: rejeicio mediada por linfécitos CD4+(12),

eosindfilos(11;13-17), células “natural Killer”, linfocitos B e neutrofilos (11).

A manifestacdo clinica da rejeicdo histoldgica depende da natureza e extensdo
do infiltrado inflamatorio, assim como da presenca de necrose de fibras miocardicas. A
disfuncdo do enxerto cardiaco correlaciona-se com a destrui¢cdo dos miocitos e também
com a producdo de citocinas pelas células imunitarias capazes de induzir ao aumento de
permeabilidade vascular, edema e disfuncdo endotelial, diminuicdo da producdo de

oxido nitrico e trombose da microcirculacdo (13).



A rejeicdo do enxerto cardiaco tem mortalidade entre cinco e seis por cento
(18;19). Entretanto, quando acompanhada de sinais de diminuicdo do débito cardiaco ou
choque cardiogénico, € associada com mortalidade em torno de 40% ao ano, tanto em

transplante em adultos como pediatrico(20;21).

Apo6s 35 anos do uso da bidpsia do miocardio como ferramenta diaria no
transplante cardiaco, e tendo uma nomenclatura padronizada para o diagnéstico de
rejeicdo do enxerto bem definida e mundialmente aceita(9), ainda existem achados
histolégicos com significado clinico desconhecido, tais como: a presenca de eosinofilos
em rejeicdo leve ou mesmo na auséncia desta(22;23), o efeito Quilty (infiltrado
mononuclear endocardico de aspecto nodular, constituido de linfécitos macréfagos e
plasmocitos acompanhado de proliferacdo vascular e fibrose) (24-27), vasculites(28;29),

micro infartos e lesdes secundarias a isquemia (30).



2- Objetivos

O objetivo primario desta pesquisa foi avaliar se a presenca de vasculites em
vasos intramiocardicos e lesdes isquémicas em fibras miocardicas, em biopsias
cardiacas de pacientes sem rejeicdo ou com rejeicdo leve, sdo capazes de predizer o
risco de: rejeicdo aguda, rejeicdo aguda associada a grave comprometimento

hemodindmico e morte devido a rejei¢do aguda.

Objetivo secundario da pesquisa foi avaliar se a presenca de eosinofilos
compondo o infiltrado linfocitario e efeito Quilty sdo capazes de predizer o risco de:
rejeicdo aguda, rejeicdo aguda associada a grave comprometimento hemodinamico e

morte devido a rejeicdo aguda.



3 - Revisao da literatura

3.1- RejeicOes agudas: importancia clinica e mecanismos fisiopatoldgicos.

3.1.1 - Rejeic¢des agudas e sua importancia clinica.

Ainda hoje a rejeicdo aguda celular é uma causa importante de morte no
primeiro ano apés o transplante cardiaco, sendo responsavel por 12% do total de 6bitos
entre 0 30° e 365° dias apds a cirurgia (31) e a principal causa de morte subita durante o
primeiro ano de pds-operatorio(32). Entre os pacientes submetidos a transplante
cardiaco, 20% a 40% irdo apresentar rejeicbes durante o primeiro ano de pés—

operatorio(33). Entretanto, ap0s este periodo, esta complicacdo torna-se infreqliente(34).

Cada episodio de rejeicdo possui um risco global de morte entre cinco e seis por
cento(18;19). Porém, quando a rejeicdo € acompanhada de sinais de insuficiéncia
cardiaca, a mortalidade pode ser elevada, até 40 % apds o terceiro més do inicio
evento(20;21). Curiosamente, 0s pacientes que possuem rejeicdo celular moderada ou
grave (2R ou 3R) e disfungédo ventricular possuem risco de morte quase trés vezes maior
na primeira semana apds o inicio do quadro, em comparagdo com pacientes que
apresentam rejeicédo celular ausente ou leve (OR ou 1R) associados a comprometimento
hemodindmico. Entretanto, a sobrevida deste segundo grupo é de apenas 46% ao final
de dois anos, em comparagdo com 80% do grupo que apresentou rejei¢do maior ou igual

a 2R (p=0, 001) (20).

Um levantamento feito na Universidade da Califérnia em 2004 mostrou que
apenas trés por cento das bidpsias correspondem a rejeicdes moderadas (2R) ou graves

(3R). Entretanto, 10% a 20% das rejeicdes sao acompanhadas de disfuncdo ventricular,



e grande parte destas deve-se a rejeicdo mediada por anticorpos(6;33). Este tipo de
rejeicdo € acompanhado de queda do desempenho do ventriculo esquerdo, insuficiéncia
cardiaca e choque cardiogénico em quase metade dos casos e é associado ainda a alta

mortalidade (6;10;35;36).

Por microscopia Optica, a rejeicdo mediada por anticorpos pode ser reconhecida
pela lesdo dos capilares miocardicos com edema de células endoteliais e acumulo
intravascular de macrofagos. Edema intersticial e hemorragia podem ser encontrados
com neutrofilos dentro e em torno dos capilares(9;27). Apesar da recomendacdo da
Sociedade Internacional de Transplante de Coragdo e Pulmé&o, que sugere que
procuremos indicios de rejeicdo mediada por anticorpos através da observacao de lesGes
histologicas por microscopia Optica, ha autores que contestam esta pratica, ndo

acreditando que ela permita rastrear rejeicdo mediada por anticorpos (37).



3.1.2- Mecanismos fisiopatoldgicos

O transplante entre individuos geneticamente diferentes induz uma resposta
imune no receptor em decorréncia dos antigenos do doador. Os efeitos bioldgicos
gerados a partir do estimulo inicial sdo cumulativos e em cascata, e, se incontrolados,

podem destruir o tecido enxertado e pér em risco a vida do receptor(38).

O evento inicial ocorre quando o coracdo transplantado é reperfundido com
sangue do receptor durante a etapa final do procedimento cirdrgico. Nesta ocasido, além
das células imunes do receptor entrarem em contato com o endotélio do doador, outros
componentes nao proprios do doador, tais como; células, proteinas soltveis e debris, sdo
levados, pela circulacdo sanguinea, para outras partes do corpo do receptor onde em
poucos minutos sdo capturados pelo baco e por linfonodos. Nestes 6rgdos linfoides,
ricos em células dendriticas e macrdéfagos, capazes de armazenar e processar grande
quantidade de antigenos, € que se encontraram pela primeira vez as moléculas nédo

proprias do doador com componentes do sistema imune do receptor (39).

Os principais antigenos envolvidos no processo de rejeicdo do enxerto fazem
parte do sistema HLA, que é constituido de glicoproteinas polimorficas codificadas
presentes na superficie celular(38). Os antigenos HLA séo divididos em trés subgrupos
(1, 11 e 1), mas apenas as moléculas tipo | e Il sdo importantes para o transplante de
0rgdos(39). Os antigenos HLA | estdo presentes na maioria das células nucleadas; ja os
antigenos HLA 11, que estdo presentes nos linfocitos B, mondcitos e macrofagos, sob o

estimulo do interferon gama podem também ser expressos no endotélio vascular(12;38).

Os linfécitos T representam a parcela mais importante da resposta imune celular
do receptor ao aloantigeno presente no coracao transplantado. Eles possuem o receptor

de membrana CD3 e CD4 (linfécito T auxiliar) ou CD8 (linfécito citotoxico). A funcgéo



inicial do linfocito CD4 é reconhecer antigenos ndo préprios e, depois de ativado,
recrutar outras células tais como: outros linfocitos CD4, linfécitos CD8, macrofagos
(39), eosinodfilos(11;40), neutrofilos (11) ou outras células inflamatdrias. Os linfocitos
CD8 sdo as células efetoras principais do sistema imune, e sua funcdo bésica é

exterminar as células alvo, ou seja, que possuam HLA ndo proprio(39).

O reconhecimento do antigeno pode ocorrer quando as células apresentadoras de
antigenos (células dendriticas, mondcitos e macrofagos) do doador apresentam seu
proprio HLA para os linfécitos CD4 ou CD8 do receptor, e quando ativados, esta via de
reconhecimento é denominada via direta, sendo de grande importancia no mecanismo
de rejeicdo aguda. A via indireta ocorre quando peptideos do sistema HLA s&o exibidos
por células apresentadoras de antigenos através dos receptores MHC 11(38;39). Um
linfécito em cada cinco mil reconhece as moléculas MHC intactas (via direta), enquanto

que pela via indireta é da ordem de 1: 100.000 a 1: 1.000.000(41).

A apresentacdo do antigeno ao linfécito T virgem (conhecido como primeiro
sinal) gera uma sinalizacdo transmembrana necessaria, porém insuficiente para a
expansdo clonal(39). Os receptores CD 80 e CD86, presentes nas células apresentadoras
de antigenos, entram em contato com o receptor CD 28 do linfécito, gerando o segundo
sinal, e ocasionando aumento de producéo de citocinas, entre elas a interleucina 2 que
ativa a producdo clonal de linfdcitos, interleucina 3 que ativa a producdo clonal de
macrofagos e plasmacitos, interferon gama que estimula a producéo clonal de linfocitos
T citotoxico, interleucinas 4,5,e,6 que sdo capazes de induzir rejeicdo mediada por

anticorpos e a producao clonal de eosindfilos (38).

A ativacdo do linfécito B inicia-se com a captura do antigeno pelas

imunoglobulinas presentes na superficie das células. O antigeno é levado para dentro da



célula, degradado, processado em peptideos, carregados nas estrias da molécula MHC
classe Il e devolvida a superficie da célula B. A primeira célula T especifica para
antigeno fixa-se no complexo MHC e inicia um processo de ativagdo mutua. Como
produto final da ativacdo da célula B obtém-se a producdo de anticorpos e linfocitos B

de memdria(39).

O primeiro sinal inicia-se na captura do antigeno pelas imunoglobulinas na
superficie da célula. Este é transportado ao interior da célula e processado da mesma
maneira que é feito nas células apresentadoras de antigenos e as proteinas nao proprias

sdo fixadas na molécula MHC classe 11 e retornam para a superficie celular(39).

Quando a célula B entra nos linfonodos ou no bago, ela pode encontrar um
linfécito T capaz de fixar-se no complexo antigeno ndo préprio e na molécula MHC. O
contato entre os linfécitos B com as células CD4 faz com que o linfocito T produza
citocinas e sintetize a molécula CD40 “ligand”, que rapidamente fixa-se ao receptor
CD40 do linfocito B, causando sua proliferacdo clonal e diferenciacdo em plasmacitos
prontos para secretar anticorpos. Por sua vez, a célula B aumenta a expressao dos
receptores CD 80 e 86 facilitando o segundo sinal da célula T(39). Talvez por esta
interacdo entre linfocitos B e T € que freqlientemente temos rejeicdo humoral

acompanhando rejeicao vascular(10).

O endotélio vascular é a primeira interface entre o tecido ndo proprio do enxerto
e o tecido proprio do doador(42). Ele é capaz de apresentar antigenos indiretamente,
induzindo macrofagos a tornarem-se células apresentadoras de antigenos, ou podem
apresentar antigenos HLA classe Il diretamente, servindo de apresentador de antigeno e

ao mesmo tempo alvo para célula T citotdxica(12;38).



