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RIASSUNTO

INTRODUZIONE: il Cytomegalovirus (CMV) ¢ ’agente patogeno piu
frequentemente responsabile di sindromi infettive dopo trapianto di
cuore. La rilevanza del CMV dipende dal rischio di sviluppare sia
sindromi cliniche organo specifiche legate alla tossicita diretta del virus,
sia di favorire un danno immuno-mediato dell’organo trapiantato che
puo esprimersi come rigetto acuto o come malattia coronarica cronica
(CAV). Sebbene 1 farmaci antivirali utilizzati in regime di profilassi
appaiano superiori all’approccio pre-sintomatico nel ridurre gli eventi
correlati al CMYV, [D'impatto dell’effetto anti-CMV dell’everolimus
(EVE) in aggiunta alla profilassi antivirale non ¢ stato a tutt’oggi ancora
analizzato.

SCOPO DELLO STUDIO: analizzare I’interazione tra le strategie di
profilassi antivirale anti CMV e 1’'uso di EVE o micofenolato (MMF)
nell’incidenza di eventi CMV correlati (infezione subclinica, necessita di
trattamento, malattia/sindrome infettiva) nei trapiantati di cuore de novo.
MATERIALI E METODI: sono stati inclusi nello studio 1 pazienti
consecutivi sottoposti a trapianto di cuore, e sopravvissuti almeno 6 mesi
dall’intervento, trattati con EVE o MMF, provenienti da due diversi
centri italiani. Il trattamento antivirale di profilassi o pre-sintomatico ¢
stato effettuato con valganciclovir per via orale o ganciclovir per via

endovenosa. L’infezione da CMV ¢ stata monitorata con antigenemia



pp65 ¢ PCR DNA. L’insorgenza di malattia/sindrome infettiva da CMV
¢ stato considerato 1I’endpoint principale.

RISULTATI: un totale di 193 pazienti (di cui 10% con mismatch
sierologico, D+/R-) sono stati inclusi nello studio (42 in EVE e 149 in
MMF). Nel complesso, I’infezione da CMV (45% vs. 79%), la necessita
di trattamento antivirale (20% vs. 53%), la malattia/sindrome da CMV
(2% vs. 15%) ed il picco di replicazione virale (4 vs. 27 pp65cells/20°)
sono risultati significativamente piu bassi nel gruppo EVE che nel
gruppo MMF (tutte le P<0.01). La profilassi si ¢ dimostrata piu efficace
nel prevenire tutti gli outcomes rispetto alla strategia pre-sintomatica nei
pazienti in MMF (P 0.03), ma non nei pazienti in EVE. In particolare, i
pazienti in EVE seguiti con strategia pre-sintomatica hanno mostrato
meno infezioni da CMV (48 vs 70%; P=0.05), ¢ meno malattia/sindrome
da CMV (0 vs. 8%; P=0.05) rispetto ai pazienti in MMF riceventi la
profilassi.

CONCLUSIONI: La terapia di immunosoppressione con EVE dimostra
un impatto clinico rilevante su tutti gli eventi correlati al CMV rispetto al
MMF. 1l beneficio di una profilassi antivirale risulta conservato solo nei
pazienti trattati con MMF mentre ’EVE sembra fornire un ulteriore
protezione nel ridurre gli eventi acuti da CMV senza la necessita di un

estensivo trattamento con farmaci antivirali.



INTRODUZIONE

La sopravvivenza a breve termine dopo trapianto di cuore ¢
notevolmente aumentata nel corso delle ultime tre decadi grazie
all’evoluzione della terapia immunosoppressiva e al miglioramento della
gestione perioperatoria. Tuttavia, la prognosi a lungo termine ¢ ancora
fortemente influenzata dalla disfunzione tardiva del graft secondaria alla
vasculopatia cronica del graft (cardiac allograft vasculopathy, CAV)!.
Sebbene siano stati identificati nella patogenesi della CAV molti fattori
di rischio di tipo immunologico, metabolico ed infettivo?, attualmente
non esistono dei trattamenti specifici ed efficaci per tale patologia.
Pertanto la strategia principale si basa sulla prevenzione e sul trattamento
dei fattori di rischio capaci di innescare e/o accelerare lo sviluppo della
CAVP! Tra questi, ii CMV sembra svolgere un ruolo chiave nello
sviluppo della CAV ™, tramite la sua complessa interazione con il

sistema immunitario dell’ospite .

