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RESUMEN

Introduccion y objetivos: La deteccion del rechazo agudo en pacientes trasplantados cardiacos mediante
métodos no invasivos representa un reto. La disponibilidad de un nuevo método de alta sensibilidad para
la determinacion de troponina T podria ayudar a su deteccion.

Meétodos: Estudio case-crossover, en el que cada paciente sirvié como control de si mismo, mediante la
seleccion de muestras obtenidas en episodios de rechazo agudo tratados (29 casos) y muestras sin
rechazo obtenidas inmediatamente antes y/o después (38 controles). La determinaciéon de alta
sensibilidad de troponina T se realiz6 mediante un nuevo test precomercial (Elecsys Troponina T HS).
Resultados: La troponina T fue detectable en todas las muestras: mediana, 0,068 ng/ml [intervalo
intercuartilico, 0,030-0,300 ng/ml]. Sus concentraciones se correlacionaron con la presién auricular
derecha (r=0,37; p=0,002), la fraccion aminoterminal del propéptido natriurético cerebral (r = 0,67;
p < 0,001) y el tiempo transcurrido desde el trasplante (r =-0,81; p < 0,001). Las concentraciones de
troponina T fueron mayores en presencia de rechazo (0,155 frente a 0,047 ng/ml; p = 0,006). En el analisis
operador-receptor, el area bajo la curva fue 0,67 (intervalo de confianza del 95%, 0,53-0,77) y el mejor
punto de corte, 0,035 ng/ml, que se asoci6 con mayor riesgo de rechazo (odds ratio = 3,7; intervalo de
confianza del 95%, 1,2-11,9; p = 0,02). Durante los primeros 2 meses, el area bajo la curva aument6 hasta
0,86 (intervalo de confianza del 95%, 0,66-0,97), con un punto de corte 6ptimo de 1,1 ng/ml (sensibilidad,
58% [28-85%]; especificidad, 100% [74-100%]).

Conclusiones: El analisis de alta sensibilidad detect6 troponina T en todas las muestras tras el trasplante,
en mayor concentracion en caso de rechazo agudo, si bien su utilidad en la monitorizacion se limitaria a
servir como apoyo ante la sospecha clinica o histologica, especialmente en los primeros meses.

© 2011 Sociedad Espariola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Usefulness of High Sensitivity Troponin T Assay in Detecting Acute Allograft
Rejection After Heart Transplantation

ABSTRACT

Introduction and objectives: Detection of acute allograft rejection in heart transplant recipients by
noninvasive methods is a challenge in the management of these patients. In this study, the usefulness of
a new highly sensitive method for the measurement of troponin T is evaluated.

Methods: We designed a case-crossover study, in which each patient served as his or her own control, by
selecting samples from treated acute rejection episodes (29 cases) and samples obtained immediately
before and/or after rejection (38 controls). The highly sensitive troponin T was measured by a new pre-
commercial test (Elecsys Troponin T HS).

Results: In all samples, highly sensitive troponin T was detectable, with a median of 0.068 ng/mL (IQR,
0.030-0.300 ng/mL). The levels correlated with right atrial pressure (r=0.37; P=.002), N-terminal pro-brain
natriuretic peptide concentration (r=0.67; P<.001), and time since transplantation (r=-0.81; P<.001).
The highly sensitive troponin T concentrations were higher in patients with rejection (0.155 ng/mL vs
0.047 ng/mL; P=.006). In the receiver operating characteristic analysis, the area under the curve was 0.67
(95% confidence interval, 0.53-0.77) and the best cutoff was 0.035 ng/mL, which was associated with
rejection (odds ratio=3.7; 95% confidence interval, 1.2-11.9; P=.02). By restricting the analysis to the first
2 months, the area under the curve increased to 0.86 (95% confidence interval 0.66-0.97), with an optimal
cutoff of 1.10 ng/mL (S=58% [28%-85%]; E=100% [74%-100%]).
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Conclusions: Troponin T was detectable in all samples when a new highly sensitive assay was used, and
at higher concentrations in the presence of acute rejection; however, the usefulness of this test in patient
management is limited to support for clinical or histological suspicion of rejection, especially in the early

post-transplant period.