Os leucdcitos sdo capazes de migrar entre o endotélio vascular para entrar no
local onde ocorre a inflamacg&o. Este processo é elaborado por quimiocinas e interacées
entre o endotélio e os leucdcitos; as células ativadas e de memoria produzem proteinas
de adesdo e quimiocinas capazes de leva-las a migrar e alojar-se em tecidos

periféricos(12;38;39).

O leucocito rola através do endotélio por um periodo inicial controlado por
proteinas chamadas Selectinas, posteriormente por outro grupo de proteinas conhecidas
como: Integrinas e moléculas de adesdo ICAM e VCAM os fazem parar de rolar e

iniciam a sua passagem pela membrana endotelial (38).

Os linfocitos T citotdxicos ativados possuem memdria imunoldgica, o que
dificulta a formacdo de tolerancia no receptor(11). Eles administram seu “golpe letal”
em células alvo que possuam antigeno especifico, poupando dano as células vizinhas
livres da proteina ndo propria, atraves de dois mecanismos: primeiro pela liberacdo de
moléculas chamadas perforinas e grazimas, ambas capazes de perfurar a membrana de
células alvo, levando-as a morte. O segundo mecanismo é efetuado através da inducéo
da célula alvo a apoptose pela estimulacdo da molécula Fas (CD95) da célula alvo pela

proteina de superficie da célula citotoxica chamada Fas (CD95) “ligand”(39).

Existem células efetoras que tem mecanismo de acdo ndo especifico, ou seja,
capazes de exterminar células ndo marcadas como alvos. Entre estas células
encontraram 0s linfocitos natural Kkiller eosinéfilos, mondcitos, macrdfagos,
granulécitos e mastocitos. Estas células podem ser utilizadas em rejeicdes graves(9) ou

quando a via do linfdcito T citotdxico néo estiver disponivel (11).

Os linfocitos T auxiliares tipo 1 sdo produtores de interferon gama e estimulam a

producdo dos linfécitos T citotoxicos, sendo esta a principal via efetora de rejeicao.



Entretanto, quando esta via encontra-se indisponivel, o processo de rejeicdo pode
ocorrer pelos linfocitos T auxiliadores tipo 2, que secretam interleucinas 4, 5, 6 e 9,
desencadeando rejeicdo mediada por eosinofilos(14;16;17) e, semelhante as células
CD8, os linfécitos CD4 também podem induzir a célula alvo a apoptose pela via

fas/fas’ligand”(14).

Em condicdes especiais, especula-se que o linfocito T auxiliar 17 (produtor de
interleucina 17) seja capaz de induzir rejeicdes mediadas por neutréfilos(11), sendo esta

mais uma via capaz de desencadear rejeigdo ao enxerto.



3.2 - Biopsia endomiocardica:

A bidpsia transvascular foi introduzida por Sakakibara e Kono em 1962. Dez
anos mais tarde, Philipe Caves, um cirurgido cardiaco Inglés do grupo de Stanford,
desenvolveu um biétomo mais flexivel, especialmente para o0 uso percutdneo no

transplante cardiaco(43).

Ainda hoje a bidpsia endomiocardica é o padrdo ouro(27;34;44-48) para 0
diagnostico de rejeicdo aguda do enxerto. Ela possui alta sensibilidade e especificidade
para o diagnostico de rejeicdo celular aguda. Nao ha até o momento método de imagem
ou marcador soroldgico capaz de substitui-la nos cuidados e manejo do receptor de
transplante cardiaco(33;44). Apesar de ser um procedimento invasivo que causa
desconforto ao paciente, a biopsia endomiocardica é segura, apresentando um risco de

1% a 2% de complicac0es, e 0,02% de morte respectivamente(43;49).

As principais indicagdes da bidpsia endomiocardica no transplante cardiaco séo:
suspeita clinica de rejeicdo, avaliacdo da resposta imunossupressora e vigilancia para
detectar rejeicdo clinicamente silenciosa(45). A realizacdo de biopsias endomiocardicas
rotineiras de vigilancia traz como principal beneficio pratico a detec¢do precoce da
rejeicdo, e a possibilidade de reduzir a quantidade de miocardio com dano permanente
com o tratamento imunossupressor adequado(50), preservando assim 0 enxerto
cardiaco. Este € o principal motivo que leva a maioria dos centros transplantadores a

realizarem biopsias periddicas em seus receptores(27;44).

Com a popularizagéo do uso da bidpsia endomiocardica no transplante cardiaco
para 0 diagnostico de rejeicdo do enxerto, surgiram ao redor do mundo indmeras
nomenclaturas de rejeicdo aguda, sendo as mais importantes: Stanford, Texas,

Hannover, Brighan, Boston Consorcium e Pittsburg. Porém, esta diversidade de formas



para classificar a rejeicdo aguda impossibilitava a comparacdo dos resultados(7) e o

progresso da ciéncia da transplantagéo.

Com a primeira nomenclatura padronizada, fruto do Encontro Internacional de
Patologistas de centros com grande experiéncia em transplante cardiaco realizado em
Stanford em agosto de 1990(8), tornou-se possivel a comparacdo de resultados entre
centros transplantadores. Esta nomenclatura foi amplamente adotada, e serviu bem a
comunidade transplantadora por mais de uma década(9), permitindo o progresso nesta

area do conhecimento médico.

Entretanto, durante a década de noventa, e mesmo ap0ds a virada do século,
varios autores apontaram para o fato que esta classificacdo padronizada de rejeicédo
permitia interpretacdo variada em diversos cenarios histolégicos (33;47;51;51),
incluindo confusédo entre graus de rejeicdo leve (1A, 1B e 2) com rejeicdes moderadas
(3A) e graves (3B), ou ainda entre lesdes isquémicas com rejeicdo leve (2) ou moderada

(3A) (9), o que poderia acarretar em desfechos clinicos inadequados.

Tendo em vista os avangos do conhecimento da rejeicdo aguda e as novas
opcdes terapéuticas para o seu tratamento, associado a variabilidade do sistema anterior,
em novembro de 2005 foi publicada a revisdo da nomenclatura padronizada de 1990 no
diagnostico da rejeicdo cardiaca (9). Esta nova normatizacdo levou em conta que
rejeicdes leves (graus 1 e 2) progrediam para rejeicdes graves em apenas 15% a 20%
das bidpsias subseqguientes, agrupando assim os antigos graus 1A, 1B e 2 no grau
revisado 1R, devido ao seu comportamento clinico semelhante. Da mesma forma, os
antigos graus 3B e 4, que correspondiam a formas graves de rejeicdo, sendo sempre

tratados com rigorosa imunossupressdo, foram reunidos no grau 3R, e por ultimo, o



grau 3A da nomenclatura de 1990 foi transformado em 2R, por tratar-se de rejeicéo

moderada. A tabela 1 compara as nomenclaturas de 1990 e 2005.



Tabela 6- comparacdo entre nomenclaturas padronizadas de rejei¢do cardiaca de

1990 e 2005.

CLASSIFICACAO
DE 1990

1A, 1B, 2

3A

3Bou4

CLASSIFICACAO
DE 2005

OR

1R

2R

3R

1. Células

Definicéo

Sem evidéncias de inflamacéo

mononuclear ou dano aos miocitos

mononucleares
perivasculares ou intersticiais,
respeitando as bordas dos miocitos
e ndo distorcendo a arquitetura

normal das fibras.

2. Um foco de infiltrado mononuclear

associado a dano aos miocitos

Dois ou mais focos de infiltrados
inflamatorios acompanhados de danos
cardiacas,

células musculares

eosinofilos podem estar presentes
sendo que estes focos podem estar
distribuidos em um ou mais fragmentos

de biopsias.

Processo inflamatorio difuso,
envolvendo a maioria dos fragmentos,
sendo predominantemente composto
por linfocitos, macréfagos ou PMN.
Nas formas mais graves encontramos:
edema

intersticial, hemorragia e

vasculites.




Para a correta interpretacdo da bidpsia endomiocardica, € necessario respeitar
algumas consideracBes técnicas com a intencdo de minimizar a chance de obter
resultados falsos negativos, e para o correto diagnéstico diferencial entre rejeicdo aguda

e outros achados, tais como efeito Quilty ou lesdes isquémicas.

Devido ao potencial de erro de amostragem no diagnostico de rejeicdo aguda, é
necessario colher entre cinco e sete amostras da regido septal do ventriculo direito,
preferencialmente de regides diferentes do septo. Estas amostras devem ser manuseadas
com cuidado e fixadas rapidamente com formol a 10% em temperatura ambiente(9;27) e
embebidas em parafina. Posteriormente, estes fragmentos sdo seccionados em tiras de
quatro micra de espessura(43), realizando cortes histologicos seqlienciais a0 menos em
trés niveis e corados com hematoxilina e eosina. E recomendavel que cortes
intermediarios fiquem reservados para coloracdes especificas (como o tricromo de

Masson) ou imuno- histoquimica (27).

Para a analise e interpretacdo adequada da bidpsia endomiocardica, necessitamos
que em pelo menos trés (preferencialmente quatro ou mais) fragmentos validos sejam
constituidos de 50% ou mais de tecido miocardico sem cicatrizes de bidpsias antigas,
tecido adiposo ou trombos sanguineos(9;27). As bidpsias que apresentam trés
fragmentos validos para sua analise possuem um risco de apresentar um resultado falso
negativo de cinco por cento. Este risco diminui para trés por cento quando temos quatro
fragmentos validos (23), e para dois por cento com cinco ou mais fragmentos validos

(43).

Algumas lesdes histoldgicas encontradas nas bidpsias endomiocardicas

encontradas em pacientes receptores de transplante cardiacos ndo sdo diretamente



relacionadas com rejeigdo cardiaca. Entre elas encontramos: as lesdes isquémicas, efeito

Quilty, infeccdes, neoplasia linfoide e local de biopsia prévia.

Lesdes isquémicas caracterizam-se pela presenca de micro infartos em diferentes
estagios evolutivos e distinguem-se das rejeicdes agudas pela desproporcdo entre a
intensidade das agressbes as fibras musculares miocardicas e a escassez de infiltrado
inflamatdrio. E um achado comum até a sexta semana apés a cirurgia, podendo
correlacionar-se com disfungdo precoce do enxerto. ApoOs este periodo, pode estar

associada a doenca vascular do enxerto(27).

Infiltrados endocardicos nodulares sdo conhecidos como efeito Quilty. Seu
significado ainda hoje é incerto, podendo(52;53) ou n&o(9;27) relacionar-se com
rejeicdo aguda. Na classificacdo de Billingham (8) foi proposta a diferenciacdo entre
Quilty tipo A, sendo aquele contido no endocardio, e tipo B, quando o infiltrado invadia
0 miocardio. Poréem, esta classificacdo ndo se mostrou clinicamente relevante, sendo

abandonada em 2005(9).

Local de biopsia prévia caracteriza-se por tecido de granulacdo ou area fibrosa
cicatricial, podendo ser encontrado no endocardio e no miocardio, que se forma depois
de repetidas biopsias, e ndo deve ser confundido com rejeicdo aguda e ndo é

considerado area avaliavel da biopsia endomiocardica.