Fisiopatologia della vasculopatia del graft (CAV)

La CAV ¢ una patologia vascolare rapidamente progressiva che presenta
un’estesa distribuzione lungo tutto I’albero coronarico. A differenza
dell’aterosclerosi classica che interessa le coronarie native, essa Si

presenta raramente con placche aterosclerotiche focali a livello delle



arterie epicardiche mentre si caratterizza soprattutto per una diffusa
sclerosi e restrizione del lume vascolare a livello dei rami perifericit.
Queste caratteristiche anatomopatologiche della CAV sono state
osservate anche a livello della vascolatura di rene, fegato e polmone
trapiantati ed affetti da rigetto cronico, suggerendo alla base un comune
meccanismo di tipo autoimmune, indipendentemente dal tipo di organo
trapiantatol’.

A causa della denervazione del cuore trapiantato, 1 pazienti affetti da
CAV sono tipicamente asintomatici fino a manifestare come prima
presentazione morte improvvisa o scompenso cardiaco congestizio.
Pertanto la diagnosi precoce, la prevenzione e la comprensione dei

meccanismi fisiopatologici sottostanti ¢ necessaria per riuscire ad

impostare delle strategie terapeutiche tese a migliorare la prognosi.

Studi anatomopatologici indicano che le lesioni della CAV si
caratterizzano per la presenza di inflammazione cronica perivascolare e
diffusa proliferazione miointimale causata dalla migrazione di cellule
muscolari liscie dalla tonaca media all’intima e dalla deposizione di
matrice extracellulare, mantenendo intatta la lamina elastica interna, al
contrario di cio che avviene nella aterosclerosi classical'®!'"! (figura 1). Lo
sviluppo di tali lesioni ¢ graduale e la normale angiografia coronarica
non ¢ capace di identificare le fasi iniziali della malattia in
considerazione della mancanza di stenosi focali. Al momento il gold
standard per [I’identificazione precoce della CAV ¢ costituito
dall’ecografia intravascolare (intravascular ultrasound, IVUS) che

permette di quantificare lo spessore dell’iperplasia intimale (figura 2). La



presenza di danno vascolare inteso come spessore intimale massimo
(maximal intimal thickness, MIT) > 0.5 mm durante il primo anno dal
trapianto identifica un gruppo di pazienti ad alto rischio di morte
cardiovascolare e rappresenta un endpoint prognostico surrogato per

valutare il possibile beneficio di strategie di prevenzione della CAV!2.

Il complesso processo che determina tali lesioni coinvolge prima di tutto
dei meccanismi autoimmuni che agiscono nel contesto di una serie di
fattori di rischio non immunologici (che includono alterazioni
metaboliche e infezione da Cytomegalovirus)®?. E’ da sottolineare che le
lesioni della CAV si possono riscontrare su tutto 1’albero vascolare
coinvolgendo non solo le arterie coronarie ma anche le vene,
sviluppandosi dal tratto iniziale dell’aorta ascendente fino alle
ramificazioni intramiocardiche. L importanza del danno immunomediato
¢ sottolineata dal riscontro a livello anatomopatologico della brusca
interruzione dell’iperplasia miointimale della radice aortica a livello

della linea di sutura tra il graft e ’aorta nativa.

L’eziologia della CAV include una complessa interazione di fattori di
rischio immunologici € non immunologici. Gli episodi di rigetto acuto, il
danno ischemia/riperfusione, il mismatch HLA e [I’infezione da
Cytomegalovirus (CMV) sono implicati nell’iniziale sviluppo della
CAV, mentre le alterazioni metaboliche sembrano giocare un ruolo
maggiore nello sviluppo delle lesioni tardive!*'¥, Indipendentemente dal
trigger iniziale, 1 fattori di rischio della CAV conducono ad un comune

percorso fisiopatologico che determina disfunzione endoteliale



vascolare, che puo essere oggettivamente misurata ¢ che spesso precede

la comparsa delle lesioni morfologiche.

Correlazione tra infezione da CMV e sviluppo della CAV

I1 CMV appartiene alla famiglia degli beta herpes virus ed ¢ ampiamente
presente in maniera latente nella popolazione generale, riscontrandosi nei
monociti del sangue periferico del 50-90% degli individui.