Full English text available from: www.revespcardiol.org
© 2011 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Abreviaturas

BEM: biopsia endomiocardica

hsTnT: determinacion de troponina T de alta sensibilidad

NT-proBNP: fraccion aminoterminal del propéptido
natriurético cerebral

INTRODUCCION

A pesar de los avances en la terapia inmunosupresora, un
20-30% de los pacientes sometidos a trasplante cardiaco precisan
un incremento del grado de inmunosupresién por rechazo agudo,
celular o humoral'. La mortalidad asociada es del 6% en el primer
mes y alcanza el 12% al final del primer afio®. Actualmente, la
biopsia endomiocardica (BEM) es la herramienta estandar para el
diagnostico de rechazo agudo, a pesar de su caracter invasivo y su
baja sensibilidad debida a la importante variabilidad del muestreo
y de la interpretacion intraobservador e interobservador.

La deteccion en sangre de troponinas cardiacas es una
herramienta habitual en la detecci6n precoz de dafio isquémico
en los sindromes coronarios agudos. El rechazo agudo también
se asocia a necrosis de cardiomiocitos y, por lo tanto, a liberacion de
troponinas cardiacas*”. Sin embargo, la baja sensibilidad de los
métodos convencionales para determinar las troponinas cardiacas
limita su aplicabilidad clinica en este grupo de pacientes, en los que
la liberacién inicial es de muy escasa magnitud®. En los Gltimos
afios se han desarrollado métodos de determinaciéon con alta
sensibilidad” que permiten reducir significativamente los limites
de deteccion y podrian permitir su aplicacion como una
herramienta clinica en la monitorizacién del rechazo agudo del
injerto.

El objetivo de este estudio es evaluar, por primera vez, un nuevo
método de alta sensibilidad para la detecci6on de troponina T
(hsTnT) en el diagnostico del rechazo agudo en pacientes con
trasplante cardiaco.

METODOS
Poblacion y disefio del estudio

Se disefi6 un estudio case-crossover, en el que cada paciente
sirvié como control de si mismo, mediante la seleccion de muestras
obtenidas en episodios de rechazo (caso) e inmediatamente antes o
después de dicho episodio (control). Entre los afios 2000 y 2008, se
realizaron 72 trasplantes cardiacos, a los que se practicaron BEM
como parte del protocolo habitual de monitorizacion o por
sospecha clinica de rechazo. Las muestras de sangre se obtuvieron
inmediatamente antes de cada BEM, dentro del protocolo de la Red
de grupos de investigaciéon «Inmunologia del trasplante» (Expe-
diente G03/114; Instituto de Salud Carlos III), de las que se obtuvo
suero que fue procesado y congelado a —80 °C. De dicha poblacién,
un total de 29 pacientes (40%) (media de edad, 53 + 13 afios; el
75% varones) presentaron un primer episodio de rechazo agudo

durante el primer afio, definido como el tratado con metilprednisolona
en bolo intravenoso y a dosis > 250 mg, segin criterios clinicos y/o
histoldgicos de rechazo. Se seleccionaron las muestras obtenidas
en el episodio de rechazo (n=29 casos, grupo con rechazo) y las
obtenidas en la biopsia sin rechazo realizada inmediatamente antes
(n=17) y/o después (n=21) (n=38 controles, grupo sin rechazo).
El grado de rechazo histologico fue clasificado en cada biopsia
de acuerdo con los criterios de la Sociedad Internacional de Trasplante
Cardiaco y Pulmonar®, Las caracteristicas clinicas y de laboratorio en el
momento de la biopsia se registraron de manera prospectiva en la
historia clinica del paciente, de acuerdo con la practica clinica habitual
para estos pacientes, y se recogio a posteriori para su analisis.