E rara a deteccdo de agentes infecciosos na bidpsia endomiocardica. Os mais
descritos sdo o citomegalovirus e 0 Toxoplasma gondi. No nosso meio, a distin¢do entre
a reativacdo da doenca de Chagas e rejeicdo aguda pode ser dificil, visto que a
reativacdo da doenca de Chagas pode causar infiltrado inflamatério intenso
indistinguivel de rejeicdo aguda, (54) e podendo ou ndo encontrar parasitas no material

analisado.



Neoplasia linféide: Ndo € comum que a doenca linfoproliferativa pds-transplante
acometa o coracdo, e seu aspecto pode confundir-se com rejeicdo aguda celular. O
carater monomorfico de seu infiltrado, associado ao perfil imunofenotipico (geralmente

tipo B), permitem o diagnostico(27).



3.3 Efeito Quilty

Descrito por Billingham em 1981, o infiltrado nodular endocardico foi batizado
de efeito Quilty com o nome do primeiro paciente em que esta lesdo foi
reconhecida(26;55;56). Esta lesdo € composta predominantemente de linfocitos T, com
poucos linfocitos B e ocasionalmente macrdéfagos. A incidéncia de pacientes que
apresentam efeito Quilty varia entre 8% e 78,6% dos pacientes estudados, sendo mais

comum em pacientes jovens e do sexo feminino(25).

Sua origem vem sendo debatida por muitos anos, sendo ja propostos varios
fatores etioldgicos, tais como: toxicidade a ciclosporina, rejeicdo cronica, reacdo
inflamatoria reacional ao virus Ebstein-Barr, rejeicdo limitada ao endocardio (56),

diminuicdo dos niveis de ciclosporina endocardico (57) e plasmético(58).

Os relatos iniciais, datados dos anos 80, mostram que receptores que n&o
recebiam ciclosporina apresentavam maior nimero de rejeicdes graves; por outro lado,
ndo possuiam efeito Quilty em suas bidpsias endomiocardicas. Com o uso da
ciclosporina houve uma diminuicdo das rejeicOes graves e, paradoxalmente, um
aumento do efeito Quilty (59-62). Esta observagdo levou ao postulado inicial que os
infiltrados nodulares intersticiais seriam induzidos pelo uso da ciclosporina, como efeito
colateral do farmaco(63). Entretanto, essa hipdtese foi desacreditada devido a
demonstracdo por necropsia do ndo aparecimento desta lesdo histologica em coracOes
de pacientes em uso de ciclosporina, por motivo de transplante de outros 6rgaos, tais

como rim ou figado(64).

No inicio da década de 90 surgem relatos mostrando que o efeito Quilty
correlaciona-se diretamente com o grau de rejei¢do, ou seja, quanto maior o grau de

rejeicdo, maior a chance de aparecimento do infiltrado endocérdico nodular em



pacientes recebendo ciclosporina, e que ocorre 0 desaparecimento desta lesdo com o
aumento da imunossupressdo, originando a hipotese que o efeito Quilty possa ser parte

da rejeicéo aguda do enxerto(26;65).

Posteriormente, surgiram autores que correlacionavam a presenca do efeito
Quilty na bidpsia endocérdica atual com um aumento de risco de rejeicdo na bidpsia
subseqliente, sendo que a magnitude deste risco variou entre 1,63 e 9,80 conforme
descrito em diferentes artigos (52;53;66), desta forma sugerindo que o efeito Quilty

pudesse ser usado como fator preditor de rejei¢do aguda.

A baixa producdo de interleucina 10, responsavel pela supressdo dos macrofagos
e dos linfécitos T auxiliadores, em pacientes formadores de efeito Quilty(67) e a maior
incidéncia de apoptose em pacientes com a presenca de efeito Quilty(56) corroboram
para a hipotese de que os infiltrados nodulares endocardicos sejam forma precoce,

localizada ou abortada de rejeicdo aguda.

A relacéo entre efeito Quilty e doenga vascular do enxerto proposta inicialmente
em 2003(68), ndo foi confirmada posteriormente(55;69). Entretanto, recentemente, a
presenca de infiltrado nodular endocardico foi associado a formacdo de lesbes

obstrutivas na microcirculacdo miocéardica e faléncia do coracéo transplantado(70).

A relacdo do efeito Quilty com rejeicdo aguda vem tornando-se mais clara
ultimamente. Pacientes que apresentam efeito Quilty, apesar de ndo apresentarem
anticorpos anti-HLA 1 e 11(55) em taxas maiores que 0s pacientes sem esta leséo,
exibem sinais de acionamento do sistema imune tais como: ativagdo do sistema
complemento no endocérdio(24), aumento da apoptose celular e maior incidéncia de
rejeicdo moderada ou grave na bidpsia subseqiiente em comparacdo com pacientes que

ndo apresentam esta les@o histologica (52;53;55;69). Estas evidéncias mostram que o



efeito Quilty é um fator de risco para eventos imunoldgicos agudos e crénicos e ndo

apenas um expectador silencioso do processo de rejeicao(71)

Quanto ao progndstico, alguns autores relutantemente sugerem que pacientes
que possuem efeito Quilty apresentam maior sobrevida(55;69), enquanto outros
pesquisadores obtiveram resultados opostos em suas pesquisas, demonstrando pior
sobrevida e maior chance de faléncia do enxerto em pacientes que apresentam infiltrado
linfocitario endocardico em suas bidpsias no primeiro ano pdés-transplante

cardiaco(70;71).



3.4 Vasculites

Vasculites consistem no processo inflamatdrio, acometendo um ou mais vasos,
com extensdo limitada em estruturas adjacentes, podendo ser acompanhada de
hemorragias ou lesdes isquémicas na area de distribuicdo do vaso devido a dano

vascular(72).

No inicio dos anos 80, demonstrou-se em ratos que o ambiente intravascular da
microcirculacdo miocardica € o primeiro alvo a ser agredido pelos efeitos da rejeicédo
aguda, ocorrendo solucdo de continuidade nos vasos analisados e desintegracdo do
endotélio nas rejei¢cBes mais intensas. Este modelo deixou claro que a agresséo as fibras

musculares ocorre apds a lesdo microvascular(42).

Posteriormente, em 1987, em um estudo que procurava padrdes histologicos
capazes de predizer rejeicdo aguda em bidpsias subsequentes, foi demonstrado que entre
17 parametros histologicos diferentes analisados em bidpsias do miocardio de
receptores de transplante cardiaco, apenas as Vvasculites arteriolares conseguiriam
predizer rejeicdo aguda letal ou disfuncdo de ventriculo esquerdo no enxerto, em um
intervalo que variou entre um e 88 dias entre a biopsia do miocardio e a data do

desfecho clinico (73).

Nesta mesma época, outros autores demonstraram que lesbes vasculares eram
significantemente correlacionadas com rejeicdo aguda, que a incidéncia de
aparecimento de trombos brancos ou vermelhos era diretamente proporcional ao
aumento da severidade da rejeicdo miocardica(65), e que a presenca de vasculites

pressagia a necessidade de incremento da dose de imunossupressores utilizada (74).

Estudo de necropsias feito em 33 pacientes, de uma populacdo total de 99

pacientes transplantados entre novembro de 1981 e fevereiro de 1986, demonstra que 14



coragOes apresentaram sinais de rejeicdo aguda, e em todos foram encontradas
vasculites em artérias de grande, moderado e pequeno calibre. Analisando os 19
coragdes remanescentes que ndo apresentavam rejeicdo aguda como causa da morte do
receptor de transplante cardiaco, ndo se encontrou vasculite em nenhum caso.
Analisando toda a populagdo transplantada, 44% dos pacientes que apresentaram
vasculites em suas bidpsias faleceram ou necessitaram de novo transplante devido a
rejeicdo aguda, com intervalo médio de 23 dias entre a biopsia e o evento clinico.
Porém, dentre os pacientes sem vasculites que apresentaram um ou mais episodios de

rejeicdo, a taxa de mortalidade ou retransplante foi de 22%(75).

Posteriormente, outros autores relataram sua experiéncia no manejo de pacientes
que apresentaram vasculites em suas bidpsias endomiocéardicas, relatando ser este um

sinal histologico de mau prognostico(76;77).

Nos meados dos anos 80, pouco se conhecia sobre 0os mecanismos que levavam
a rejeicdo aguda. Elegante pesquisa sobre este tema realizado em ratos ndo tratados e
pré-tratados com ciclosporina mostrou que no primeiro grupo houve grande infiltrado
inflamatorio, edema intersticial importante, assim como necrose de fibras miocardicas.
Nestes ratos houve aumento significativo da expressdo de MHC tipo | e Il nas células
endocardicas (sendo proporcionalmente maior a expressdo do tipo | que do Tipo Il) e
MHC tipo | nas fibras miocardicas. Entretanto, nos ratos que receberam pré-tratamento
com ciclosporina, a rejeicdo desenvolveu-se lentamente e com menor intensidade,
apresentando vasculites, 0 que ndo ocorreu no grupo sem tratamento. Neste grupo
ocorreu aumento do MHC tipo Il no leito vascular antes dos achados histolégicos de
rejeicdo, porém, durante a rejeicdo, a expressdo de MHC tipo | e Il apresentava-se
aumentada em proporcGes semelhantes. Animais portadores de vasculites possuiam

maior expressdo de MHC tipo | e Il em comparacdo com aqueles em que esta leséo



histoldgica ndo ocorreu. A regressdo linear mostrou correlagdo entre a severidade das

vasculites e a expressdo de antigenos MHC Tipo Il no endotélio das artérias(78).

A relacdo entre vasculites graves e rejeicdo mediada por anticorpos foi
observada em xenotransplante concordante entre espécies de roedores. Neste modelo, o
aparecimento e posterior aumento da intensidade das vasculites foram concordantes
com a producdo de anticorpos direcionados ao tecido do doador(79). Em homens,
entretanto, foram encontradas vasculites em apenas 1/3 dos pacientes que apresentavam

rejeicdo mediada por anticorpo (36).

Em doencas reumaticas, as sindromes vasculiticas abrangem um grupo
heterogéneo de doencas raras em que exista inflamacao de um vaso sanguineo, podendo
afetar virtualmente qualquer tipo de vaso em qualquer parte do corpo. Estas doencas
podem ter evolucdo lenta, focal ou fulminante. As vasculites originam-se da deposicédo
de imunocomplexos, anticorpos produzidos contra componentes celulares ou mesmo
por imunidade mediada por células T(80-82). A isquemia dos tecidos afetados é
determinante no progndstico, podendo levar a disfuncdo do 6rgdo afetado ou a lesdo

permanente deste (83).

O comprometimento cardiaco nas vasculites reumaticas piora dramaticamente o
prognostico, podendo a morte ser ocasionada por insuficiéncia cardiaca, arritmias ou

infarto agudo do miocéardio(81).

A associacdo entre vasculites de artérias ou arteriolas intramiocérdicas e lesdes
isquémicas segmentares do miocardio tais como: formagéo de trombos intravasculares,
vacuolizacdo de fibras, bandas de contracdo e necrose miocardica, em receptores de
transplante cardiaco foi descrita no inicio da década de 90 (84). Posteriormente em

nosso meio, este achado foi confirmado, e, apesar de nao relacionado com a intensidade



da rejeicdo celular encontrada no tecido miocardico, as vasculites em vasos
intramiocardicos foram associadas com a inflamacdo das porgdes distais das artérias

coronarias e pequenos focos de infarto do miocardio(85).

Achados semelhantes sdo descritos em transplante renal, onde a presenca de
arterites correlacionou-se com rejeicdo resistente a corticdide, e a presenca de artérias
apresentando inflamacdo e necrose fibrindide, demonstradas nas bidpsias renais, foi

associada a perda do enxerto(29;86).

No decorrer da ultima década, foi demonstrado que o endotélio desempenha
funcBes importantes durante a rejeicdo aguda, tais como o recrutamento de células
imunes para dentro do enxerto, aumento das moléculas de adesdo na superficie das
células endoteliais levando as células recrutadas ao intersticio, produzir e liberar

citocinas capazes de ativar células T e recrutar outras células inflamatérias(87).

As células endoteliais sé@o particularmente sensivel a imunidade celular e a
mediadores sollveis de injaria imunologica (28), sua ativacdo durante episodios de
rejeicdo aguda podem gerar microparticulas pro-coagulantes, capazes de levar a

inflamacdo endotelial e em Gltima instancia a trombose do vaso(88).



3.4 - Lesdes isquémicas miocardicas e micro infartos em transplante cardiaco.

3.4.1 - Lesdes isquémicas precoces

A avaliacdo de bidpsias do miocardio obtidas nas primeiras semanas apos 0
transplante cardiaco, tem mostrado areas subendocardicas de insulto isquémico
demonstrado pela presenca de bandas de contracao(9), focos de miocitolise e necrose de

coagulacdo. Quando presentes, estes achados persistem por varias semanas(87).

Estas lesbes sdo provenientes e diretamente proporcionais ao periodo de
isquemia sofrido entre a captacdo do 6rgao(30) e o transplante, podendo ser exacerbadas
devido a hipotensdo prolongada sofrida pelo 6rgdo durante a cirurgia e o periodo pos-
operatério (decorrentes de disfuncdo do enxerto ou sangramento excessivo)(9), ou aos
efeitos da tempestade de catecolaminas ap6s a morte encefalica (89;90) ou ainda pelo

uso prolongado e em altas doses de inotropicos no pds operatorio(9).

Estudo pioneiro datado da metade da década de 90 demonstrou que as lesbes
isquémicas miocardicas peri-operatorias ocorreram em 89% do pacientes submetidos a
transplante cardiacos, sendoncomumente observadas nas duas primeiras semanas apos a
cirurgia. Sua presenca ou intensidade ndo se correlacionou com a sobrevida ou
quantidade de rejeicdo moderadas ou graves ocorridas no primeiro ano apés o
transplante cardiaco. Entretanto, a faléncia primaria do enxerto foi mais comum no

grupo que apresentava lesdes isquémicas intensas(30).

No inicio desta decada foi proposto a associacdo entre fibrose decorrente de
isquemia peritransplante , e o aumento da incidéncia de doencga vascular do enxerto
diagnosticada por ultrassom intravascular e por cateterismo cardiaco. Estas les6es foram

também correlacionadas com diminui¢do da sobrevida do receptor em longo prazo,



sendo a formacdo da vasculopatia independente dos episddios de rejeicdo celular ou

outros fatores relacionados com a imunidade(91).

Como seqiela das lesbes isquémicas sofridas durante a captacdo do 6rgao e a
realizacdo do transplante cardiaco, o conteudo medio de coldgeno em coracdes
transplantados é em torno de duas vezes maior que o encontrado em cora¢des normais,
sendo que este conteddo aumenta proporcionalmente com o aumento do tempo de
isquemia sofrido pelo 6rgdo entre a captacdo no doador até seu implante no receptor

(92).

3.4.2 - Lesbes isquémicas tardias

Apbs as primeiras seis semanas do transplante, o aparecimento de lesdes
isquémicas pode estar associado a geracao de trombos decorrente da inflamacéo do leito
arterial intramiocardico (tal como ocorre nas vasculites reumaticas que afetam o
coracao)(83). Estas lesdes sdo decorrentes as alteragcdes do endotélio que podem levar a
estados hipercoagulantes, tais como: presenca de rejeicdo aguda (88), doenca vascular
do enxerto(93) uso de corticosteroides(94), em decorréncia a rejeicdo mediada por

anticorpos(95-97) e em decorréncia a doenca vascular do enxerto(27).

Alguns grupos consideram as alteracfes isquémicas do miocérdio encontradas
nas bidpsias, tais como: vacuoliza¢do dos miocitos subendocérdicos, sinal de isquemia
subletal e necrose de coagulacdo aguda, ou em cicatrizagdo, como 0s sinais
morfolégicos mais importantes indicativos de isquemia do miocéardio decorrente da

doenca vascular do enxerto(98).



3.5 - Eosindfilos e rejei¢do aguda.

A funcdo potencial dos eosinofilos na rejeicdo aguda foi indicada pela primeira
vez em 1985, com a observacdo que eosinofilia em sangue periférico precedia rejeicoes

de transplantes renais e hepaticos (99).

Hoje sabemos que os eosinofilos participam de uma via alternativa da rejeicéo
do enxerto, sendo que estes se encontram inibidos na presenca das células T citotdxicas;
porém, entram em acdo quando estas células estdo indisponiveis. A funcdo dos
eosinofilos como via efetora secundaria de rejeicao foi cuidadosamente demonstrada em
animais. Entretanto, existe pouco conhecimento deste processo no homem. Da mesma
forma que ocorre nos transplantes renais e hepaticos, também no transplante cardiaco o0s
episoddios de rejeicdo sdo precedidos de eosinofilia periférica, e estd correlacionada
diretamente com 0s niveis séricos de eotaxina, quimiocina capaz de atrair eosinofilos

sendo inversamente proporcional a dose de prednisona (15).

Na auséncia de linfécitos T citotoxicos, as células T auxiliadoras do tipo dois
sdo capazes de secretar interleucina cinco, que possui acdo central na rejeicdo mediada
por eosindfilos, sendo capaz de desencadea-la (16). Esta interleucina diferencia a célula
pluripotente em eosinofilo, em seguida o amadurece, e posteriormente o ativa iniciando

a rejeicao aguda(14;16).

As interleucinas 4, 5 e 13 estimulam a expressdo no endotélio vascular da
molécula de adesdio VCAM- 1 que extravasa os eosindfilos ativados do meio
intravascular para o intersticio dos tecidos rejeitados, além de induzirem a producéao de
eotaxina, em uma série de grupos celulares diferentes(17). A interleucina 9 potencializa

os efeitos de outras interleucinas, principalmente da interleucina cinco (14;17).



A presenca de eosinotfilos integrando o infiltrado inflamatoério intersticial em
biopsia endomiocardica associa-se com rejei¢cGes de maior gravidade e mau prognostico
em receptores de transplante cardiaco (8;9;50;100). Entretanto em 1990, em uma série
de casos foram observados eosinofilos encontrados em rejeicdes leves e moderadas.
Achado inédito na época, 0s autores sugeriram que este sinal patoldgico poderia ser
utilizado como um marcador precoce de necrose miocardica futura decorrente a rejeicao
celular aguda (22). Entretanto, esta linha de pesquisa ndo proliferou. Ainda hoje néo

esta claro o significado clinico da presenca de eosinéfilos em rejeicoes leves.



4- Método:

4.1 - Populacgéo estudada

No instituto Dante Pazzanese entre 10 de Janeiro de 2002 a 10 de janeiro de
2009, 144 pacientes foram submetidos ao transplante cardiaco. Destes, analisamos todos
0s 109 pacientes que realizaram duas ou mais bidpsias do miocardio apds o transplante.
Esta amostra corresponde a 45% de todos os pacientes transplantados desde o inicio do
programa de transplante cardiaco (novembro de 1991) até o encerramento do estudo, e

76% dos pacientes transplantados no periodo da pesquisa.

Do total de pacientes transplantados foram excluidos 36 pacientes desta
pesquisa, todos por terem realizado menos de duas bidpsias endomiocardicas. Destes,
31 (86%) faleceram antes da primeira biopsia do miocardio, trés realizaram apenas uma
biopsia (8%) e dois pacientes por monitorarem a rejeicdo por métodos ndo invasivos

(6%).

Na amostra populacional analisada, 87 (80%) pacientes pertenciam ao sexo
masculino e 22 (20%) dos pacientes ao feminino. O mais jovem deste grupo
apresentava 11 anos e 0 mais velho 69 anos na época do transplante. Em média, a idade
dos receptores foi de 46 +13 anos na data da cirurgia. Quanto a cor da pele 73% se

denominavam brancos, 16% mulatos e 11% negros.

A doenca cardiaca prévia ao transplante mais comum nesta amostra
populacional foi: a cardiomiopatia dilatada idiopatica presente em 35% dos pacientes,
seguida da cardiomiopatia secundaria a doenca isquémica do miocardio com 33%,
doenca de Chagas 22%, cardiopatia secundaria a valvulopatias com 7% e outras

etiologias foram encontradas em 3% dos pacientes respectivamente.



Os pacientes foram acompanhados pela mesma equipe médica durante o periodo

do estudo, e todos tiveram seguimento clinico completo até a data final da pesquisa.

A imunossupressdo foi realizada inicialmente com metilprednisolona 20mg/kg,
via endovenosa, dividida em duas doses: a primeira cerca de 30 minutos antes da
inducdo anestésica, e a segunda ao chegar a unidade de terapia intensiva. A partir do
primeiro pés-operatdrio, a dose deste farmaco foi reduzida para 10 mg/kg em dose
Unica, e mantida desta forma até o setimo dia pds-operatério, quando se iniciou redugdo
gradual da metilprednisolona em 100mg por dia e ap0s a substituicdo deste corticoide
endovenoso por Prednisona 1mg/kg administrado por via oral, sendo que esta dose foi

progressivamente reduzida até a dose da alta hospitalar de 0,4mg/kg.

No primeiro dia pos-operatorio foi introduzido introduzimos o micofenolato de
mofetil em doses entre um e dois gramas ao dia por via oral, e esta dose foi mantida até
a alta hospitalar. A ciclosporina foi iniciada entre o terceiro e quarto dia pds-operatério
em pacientes com creatinina plasmatica < a 1,5 mg/dl, inicialmente na dose de 1 mg/kg,
aumentando progressivamente de acordo com a tolerancia e a funcdo renal do paciente,
até atingir a dose alvo de 4mg/kg. Nos pacientes que ndo toleraram a introducdo de
Ciclosporina ou com insuficiéncia renal cronica agudizada, utilizamos sirolimus na dose
de 2 mg em substituicdo a Ciclosporina por duas semanas, sendo posteriormente tentada

a reintroducéo do inibidor de calcineurina.

Alteracfes na imunossupressao posteriores a alta hospitalar foram permitidas de
acordo com a necessidade clinica e em beneficio do paciente. Comumente iniciou-se a
reducdo da dose de corticoide entre o segundo e o sexto més apds a cirurgia, porem a
maioria dos pacientes ainda recebia prednisona no final do primeiro ano apds o

transplante.