Medidas de laboratorio

Las muestras sufrieron un Gnico ciclo de descongelacion para la
determinacion de troponina T con un inmunoanalisis de electro-
quimioluminiscencia de alta sensibilidad (Elecsys Troponina T HS),
en un analizador Elecsys 2010 (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Alemania). Dicho test tiene una gama analitica de
0,003-10 ng/ml, un limite de deteccién de 0,003 ng/ml y un valor
de 0,013 ng/ml para el percentil 99 de la poblacion normal
(coeficiente de variacion para dicho valor, 9%). Este test comercial
ha sido validado recientemente y cumple con los requisitos y las
recomendaciones de consenso para su uso en el diagnoéstico de
necrosis miocardica®. La concentracién de la fracciéon aminoter-
minal del propéptido natriurético cerebral (NT-proBNP) también
se midié a través de un inmunoanalisis de electroquimiolumi-
niscencia, utilizando el analizador Elecsys 2010 mencionado
anteriormente, cuya imprecision total es < 3%.

Analisis estadistico

Para objetivar diferencias entre grupos con rechazo y sin
rechazo, se empleo el test de la t de Student en el caso de variables
de distribuciéon normal o la prueba no paramétrica de la U de
Mann-Whitney para las variables sin distribucion normal. El test
de la x? se empled para la comparacion de variables cualitativas.
Para estudiar las posibles influencias en los valores obtenidos por
hsTnT, se realiz6 un andlisis de regresion lineal miltiple
introduciendo las variables que se correlacionaban significativa-
mente. La utilidad diagnostica de la hsTnT en la prediccion de
rechazo celular agudo se evalu6 a través del andlisis COR
(Caracteristicas Operativas del Receptor), calculando el area bajo
la cuva y sus intervalos de confianza (IC) con el método de
DeLong'°. El mejor punto de corte para el diagndstico fue aquel que
present6 el producto de especificidad por sensibilidad mas
elevado. La asociacion de riesgo con el rechazo se estudié mediante
un andlisis de regresion logistica en el que se realizé un ajuste por
otras variables significativas. Todos los valores de p < 0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos. El analisis estadistico
se llevd a cabo mediante el software estadistico MedCalc 11.3.0
(MedCalc Software, Mariakerke, Bélgica) para el analisis COR y
PASW 18.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, Estados Unidos) para los
demas analisis.
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Tabla 1
Caracteristicas basales de las biopsias endomiocardicas segiin haya o no asociaciéon con rechazo agudo
Rechazo (n=29) Sin rechazo (n=38) p

Tiempo desde trasplante (meses) 2,6 [1,1-6,7] 3,6 [1,5-8,8] 0,152
Ciclosporina (ng/ml)?* 2704221 237+102 0,516
Tacrolimus (ng/ml)® 10,94+3,7 143495 0,418
Acido micofendlico (.g/ml) 27422 26+15 0,734
FEVI (%) 60 [56-64,5] 60 [59-62,7] 0,396
Presion auricular derecha (mmHg) 10 [5-15] 8 [4-11] 0,559
Presidn sistdlica del VD (mmHg) 37 [29-43] 36 [30-41] 0,556
Creatinina (mg/dl) 1,3+0,6 1,3+0,5 0,8
Nitrégeno ureico (mg/dl) 62 +£37 57+33 0,605
Acido trico (mg/dl) 71+26 6,6+2 0,453
Albtimina (g/dl) 3,6+08 3,86+0,42 0,152
Proteina C reactiva (mg/dl) 1,1 [0,3-3,7] 0,5 [0,1-1,4] 0,065
Hemoglobina (g/dl) 11+£15 11,8+1,5 0,038
NT-proBNP (ng/1) 3.684 [916-12.005] 1.587 [778-4.864] 0,047
Troponina T (ng/ml) 0,155 [0,040-1,080] 0,047 [0,026-0,187] 0,006

Valores expresados como media + desviacion estandar o mediana [intervalo intercuartilico].
FEVI: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo; NT-proBNP: fraccion aminoterminal del propéptido natriurético cerebral; VD: ventriculo derecho.

a
b

n=18 para ciclosporina.
n=11 para tacrolimus.