A ciclosporina foi substituida por tacrolimus nos pacientes que apresentaram
mais de uma rejeicdo moderada ou severa. Os inibidores de calcineurina foram
substituidos por sirolimus em pacientes com insuficiéncia renal cronica ndo dialitica
apos transplante, quando os niveis de creatinina mantiveram-se superior a dois mg/dl,

apesar da adequacdo dos outros farmacos ndo imunossupressores.

O esquema de imunossupresséo inicial foi Ciclosporina, micofenolato de mofetil
e prednisona em 96 (88%) dos pacientes, e sirolimus, micofenolato mofetil e prednisona
em 12 (11%) dos pacientes, e em 1 (1%) paciente a imunossupressao inicial foi
composta por tacrolimus, micofenolato mofetil e prednisona. Nenhum paciente desta

amostra usou Azatioprina.

O periodo de inclusdo de pacientes no estudo foi de 10 de janeiro de 2002 a 10
de Janeiro de 2009, as bidpsias realizadas até 28 de Fevereiro de 2009 foram
consideradas validas para a pesquisa, € 0 acompanhamento clinico dos pacientes
ocorreu até 15 de Maio de 2009, cerca de seis meses depois da inclusdo do ultimo

paciente.



4.2 - Biopsias endomiocardicas:

As biopsias endomiocardicas foram agendadas e realizadas de acordo com
protocolo para pesquisa de vigilancia de rejeicdo silenciosa ou quando havia suspeita
clinica desta complicacdo. A freqliéncia deste exame foi semanal durante o primeiro
més, quinzenal nos segundo e terceiro meses e mensal no quarto, quinto e sexto meses
apos o transplante, respectivamente. Nova biopsia entéo foi realizada no aniversario de

primeiro ano de transplante e ap6s anualmente.

As biodpsias endomiocardicas foram realizadas em centro cirdrgico, onde, ap0s
antissepsia e posicionamento dos campos estéreis, realizou-se anestesia local com
Lidocaina 2% sem vasoconstritor, puncdo venosa central (preferencialmente veia
jugular interna direita) e passagem de introdutor vascular. Com o auxilio da
fluoroscopia introduzimos o biétomo de Stanford - Caves pelo introdutor vascular e,
apos a passagem pela valva tricuspide, obtivemos a amostra do septo interventricular do
ventriculo direito. Em cada exame foram colhidas de quatro a seis amostras de
miocardio e, antes da retirada do introdutor vascular, foi administrada Cefazolina na

dose de 1grama por via endovenosa.

Terminadas as biopsias, 0s pacientes repousaram por intervalo minimo de duas
horas em hospital-dia, e, apds avaliacdo clinica, foram liberados para retornar ao seu

domicilio.

Todos os fragmentos colhidos foram fixados com Formol a 10% logo apds o
término do procedimento cirdrgico e posteriormente embebido em parafina formando
blocos, que depois de secos foram divididos em trés planos: superficial, intermediario e

profundo. Com o auxilio do micrétomo obtivemos de cada bloco de 20 a 40 fatias de



trés micrdbmetros de espessura, que apdés montadas em ldmina de vidro foram coradas
com hematoxilina - eosina para os trés planos e tricromico de Masson apenas para 0

nivel intermediario.

Todas as laminas geradas das biopsias do miocardio foram analisadas em
microscopio 6ptico da marca Weiss®, inicialmente por patologistas especializadas em
transplante cardiaco como rotina do programa de transplante cardiaco do instituto Dante

Pazzanese de cardiologia.

Entre Janeiro de 2007 e Setembro de 2009, foram revisadas todas as bidpsias
endomiocardicas dos receptores de transplante cardiaco incluidos no estudo, sendo que
no momento da analise, o revisor desconhecia a identidade do paciente do qual foram

colhidos os fragmentos miocardicos reanalisados.

Na reavaliacdo das bidpsias foram examinados seqlencialmente: endocardio,
miocardio, intersticio e por ultimo os vasos contidos na amostra, com o objetivo de
encontrarmos: efeito Quilty, lesdes das fibras miocardicas de origem inflamatdria ou
isquémica, eosinofilos e vasculites, respectivamente. Nas observacdes de lesbes
endocardicas e miocardicas, utilizamos aumento de até 200x no microscépio optico. Ja
para analise de lesbes de vasos e para a pesquisa de eosinofilos no infiltrado

inflamatorio intersticial, utilizamos ampliacdes de até 400x.

Investigamos em cada bidpsia a presenca ou auséncia do efeito Quilty, lesGes
isquémicas e eosinofilos no intersticio miocérdico, bastando a presenca destas lesdes em
apenas uma das quatro laminas da bidpsia para este exame ser considerado como

positivo.

Quanto as vasculites, para mensurar a frequéncia destas lesdes em cada exame

revisado, analisamos todas as trés laminas coradas com hematoxilina— eosina de cada



bidpsia. Em seguida, elegemos a coluna de fatias de fragmentos miocardicos de cada
lamina que possuia lesdes mais representativas. Procedemos entdo a contagem dos
vasos acometidos pelo processo inflamatério encontradas em cada plano e
posteriormente a somatdria dessas lesfes vasculares em todas as laminas analisadas.
Este valor foi divido pelo nimero de planos analisados, obtendo a média aritmética dos
vasculites por laminas analisadas. A seguir, dividimos este resultado pelo nimero de
fragmentos miocardicos colhidos na biopsia; obtivemos assim, o nimero médio de

vasos acometidos por processo inflamatério por fragmento analisado.

Optamos por analisar a frequéncia das vasculites através de suas médias
aritméticas devido a constatacdo de que as vasculites ndo ocorreram simultaneamente
em todos os planos avaliados de uma mesma bidpsia, e a grande variabilidade do

numero de fragmentos miocérdicos analisados neste exame.

Classificamos as vasculites de acordo com as caracteristicas apresentadas pelo

infiltrado inflamatorio encontrado na parede dos vasos afetados, da seguinte forma:

1. Vasculites leves: infiltrado inflamatorio focal, afetando parcialmente o perimetro
formado pelas paredes do vaso, sem sinais de necrose vascular ou formacéao de
trombos na luz do vaso.

2. Vasculites moderadas: infiltrado inflamatorio afetando todo o perimetro
formado pelas paredes do vaso, sem sinais de necrose vascular ou formacéo de
trombos na luz do vaso.

3. Vasculites graves: infiltrado inflamatdrio presente na parede do vaso associado a

necrose de sua parede ou formacédo de trombos no interior do vaso.

As caracteristicas acima descritas podem ser vistas no diagrama da figura 1 e nas

microfotografias de 2 a 8.
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Figura 6 - diagrama esquemético mostrando a classificacdo das vasculites
quanto a sua intensidade



Figura 7 - microfotografia mostrando pequena artéria com infiltrado linfocitario
em suas paredes caracterizando vasculite leve, coloracdo hematoxilina eosina,
aumento 200x



Figura 8-microfotografia mostrando infiltrado inflamatério acometendo parte da
parede de pequena artéria intramiocardica, coloracdo hematoxilina eosina,
aumento 200x



Figura 9 microfotografia mostrando infiltrado inflamatorio acometendo parte da
parede de uma vénula caracterizando vasculite leve, colora¢do hematoxilina
eosina aumento 200x



Figura 10- microfotografia mostrando infiltrado inflamat6rio acometendo todo
o0 perimetro da parede de pequena artéria intramiocardica caracterizando
vasculite moderada



Figura 11- microfotografia mostrando vénula intramiocardica com todas as
paredes do vaso infiltrado por linfécitos sendo caracterizado como vasculite
moderada , coloracdo hematoxilina eosina, aumento 200x



Figura 7- microfotografia demonstrando vénula com infiltrado inflamaté6rio
difuso e lesdes focais nas paredes do vaso caracterizando vasculite grave



Figura 8 - microfotografia mostrando pequena artéria intramiocardica
acometida por infiltrado inflamatdrio e paredes do vaso delaminadas, coloracao
hematoxilina — eosina aumento de 200x

Ap0s o término da coleta de dados, comparamos os diagnosticos fornecidos pelo
servigo de anatomia patoldgica do instituto Dante Pazzanese de Cardiologia e aqueles
obtidos na revisdo das bidpsias, e encontramos discordancia em 7% dos exames.
Optamos nestes casos utilizar para a pesquisa os dados inicialmente fornecidos pelas
patologistas de nossa instituicdo, desprezando os dados obtidos na da revisdo das

biopsias.



4.3 - Acompanhamento clinico:

Os pacientes compareceram em visitas médicas periddicas e previamente
agendadas em intervalos de quinze dias, no primeiro més apo6s a alta hospitalar,
mensais, até o final do primeiro ano e bimestrais do inicio do segundo ano até final do

acompanhamento ou o falecimento do paciente.

Todas as internacdes necessarias foram realizadas em nossa institui¢do, exceto
em trés oportunidades: dois pacientes apresentaram abdome agudo e foram operados na
cidade em que moravam, e uma paciente que apresentou necrose asséptica da cabeca do

fémur, sendo submetida a artroplastia de quadril na rede publica da cidade de Sao Paulo.

Com informacdes obtidas nas consultas ambulatoriais e interna¢des hospitalares,
construiu-se um banco de dados detalhado com a evolugdo clinica de cada receptor de
transplante cardiaco da data de seu transplante até seu falecimento ou 15 de Maio de

2009, data do encerramento do acompanhamento clinico desta pesquisa.

Consideramos as seguintes situagdes clinicas como desfecho da pesquisa:

1. Rejeicdo aguda: diagnosticada através de bidpsia endomiocardica moderada
(2R) ou grave (3R), segundo a nomenclatura da Sociedade Internacional de
Transplante de Coracdo e Pulmao(9), ou evento clinico que induziu aumento
agudo e imediato da imunossupressdo que usualmente, mas nem sempre, foi
acompanhado de resultado anormal da biopsia endomiocardica(20).

2. Rejeicdo aguda acompanhada de grave comprometimento hemodinamico, sendo
este caracterizado como queda da fracdo de ejecdo subitamente abaixo de 45%

durante episodio de rejeicdo, ou a necessidade de suporte inotrépico(45), ou



ainda reducéo relativa de 25% da fragéo de ejecdo no ecocardiograma atual em
relacdo ao maior valor de fracdo de ejecdo obtido entre os ecocardiogramas
realizados até o trigésimo dia pos-operatorio.

3. Morte em decorréncia de rejeicdo celular ou mediada por anticorpos com
comprovacao através de exames anatomopatoldgicos (necropsia ou bidpsia

endomiocardica).

N&o consideramos como desfechos clinicos as seguintes condices:

1. Diminuicdo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, insuficiéncia cardiaca
ou mortes decorrentes da doenga vascular do enxerto.

2. Miocardites causadas por agentes infecciosos, tais como: reativacdo da doenca
de Chagas e inflamacdo miocéardica devida a acdo do Citomegalovirus.

3. Morte causada por doencas infecciosas, mesmo que decorrentes do aumento da
terapia imunossupressora.

4. Morte ndo relacionada a rejeicdo aguda, como por exemplo, acidente vascular

cerebral, mortes acidentais ou neoplasias.



4.4- Desenhos dos estudos:

Entre 10 de Janeiro de 2002 e 28 de Fevereiro de 2009, foram realizadas no
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia 1012 bidpsias endomiocardicas. Deste total,
31 (3,06 %) biopsias foram excluidas: nove por apresentarem sinais de reativacdo da
doenca de Chagas e 22 por apresentarem menos que quatro fragmentos validos para a
analise. Das 981 biopsias restantes, separamos 28 (2,77%) por apresentarem o desfecho
clinico estudado: rejeicdo 2R ou 3R. Tornaram-se entdo elegiveis para o estudo 953
bidpsias endomiocardicas, que foram divididas em dois grupos que apresentaram

diferentes composicdes conforme o desfecho clinico estudado.

4.4.1- Desenho do estudo para analisar o desfecho clinico rejei¢des agudas:

Grupo preditor: formado por 52 bidpsias, sendo 28 bidpsias que antecederam
episddios de rejeicbes agudas demonstradas por microscopia Optica somadas a 24
biopsias que antecederam pulsoterapia com imunossupressores devido a evidéncias

clinicas e ecocardiograficas de rejeicdo aguda.

Grupo ndo preditor: formado por 901 bidpsias endomiocardicas que nao

antecederam episddios de rejeigdo aguda.
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Figura 10 - desenho do estudo para avaliar o desfecho rejeicdo aguda.

4.4.2 - Desenho do estudo para avaliar o desfecho rejeicdo aguda do enxerto

associada a grave comprometimento hemodinamico.

Grupo preditor: composto por 27 bidpsias. Destas trés exames precederam
biodpsias com rejeicdo celular moderada ou grave acompanhada de choque cardiogénico
e necessidade do uso de drogas vasoativas e alteracGes ecocardiograficas. As 24
biopsias restantes precederam queda da fracdo de ejecdo ao ecocardiograma, sendo
acompanhadas de uma ou mais das seguintes condi¢des: insuficiéncia cardiaca, choque

cardiogénico ou necessidade do uso de drogas vasoativas.

Grupo ndo preditor: composto por 926 bidpsias que ndo foram sucedidas por

rejeicdo com comprometimento hemodinamico.
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Figura 11- desenho do estudo para avaliar o desfecho clinico rejeicdo aguda

com grave comprometimento hemodindmico



4.4.3 - Desenho do estudo para avaliar o desfecho morte em decorréncia de

rejeicdo aguda do enxerto.

Grupo preditor: constituido por 14 bidpsias. Destes dois exames precederam bidpsias
com rejeicdo celular moderada ou grave, em que 0 paciente, apesar do tratamento
imunossupressor administrado faleceu devido a rejeicdo aguda, e 12 bidpsias que

antecederam o falecimento do paciente por rejei¢édo aguda.

Grupo ndo preditor: constituido de 939 bidpsias que ndo precederam a morte do

receptor por rejeicdo aguda.
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induziram a administracdo de pulsoterapia com imunossupressores

Figura 12 - desenho do estudo para avaliar o desfecho clinico morte devido a

rejeicdo aguda.



4.5 - Andlise estatistica:

Todos os dados colhidos nesta pesquisa foram armazenados em planilha do
software Excel 2003 para Windows® e utilizamos o programa SPSS® versdo 10.0 para a

realizacdo dos célculos estatisticos.

Para a analise univariada, utilizamos os testes: Qui-quadrado, Mann- Whitney,
Anova ou teste exato de Fisher para as variaveis categoricas e o teste t de Student para
as variaveis normais. As variaveis na analise univariada que apresentaram valor de p <

0,10 foram consideradas significantes e elegeram-se para compor a analise multivariada.

Na analise multivariada utilizou-se o método de regressao proporcional de Cox,
para determinar o risco oferecido por cada variavel estudada de ocorréncia de rejeicdo
aguda, rejeicdo aguda associada a disfuncdo ventricular e morte em decorréncia a
rejeicdo aguda. Incluimos no célculo todas as variaveis que se mostraram significativas
depois de concluida a analise univariada. Para estimarmos a sobrevida e sobrevida livre
de rejeicdo (com ou sem comprometimento hemodindmico), utilizamos o método de
Kaplan-Meier e as diferencas entre os grupos foram verificadas pelo calculo do log
Rank Test. Consideramos como resultados significativos da analise multivariada,

aqueles que apresentavam valores de p <0,05.



5 - Resultados:

5.1- Descricao dos achados histopatolédgicos encontrados:

Ao analisar a totalidade das bidpsias do estudo (antes de dividi-las em dois
grupos) notamos que as lesdes mais freqiientemente encontradas foram o efeito Quilty,
as vasculites discretas e moderadas e ainda as lesfes isquémicas. Estas lesdes estiveram
também presentes, a0 menos em uma vez, nas bidpsias endomiocardicas da maioria da

populacdo do estudo. A Tabela 2 descreve os achados histopatologicos encontrados.

Tabela 7 - freqiiéncia das lesdes histoldgicas encontradas nas bidpsias revisadas

e na populacédo de estudo

Lesdo histoldgica Frequéncia  encontrada | Freqliéncia encontrada na
nas biopsias (%) populacéo estudada (%)
Efeito Quilty 400 (42,0%) 92 (84,4%)
Vasculites discretas 263 (27,6%) 89(81,7%)
Vasculites moderadas 175 (18,4%) 71 (65,1%)
Vasculites graves 41(4,3%) 24 (22,0%)
Eosinofilos 58 (6,1%) 42 (38,5%)
Lesdes isquémicas 204 (21,4%) 88 (80,7%)

Com excecdo das vasculites moderadas, que foram significativamente menos

freglientes em pacientes que antes do transplante sofriam de cardiomiopatia dilatada ou



secundaria a doenga valvar, a cardiopatia prévia ao transplante ndo influenciou as lesdes

encontradas nas bidpsias endomiocardicas no periodo pds-transplante.

Rejeicdo celular moderada ou grave foi encontrada em 27 bidpsias (2,83% de
todas as biopsias analisadas) e em 19,3% da populacdo estudada (21 pacientes).
Entretanto, quando consideramos rejei¢édo como o evento que induziu ao aumento agudo
da imunossupressdo, encontramos este em 52 casos (5,5% do total de bidpsias),

afetando 30 (27,52%) dos pacientes estudados.

N&o encontramos também relacdo significativa entre a cardiopatia prévia ao
transplante e a ocorréncia de rejeicdo moderada ou grave no receptor de transplante

cardiaco.

5.2.1 - Anédlise univariada para o desfecho clinico rejei¢cdo aguda

Na andlise univariada, comparamos a intensidade e freqiéncia de vasculites,
efeito Quilty, eosindfilos no infiltrado inflamatdrio e lesdes isquémicas entre as bidpsias
que antecederam episodios de rejeicdo aguda (preditoras), e biopsias que ndo
precederam esta complicacéo clinica (ndo preditoras). A tabela 3 resume os resultados

da analise univariada para o desfecho clinico rejeicdo aguda.



Tabela 8 - anélise univariada para o desfecho clinico rejeicdo aguda

Achados histopatologicos

Vasculites ausentes

Vasculites discretas

Vasculites moderadas

Vasculites graves

Lesdes isquémicas

Efeito Quilty

Eosinoéfilos

Frequéncia  média de

vasculites por fragmento

(1C95%)

Bidpsias ndo | Bidpsias
preditoras preditoras
463(51,4%) 11 (21,2%)
239 (26,5%) 24 (46,2%)

163 (18,1%)

36 (4,0%)

190 (21,1%)

371 (41,2%)

47 (5,2%)

015 (0,13

0,16)

12 (23,1%)

5 (9,6%)

14 (26,9%)

29 (55,8%)

11 (21,2%)

0,28 (0,20-0,36)

Significancia

< 0, 001 entre os

grupos estudados

0,319

0,038

<0, 001

<0, 001

Na analise univariada, com exce¢do das lesGes isquémicas, todos os outros
achados histopatoldgicos estudados ocorreram mais freqiientemente no grupo de
biopsias preditoras em comparacdo as ndo preditoras, sendo selecionados para

analise multivariada.



5.2.2 - Anédlise univariada para o desfecho clinico rejeicdo aguda associada ao

comprometimento hemodinamico.

Na analise univariada para o desfecho clinico rejeicdo aguda associada ao
comprometimento hemodindmico, comparamos a incidéncia da freqiiéncia e intensidade
das vasculites, efeito Quilty, lesdes isquémicas e eosinofilos no infiltrado inflamatério
intersticial entre os grupos preditor e ndo preditor. A tabela 4 mostra os resultados

encontrados.

Tabela 9 - anéalise univaridvel desfecho clinico rejeicdo aguda com grave

comprometimento hemodindmico

Achados Biopsias ndo | Bidpsias preditoras | Significancia
histopatoldgicos
preditoras
Vasculites ausentes | 468 (50,5%) 6 (22,2%)
Vasculites 249 (26,9%) 14 (51,9%)
discretas
Vasculites 170 (18,4%) 5 (18,5%)
moderadas
Vasculites graves | 39 (4,2%) 2 (7,4%) 0,009 entre o0s
grupos estudados
LesBes isquémicas | 198 (21,4%) 6 (22,2%) 0, 916
Efeito Quilty 382 (41,3%) 18 (66,7%) 0, 008
Eosinofilos 53 (5,7%) 5 (18,5%) 0, 006
Frequéncia média | 0,15 (0,14 -0,16) 0,25 (0,14 -0,36) | 0, 006
de vasculites por
fragmento




‘ (1C95%)

Realizada a analise univariada, verificou-se que somente as lesfes isquémicas

ndo foram mais freqlentes no grupo de bidpsias preditoras, intensidade e freqtiéncia de

vasculites, efeito Quilty e eosindfilos presentes no infiltrado inflamatério foram

selecionados para integrarem a analise multivariada.

5.2.3 - Andlise univariada desfecho clinico morte devido a rejeicdo aguda:

Todas as lesdes histologicas estudadas (intensidade e frequéncia de vasculites,

lesGes isquémicas, eosindfilos no infiltrado inflamatério e efeito Quilty) foram

submetidas a analise univariada. A tabela 5 sumariza seus resultados.

TABELA 10 - analise univaridvel para o desfecho clinico morte devido a rejeicdo

aguda

Achados Bidpsias ndo | Bidpsias Significancia

histopatologicos preditoras preditoras

Vasculites ausentes | 471 (50,2%) 3 (21,4%)

Vasculites 260 (27,7%) 3 (21,4%)

discretas

Vasculites 169 (18,0%) 6 (42,9%)

moderadas

Vasculites graves | 39 (4,2%) 2 (14,3%) 0,013 entre 0s grupos
estudados

Lesdes isquémicas | 197 (21%) 7 (50%) 0, 009

Efeito Quilty 393 (41,9%) 7 (50%) 0,7 34

Eosinofilos 52 (5,2%) 6 (42,9%) < 0,001

Frequéncia meédia | 0,15 (0,14-0,16) | 0,32 (0,14-0,49) | < 0,001

de vasculites por




fragmento
(1C95%)

Todas as variaveis estudadas, com excecdo do efeito Quilty, foram eleitas para
participarem da analise multivariada deste desfecho clinico morte devido a rejeicao

aguda.