RESULTADOS

Las caracteristicas clinicas y bioquimicas se muestran en la
tabla 1, segiin la presencia o ausencia de rechazo. Para la poblacion
total, la troponina T fue detectable en todas las muestras (100%),
con una mediana de 0,068 (0,030-0,300) ng/ml, y se encontraron
concentraciones significativamente mayores en los pacientes con
rechazo (fig. 1). Al estratificar a la poblacién en funcion de terciles
de troponina T, también se observ6 una asociaciéon con mayor
prevalencia de rechazo (p=0,02): 23% (< 0,035 ng/ml), 48%
(0,035-0,176 ng/ml) y 59% (> 0,176 ng/ml). La tabla 2 muestra
las variables clinicas que se correlacionaron con los valores de
troponina T; tras el ajuste de regresion lineal miltiple, el tiempo
transcurrido desde el trasplante, la presion auricular derecha y la
concentracién de NT-proBNP fueron sus principales determinan-
tes. No se encontr6 correlacion entre las concentraciones de
troponina T y el grado histolégico de rechazo (p > 0,5).

El analisis COR mostré un area bajo la curva de 0,67 (IC del
95%, 0,53-0,77) (fig. 2A) para la presencia de rechazo; el punto
6ptimo de corte fue 0,035 ng/ml, con sensibilidad del 83% (IC del
95%, 64-94%), especificidad del 45% (IC del 95%, 29-62%), valor
predictivo positivo del 56% y valor predictivo negativo del 77%.

1,8
1,6 p = 0,006
1,4
1,2

Troponina T (ng/ml)

En un modelo multivariable, se asocid a un mayor riesgo de
rechazo (p = 0,02; odds ratio [OR] = 3,7; IC del 95%, 1,2-11,9) tras
el ajuste por el tiempo de evolucion, las presiones derechas y el
NT-proBNP. Cuando el analisis COR se restringio a los primeros
2 meses (12 muestras con rechazo y 12 controles sin rechazo), se
observd un incremento del area bajo la curva hasta 0,86 (IC del 95%,
0,66-0,97) (fig. 2B), y el punto de corte 6ptimo se elevo a 1,10 ng/mlL,
con sensibilidad del 58% (IC del 95%, 28-85%), especificidad del 100%
(IC del 95%, 74-100%), valor predictivo positivo del 100% y negativo
del 66%.

DISCUSION

Dadas las limitaciones de la BEM, se han estudiado multiples
alternativas no invasivas para la deteccion del rechazo agudo
cardiaco®>®11-14 Entre ellas, la determinacién de troponinas
cardiacas con pruebas convencionales también se ha evaluado,
con hallazgos discordantes. Asi, en algunas series de biopsias, sus
concentraciones han mostrado correlacion con el grado histologico
de rechazo™®, mientras que otros trabajos no han encontrado esta
asociacién''121516_Sin embargo, todos esos trabajos coinciden en
mostrar escasa sensibilidad y bajo valor predictivo positivo.

El trabajo aqui presentado muestra, en primer lugar, que con el
uso de un andlisis de alta sensibilidad la troponina T fue detectable
en todas las muestras con y sin rechazo. Con tests convencionales,
un 54% de los pacientes presentan concentraciones persistente-
mente detectables. Este hallazgo concuerda con la elevada

Tabla 2
Variables relacionadas con la concentracion de troponina T en el andlisis

0.8 de regresion lineal
0,64 — —
Univariable Miltiple
0,4+
r p B p
0,21
0 Tiempo desde el trasplante -0,810 < 0,001 —0,600 < 0,001
Presion auricular derecha 0,370 0,002 0,241 0,021
-0,2 T T
0, 1 NT-proBNP 0,666 < 0,001 0,220 0,046
Rechazo Proteina C reactiva 0384 0002 0042 0,649
Figura 1. Concentracién de troponina T en biopsias endomiocardicas con y sin Hemoglobina —0.356 0,003 —0.131 0,136

rechazo.