5.3- Anélise multivariada:

As variaveis que na andlise univariada apresentaram p < 0,10 foram incluidas no
calculo da analise multivariada. Para cada desfecho clinico estudado (rejeicdo aguda,
rejeicdo aguda com comprometimento hemodinamico e morte em decorréncia a rejeicao

aguda), foi calculada uma equacao de regressao diferente.

O decorrer do tempo apo6s o transplante cardiaco relaciona-se com a ocorréncia
de rejeicGes agudas, pois elas sdo mais freqlientes nos primeiros seis meses apds
transplante cardiaco, e raras ap0s o segundo ano da cirurgia. Optamos por utilizar o
método de regressdo proporcional de Cox. Consideramos significativos os resultados

obtidos onde o valor de p foi menor ou igual a 0,05.

5.3.1 - Regressao proporcional de Cox para o desfecho clinico rejei¢do aguda

De todas as variaveis estudadas, apenas a freqiiéncia de vasculites por fragmento
ndo se correlacionou com rejeicdo aguda apresentando razdo de chance de 1, 174
(1C95%: 0,357 — 3,861.p = 0,792). Retirada esta variavel da equacdo, obtivemos a
vasculite intensa e a presenca de eosindfilos como maiores preditores de rejeicdo futura,
apresentando respectivamente as seguintes razdes de chance: 10,60 (1C95%: 3,62 —
31,06. p<0, 001) e 6,26 (1C95%%: 3,16 — 12,43. p< 0, 001). O gréfico 1 sumariza 0s

resultados da analise multivariada para o desfecho clinico rejei¢do aguda.
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O grupo de pacientes que ndo apresentava vasculites em suas biopsias
apresentou sobrevida livre de rejeicdo aguda de 96,3 £ 0,13% no primeiro ano apos o
transplante cardiaco. Entretanto, notamos nos pacientes com vasculites leves ou
moderadas uma reducdo semelhante de sobrevida livre de rejeicdo aguda, no mesmo
periodo, de 86,2 + 0,32% e 86,4 + 0,45%, respectivamente. Os pacientes com vasculites
graves apresentaram menor sobrevida livre de rejeicdo no final do primeiro ano pos-
transplante, com apenas 65,9 + 16,8%, sem experimentarem esta complicacdo. As
diferencas entre os grupos aumentam no decorrer do tempo e, aos cinco anos de
seguimento, os pacientes sem vasculites apresentam 91,7 + 0,3% de sobrevida livres de
rejeicdo aguda. J& nos pacientes com vasculites graves, apenas 49,4+ 19% nao

apresentaram esta complicagdo ap6s o transplante cardiaco

Pacientes que ndo apresentam eosindfilos compondo o infiltrado intersticial tem
sobrevida livre de rejeicdo aguda no primeiro ano apds o transplante cardiaco de 98,5%
+ 0,05%. Entretanto, no grupo em que notamos a presenca desta célula no infiltrado
inflamatorio intersticial miocardico, a sobrevida livre de rejeicdo neste periodo foi
muito reduzida, de apenas 61,6% + 10,2%. Os graficos 2 e 3 ilustram a sobrevida livre
de rejeicdo dos pacientes com e sem vasculites e eosindfilos no infiltrado inflamatério

respectivamente.
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5.3.2 - Regressdo proporcional de Cox para o desfecho rejeicdo aguda
associada com grave comprometimento hemodinamico.

Ap0s andlise univariada, selecionamos para o célculo da regressao proporcional
de Cox as seguintes variaveis: intensidade e freqiiéncia das vasculites, presenca de

eosindfilos no infiltrado intersticial miocardico e efeito Quilty.

Realizada a equacdo de regressdo, identificamos como variaveis nédo
correlacionadas significativamente com rejeicdo aguda associada a grave
comprometimento hemodinamico, a freqliéncia de vasculites e vasculites moderadas,
que apresentaram razdes de chance de: 0, 796 (IC 95%: 0,14-4,94. p = 0,79) e 2,95

(1C95%:0,78 — 11,13. p=0,111).

Retiradas da equacdo as variaveis descritas acima, obtivemos as vasculites

intensas e eosinofilos como principais fatores de risco para rejeicdo aguda associada a



grave comprometimento hemodinadmico, com razdes de chance de 7,52 (IC95%: 1,45-
38,93. p=0, 016) e 6,61 (IC95%: 2,38 — 18,31. p< 0, 001). O grafico 4 resume 0s
resultados obtidos na andlise multivariada para o desfecho clinico rejeicdo aguda

associada a grave comprometimento hemodinamico.

Os pacientes sem vasculites em suas biopsias apresentaram sobrevida livre de
rejeicdo associada a disfuncéo ventricular de 98 + 0,9% em um ano. J& 0s pacientes que
apresentaram vasculites leves ou graves apresentaram 86% de sobrevida livre de

rejeicdo aguda associada & grave comprometimento hemodinamico.

Os pacientes em que encontramos eosindfilos no infiltrado inflamatorio
apresentaram menor sobrevida livre de rejeicdo com grave comprometimento
hemodindmico ao final do primeiro ano de transplante em comparacdo com o restante
da populacdo do estudo (75,8 £ 10% e 96,7 + 0,9%, respectivamente). Os graficos 5 e 6

demonstram os resultados citados acima.

Os pacientes portadores de efeito Quilty apresentaram menor sobrevida livre de
rejeicdo aguda com grave comprometimento hemodindmico, em comparacdo com 0s
pacientes que ndo apresentaram esta lesdo histologica. Ao final de um ano de
seguimento, os pacientes sem efeito Quilty apresentavam 97,9 £0,1%, e 0s pacientes
que possuiam infiltrado endocardio em suas biopsias apresentavam 93,2 +0,2% de
sobrevida livre desta grave complicacdo pés - transplante cardiaco. O gréfico 7 ilustra

estes resultados.
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Grafico 15 - regressdo de Cox para o desfecho clinico rejeicdo aguda associada
com grave comprometimento hemodinamico
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5.3.3 - Regressdo proporcional de Cox para o desfecho clinico morte devido a

rejeicao aguda.

As variaveis freqiéncia e intensidade das vasculites, presenca de lesdes
isquémicas e eosindfilos na biopsia endomiocardica foram elegiveis para participarem
da andlise multivariada para o desfecho clinico morte devido a rejeicdo aguda. Apenas a
variavel frequéncia de vasculites e vasculites de intensidade leve ndo demonstraram
correlagdes significativas com o desfecho estudado, com razdes de chances de 2,10
(1C95%: 0 ,125-35,3. p = 0, 606) e 1,95 (IC95%: 0, 386 — 9,802). p =0,42). Retiradas
estas varidveis da equacdo, encontramos a presenca de eosinéfilos no infiltrado
intersticial e vasculites intensas como os principais fatores de risco para morte devido a
rejeicdo aguda com razfes de chances de 11,20 (IC95%: 3,53 — 36,17. p < 0, 001) e
14,50 (1C95%: 2,19 — 36,17. p = 0, 006). O grafico 8 demonstra os resultados

encontrados na equacao de regressao.

No final do primeiro ano ap6s o transplante cardiaco, 23% dos receptores
portadores de vasculites intensas faleceram devido a rejeicdo aguda. A mortalidade
deste grupo, devido a rejeicdo, foi muito superior ao encontrado nos outros grupos que
apresentaram mortalidade devido a rejeicdo aguda entre 0,8% nos pacientes sem
vasculites e 7,7% nos pacientes com vasculites moderadas. O grafico 9 demonstra a

mortalidade por rejei¢do aguda nos pacientes com vasculites.

O grupo de pacientes com eosinéfilos em sua bidpsia do miocardio apresentou
mortalidade devido a rejeicdo aguda, no final do primeiro ano, de 28,4%; ja nos
pacientes em que estas células ndo foram observadas, a mortalidade devido a rejeicao

aguda no mesmo periodo foi de apenas 1,8%. O grafico 10 ilustra a mortalidade devido



a rejeicdo aguda nos pacientes portadores de eosindfilos, compondo o infiltrado

inflamatorio endomiocardico.

A presenca de lesdo isquémica nas bidpsias endomiocardicas foi associada a um
discreto aumento na mortalidade por rejeicdo aguda. Os pacientes que nao apresentavam
estas lesdes possuiam mortalidade ao final do primeiro ano de 1,8%. Ja nos pacientes
onde encontramos micro infartos e outras lesGes isquémicas, a mortalidade foi de 7,3%.

O gréfico 11 sumariza estes achados.
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Grafico 19 - regressdo proporcional de Cox para o desfecho clinico morte devido a

rejeicdo aguda
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6 — DISCUSSAO

A anélise da biopsia endomiocardica por microscopia optica vem sendo utilizada
para o diagnostico de rejeicdo ha mais de 35 anos(1;7), por possuir grande sensibilidade
e especificidade (33). Ainda hoje é considerada como padréo ouro para a monitorizagdo

da atividade inflamatoria miocardica apos o transplante cardiaco(5;34;47;48).

A utilizacdo da nomenclatura padronizada para o diagnostico de rejeicdao
cardiaca (8), foi de extrema importancia para o crescimento do conhecimento médico na
area de transplante cardiaco. Entretanto, com 0 uso rotineiro desta classificacdo
surgiram algumas lacunas na interpretacdo dos achados histolégicos das bidpsias
endomiocardicas e sua relacdo com a fisiopatologia da rejeicao e seu significado clinico.
Entre os hiatos do conhecimento no transplante cardiaco temos: os significados clinicos
das vasculites, lesbes isquémicas, efeito Quilty e eosinofilos em bidpsias do miocardio

que apresentam rejeicdo leve.

A identificacdo de achados nas bidpsias que possam predizer o aparecimento de
rejeicdo e ma evolugéo se reveste de enorme importancia clinica, podendo ser utilizada
como uma ferramenta importante capaz de indicar em quais pacientes devemos
incrementar a terapia imunossupressora a fim de evitar agressdo imunoldgica do

enxerto.

Pequenos estudos realizados entre as décadas de 80 e 90 consideraram as
vasculites um sinal nefasto na interpretacdo das bidpsias endomiocardicas, sendo estas
associadas a rejeicdo grave e morte (73;75;85). Porém, este sinal histoldgico ndo foi
valorizado nas nomenclaturas padronizadas de rejeicdo de 1990(8) ou de 2005(9),

necessitando até hoje de estudos capazes de elucidar seu real valor clinico.



Os achados desta pesquisa corroboram a importancia das vasculites como fatores
preditores independentes de rejeicdo aguda, rejeicdo aguda associada a grave
comprometimento hemodindmico e morte por rejeicdo aguda. De maneira inédita
classificamos as vasculites morfologicamente de acordo com a intensidade do fenémeno

inflamatorio e a integridade de suas paredes e seu endotélio.

Dentre as alteracBes histologicas estudadas, as vasculites e a presenca de
eosinofilos apresentaram significado clinico pela capacidade de prever eventos clinicos
desfavoraveis, demonstrado tanto pelos fatos de que os pacientes portadores de
vasculites leves e moderadas apresentaram chance de rejeicdo aguda cerca de quatro
vezes maior que os pacientes sem inflamagdo encontrada na parede dos vasos, quanto
pela observagdo que em pacientes com vasculites graves (acompanhadas de necrose da
parede do vaso ou formacdo de trombos intravasculares) possuem probabilidade
aumentada de 10 vezes de rejeicdo aguda, sete vezes de rejeicdo aguda acompanhado de
comprometimento hemodindmico grave e 14 vezes a possibilidade de morte devido a

rejeicdo aguda do enxerto cardiaco.

Quanto a rejeicdo aguda, a presenca de vasculites diminui significativamente a
sobrevida livre desta complicagdo, principalmente no grupo de pacientes que
apresentaram vasculites graves, onde 50% dos pacientes apresentaram rejeicdo até o
segundo ano de transplante contra apenas 5% dos pacientes do grupo sem vasculites que

experimentaram este desfecho clinico no mesmo periodo.

Ao analisarmos rejei¢do aguda com grave comprometimento hemodindmico, que
no cenario do transplante cardiaco é uma complicacdo importante com conseqiiéncias
muitas vezes nefastas, notamos que 0s pacientes com vasculites intensas tém cerca de

sete vezes mais chances de desenvolver este grave quadro clinico, sendo que em seis



meses apds o transplante cerca de 10% dos pacientes com vasculites graves haviam
apresentado este desfecho clinico contra apenas 1% dos pacientes que nao apresentavam

vasculites.

Em relagdo ao desfecho clinico morte devido a rejeicdo aguda as vasculites
moderadas e graves mostraram aumento da chance do paciente falecer em decorréncia
de rejeicdo aguda de cinco e 14 vezes, respectivamente, em relacdo as pessoas que ndo
apresentaram vasculites, demonstrando assim a importancia do acometimento
inflamatdrio da microcirculagdo. Achado semelhante a este, porém néo relacionado a
doenca inflamatoria e sim a doenca estenotica da microcirculacdo foi recentemente

publicado(101).

Tomando como base os estudos das vasculites sistémicas que podem ser
causadas tanto por acdo da imunidade celular, quanto pela deposicdo de
imunocomplexos ou anticorpos(80), seria razoavel inferir que as vasculites, no contexto
do transplante cardiaco, podem ocorrer tanto na rejeicdo celular, quanto na rejeicao
mediada por anticorpos, entretanto hoje existem mais evidéncias clinicas e
experimentais que associam a presenca de vasculites a rejeicdo mediada por
anticorpos(79;102;103). A associacdo entre vasculites e o aumento da expressdo de
HLA-DR, deposicdo de anticorpos IgG ou IgM no leito vascular, associados a fixacao
de fragdes C3d e C4d do complemento e o acimulo de fibrina nas paredes capilares ou
no intersticio, foi recém demonstrada em receptores de transplante cardiaco e

correlaciona-se com aumento da mortalidade cardiovascular(102).

Os mecanismos propostos para explicar as lesGes vasculares sdo a fixacdo do
complemento aos anticorpos depositados no leito vascular, sua ativacédo levando a lesao

endotelial, trombose vascular e recrutamento de neutrdfilos para o local de inflamacéo



vascular (82), originando desta forma isquemia tecidual, que pode ser considerada como
0 denominador mais decisivo de progndstico nas vasculites, podendo levar desde a
disfuncdo cardiaca decorrente a alteragdes metabdlicas devido a isquemia passageira até

ao infarto do miocardio ocasionando les6es definitivas no coracao (83).

As lesdes endoteliais ocorridas durante a rejeicdo aguda parecem relacionar-se
tanto com o grau de rejeicdo, quanto com a sobrevida do enxerto(28). Tanto o endotélio
lesado quanto as células inflamatdrias presentes nas paredes dos vasos acometidos
podem secretar citocinas que sdo também responsaveis por aumento da permeabilidade
vascular, disfuncdo endotelial, trombose intravascular, edema intersticial e disfungéo

cardiaca devido a efeitos secundarios a produgéo de 6xido nitrico (6;13).

O endotélio é a primeira interface entre o tecido ndo préprio implantado
cirurgicamente e o sistema imune do receptor. Rejei¢Ges agudas intensas podem levar a
solucdo de continuidade do endotélio, antes mesmo que ocorra lesdo nas células
musculares cardiacas (42) favorecendo a formacdo de trombos e a inflamagdo do
intersticio miocardico, podendo levar a disfuncdo cardiaca e em Gltima instancia a morte

do receptor

As lesbes isquémicas reconhecidas até a sexta semana pdés-transplante sao
associadas a isquemia sofrida pelo coracdo durante a captacdo do orgao e a realizacao
do transplante cardiaco e podem ser exacerbadas por hipotensdo do receptor(9;27).
Estas lesdes também se correlacionam com a tempestade de catecolaminas ocorrida no
doador, apds a morte encefalica (89), com aumento do tempo de isquemia sofrido entre
a captacdo e o implante do 6rgdo(30;92), por lesdo de isquemia e reperfusdo sofridas
pelos miocitos e células endoteliais(104) e pelo suporte de drogas inotropicas e

vasoconstritoras administradas ao doador antes da captacdo do 6rgdo(91).



O achado de lesdes isquémicas tardias ndo é tdo facilmente explicado, podendo
correlacionar a rejeicdo mediadas por anticorpos (84;95) e doenca vascular do

enxerto(27;98).

Nesta pesquisa correlacionamos a ocorréncia de lesbes isquémicas a um
aumento de cerca de trés vezes da chance de morte por rejeicdo aguda. E prudente
deduzir que estas mortes possam ter ocorrido durante rejeicdes mediadas por anticorpos
ou rejeicOes mistas que sdo acompanhadas frequentemente de disfuncdo ventricular e
morte (36;105), visto que os pacientes que faleceram em decorréncia a doenca vascular

do enxerto foram excluidos inicialmente desta pesquisa.

Dos achados nédo relacionados a rejeicdo, o efeito Quilty € o mais estudado e
também aquele que representa maior controvérsia quanto ao seu significado.
Reconhecido em 1981, ja foram sugeridas como potenciais etiologias desta lesdo:
rejeicdo precoce, rejeicdo cronica, estadgios precoces de linfoma, associado a baixa
producdo de interleucina 10, niveis subterapéuticos ciclosporina plasmatica e

ciclosporina tecidual endocéardica(55).

Algumas antigas evidéncias sugerem que o efeito Quilty como fator preditor de
rejeicdo aguda(52;53;66), entretanto este papel ndo é claro nos dias de hoje, sendo sua

relacdo com rejeicéo aguda considerada ainda indeterminada(9).

Nos Ultimos anos vem surgindo evidéncias mostrando que o efeito Quilty pode
ser considerado como um marcador de atividade do sistema imune. Pacientes portadores
de efeito Quilty possuem maior nimero de rejei¢des agudas (55;69), maior evidencia de
apoptose celular (56) e associada com maior deposicdo tecidual do sistema
complemento(24) e menor sobrevida do enxerto(70;71) em comparagdo com 0S

pacientes que ndo apresentam o efeito Quilty.



Nossos resultados mostram que pacientes portadores de efeito Quilty possuem
chance de desenvolver rejeicdo associada a comprometimento hemodinamico grave,
cerca de duas vezes maior que os pacientes sem infiltrados nodulares endocardicos.
Entretanto, para a nossa surpresa, o efeito Quilty ndo foi fator preditor independente de
rejeicdo aguda ndo complicada e tampouco de morte devido a rejeicdo aguda. Nao
encontramos justificativas bioldgicas ou clinicas para este fato, sendo razoavel supor
que estatisticamente, o efeito Quilty foi suplantado pelo poder preditor de rejei¢cdo das

vasculites e dos eosindfilos no desfecho rejeicdo aguda.

A presenca de eosinéfilos compondo o infiltrado inflamatorio intersticial é
associada frequentemente a rejei¢cOes graves acompanhadas de hemorragia, vasculites
intensas, necrose de fibras musculares levando a disfungéo do enxerto cardiaco e muitas
vezes a morte do receptor. Entretanto no final da década de 80, surge uma série de
quatro casos onde a presenca de eosindfilos em rejeicdes leves ou moderadas foi
sucedida de graves repercussfes hemodinamicas(22). N&o surgiram novas pesquisas

desde entéo, capazes de elucidar o significado dos eosindfilos nas rejeicoes leves.

Em nossa populacdo, a presenca de infiltracdo eosinofilica nas bidpsias cardiacas
analisadas foi pouco comum, ocorrendo em apena 6,1% dos exames reavaliados,
entretanto este achado mostrou-se de grande significado clinico, pois nos pacientes que
apresentavam eosindéfilos fazendo parte do infiltrado inflamatério intersticial, a chance
de rejeicdo e rejeicdo associada a grave comprometimento hemodindmico aumentou
cerca de seis vezes cada uma, e a probabilidade de morte devido a rejeicdo aguda em 11
vezes em comparacdo ao grupo de paciente que possuiam infiltrado inflamatorio

intersticial exclusivamente linfocitario.



Sabemos que os eosindfilos agem como células efetoras de rejeicdo quando a via
do linfocito T citotoxico encontra-se blogueada ou inoperante (17). Desencadeadas
pelos linfécitos T auxiliadores do tipo dois a via de rejeicdo dos eosindfilos é
dependente de interleucinas 4, 5 e 9 acarretando em Ultima instdncia aumento da
permeabilidade vascular e destruicdo tecidual mediada por uma série de proteinas
liberadas dos granulos citoplasmaticos dos eosindfilos tais como: proteina béasica
principal, proteina catibnica eosinofilica, neurotoxina eosinofilica e peroxidase

eosinofilica.

Este é o primeiro estudo em humanos que correlaciona a infiltracdo eosinofilica
em bidpsias com rejeicdo leve, a rejeicdo aguda, rejeicdo aguda associada a grave

comprometimento hemodinamico e a morte por rejeicdo aguda.

Uma limitacdo potencial do estudo é o seu carater retrospectivo.



7- Conclusdes

Ap0s avaliacdo dos resultados obtidos na comparacdo dos achados histoldgicos

encontrados nos grupos de bidpsias preditoras e ndo preditoras concluimos que:

1-

2-

A presenca de vasculites nas bidpsias sem infiltrado inflamatério ou rejeicéo
leve estd associada a aumento do risco do paciente desenvolver rejeicdo aguda,
rejeicdo aguda associada a grave comprometimento hemodindmico e morte
devido a rejeicdo aguda. Adicionalmente encontramos relacdo entre a
intensidade da inflamacdo dos vasos afetados com a evolucdo do pacientes (a
presenca de vasculite intensa na bidpsia endomiocardicas foi o fator preditor
independente que mais se correlacionou com rejeicdo aguda, rejeicdo aguda
associada a grave comprometimento hemodindmico e morte devido a rejeicdo
aguda).

A presenca de lesbes isquémicas foi acompanhada de aumento de risco de o
paciente falecer de rejeicdo aguda, mas ndo se correlacionou com 0s outros
eventos estudados.

O achado de eosinofilos compondo o infiltrado inflamatério de pacientes com
rejeicdes leves correlacionou-se com aumento da chance do paciente
desenvolver rejeicdo aguda, rejeicdo aguda associada a grave comprometimento
hemodin&mico e morte devido a rejei¢do aguda.

O efeito Quilty ndo se correlacionou com rejei¢cdo aguda ndo complicada, porem
mostrou-se como fator preditor independente de rejeicdo aguda com grave

comprometimento hemodinamico.
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