NT-proBNP: fraccién aminoterminal del propéptido natriurético cerebral.
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Figura 2. Curvas COR de la prueba de troponina T de alta sensibilidad para la
deteccion de rechazo en la poblacion total (A: n = 67) y en los primeros 2 meses
postrasplante (B: n = 24).

sensibilidad que estos nuevos tests han mostrado en pacientes con
sospecha de enfermedad coronaria'”'®. Ademas, las concentra-
ciones fueron significativamente mayores en los casos de rechazo
que precisaron tratamiento con esteroides intravenosos, con base
en hallazgos bidpsicos o clinicos. Sin embargo, el area bajo la curva
fue relativamente baja, lo que podria explicarse por la importante
influencia del tiempo tras el trasplante (r = —0,8). Por otro lado,
s6lo la sensibilidad y el valor predictivo negativo elevados pueden
permitir que se evite la necesidad de biopsia en la monitorizacion
del rechazo cardiaco, y en este sentido, los valores mostrados por la
hsTnT fueron relativamente bajos. Por lo tanto, la monitorizacion
mediante hsTnT no evita la necesidad de BEM, si bien la asociacion
positiva con el rechazo que encontramos en este estudio
indica su uso en apoyo de la sospecha clinica o biopsica. En este
sentido, su capacidad diagnodstica mejord en el periodo precoz, en
el que valores elevados de troponina se asociaron con un elevado
valor predictivo positivo (100%), por lo que la ausencia de descenso
o la elevacion de su concentracion postrasplante por encima de
1,10 ng/mL podria ayudar a sospechar la presencia de rechazo
agudo durante los primeros meses de evolucion.

Un aspecto de interés es que en nuestra poblacion, no
encontramos una asociacion con la gradacién histologica, como
ya se habia descrito en otros estudios con pruebas convenciona-
les'!121516 Este hecho pone de manifiesto la imperfeccién de usar

la histologia de las biopsias endomiocardicas como (nica
herramienta patrén. De hecho, los cambios moleculares de rechazo
se correlacionan mejor con los hallazgos clinicos que con las
lesiones histolégicas, tal y como han mostrado Mengel et al'®
recientemente. En nuestro analisis, la correlacion de la hsTnT con
las presiones de llenado y el NT-proBNP indica también una
correlacién clinica con variables hemodinamicas que se afectan por
la presencia de rechazo con repercusién clinica?%?1,

Este estudio esta limitado por su caracter observacional y el
pequefio nimero de muestras obtenidas en diferentes periodos
de tiempo; sin embargo, esto se debe a que el trasplante es
un procedimiento infrecuente y los episodios de rechazo son un
evento imprevisible en la evolucion de estos pacientes. La principal
fortaleza de este estudio es que evalGa por primera vez la deteccion
de troponinas con un ensayo de alta sensibilidad y puede servir
para aumentar el conocimiento en esta area y ayudar al disefio de
nuevos estudios centrados en la biésqueda de marcadores no
invasivos de rechazo. En cualquier caso, nuevos estudios con
disefio prospectivo se hacen necesarios para definir mejor el papel
de la hsTnT con o sin otros marcadores biologicos en la
monitorizacién del rechazo tras el trasplante cardiaco.

CONCLUSIONES

Los hallazgos muestran que, usando un ensayo de alta
sensibilidad, la troponina T es medible en todos los pacientes tras
el trasplante y se encuentra en mayores concentraciones en
presencia de rechazo agudo. Ademas, indica que la persistencia de
valores elevados en el periodo precoz se asocia a un mayor riesgo
de rechazo, si bien su uso en la monitorizaciéon continua debe ser
individualizado y siempre como parametro de apoyo de la
sospecha clinica y/o histologica.
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