L’associazione tra I’infezione da CMV e la CAV ¢ stata per la prima
volta riportata oltre venti anni fa, nell’era precedente all’utilzzo dei
farmaci antivirali quali il ganciclovir'>", Questi primi studi
ossevazionali sono stati condotti quando 1 metodi di identificazione
dell’infezione da CMV erano poco sensibili, basandosi principalmente
sulle manifestazioni cliniche della malattia e sulla conferma tramite
sezioni istologiche o colture virali. Da queste prime osservazioni si ¢
sviluppato il concetto che il CMV ¢ capace non solo di causare una
patologia sistemica o d’organo conseguente al danno virale diretto, ma ¢
inoltre capace di indurre un’attivazione del sistema immunitario nei

confronti del graft e determinare cosi indirettamente rigetto acuto e CAV

[18-20]

Con lo sviluppo di strumenti diagnostici altamente sensibili per la ricerca
del CMV, ¢ stato possibile identificare un numero sempre maggiore di
pazienti con infezione virale subclinica®**l.

Attualmente sono due le metodiche utilizzate per il monitoraggio

dell’infezione da CMV, I’antigenemia pp65 ¢ la PCR DNA.



L’antigenemia ¢ un metodo immuno-citochimico basato sulla ricerca
della proteina precoce di struttura pp65, considerata un marker di
replicazione virale, direttamente nel nucleo dei polimorfonucleati isolati
su sangue perferico e sottoposti a successiva incubazione con anticorpo
monoclonale verso la proteina pp65 e visualizzazione mediante
microscopio a fluorescenza. Il risultato viene espresso in numero di
cellule fluorescenti x 200.000 PMN.

La reazione polimerasica a catena (PCR) ¢ una tecnica di biologia
molecolare che permette di identificare anche minime quantita di acido
nucleico virale. E’ un test altamente sensibile, specifico e rapido per
I’identificazione della carica virale.

I1 monitoraggio dell’attivazione asintomatica del CMV nel sangue
periferico tramite queste metodiche ha permesso di stabilire che il rischio
di malattia da CMV ¢ proporzionale ai livelli di DNA virale™! e che

anche le infezioni asintomatiche influiscono sulla prognosi del graft.

La prima correlazione tra infezione subclinica da CMV e prognosi ¢
stata riportata in uno studio su oltre 400 trapiantati di rene®, nel quale
Sagedal et al. hanno dimostrato che, in assenza di strategie antivirali sia
di profilassi che di pre-emptive, I’infezione da CMV a livello subclinico
identificata tramite I’antigenemia pp65 era associata ad un aumentato
rischio di morte totale e cardiovascolare. L’incremento di mortalita era
intermedio tra quello osservato in pazienti con manifestazioni cliniche
dell’infezione da CMV (a prognosi peggiore) e pazienti senza alcuna
infezione da CMV (a prognosi migliore). Gli stessi autori hanno anche

dimostrato che I’infezione subclinica da CMV nei primi 100 giorni dopo

10



il trapianto aumentava il rischio di successivi rigetti®. Dati simili sono
stati riportati nel trapianto di cuore da parte di un gruppo di ricercatori
della Universita della California di Los Angeles. In un gruppo di pazienti
sottoposti a trapianto di cuore tra il 1994 e il 2008, quelli con
un’infezione da CMV asintomatica e non trattata sviluppavano una CAV
nella stessa percentuale dei pazienti con infezione sintomatica, ed
entrambi 1 gruppi in un percentuale molto piu elevata a 5 anni dal
trapianto rispetto al gruppo senza infezione. Inoltre, la sopravvivenza a 5
anni era piu bassa in entrambi 1 gruppi CMV positivi rispetto al gruppo

di controllo®®®

Come verra discusso in maggior dettaglio piu avanti, la prevenzione
della malattia da CMV si basa su due principali strategie: la profilassi,
che prevede il trattamento con farmaci antivirali di tutti 1 pazienti “ a
rischio” per un determinato periodo di tempo (storicamente 1 mese,
attualmente dai 3 ai 6 mesi), e la strategia pre-sintomatica, che prevede
la somministrazione di farmaci antivirali solo a quei pazienti che
raggiungono un certo livello di replicazione virale nel sangue®®”. Pertanto
1 pazienti gestiti con strategia pre-sintomatica sviluppano livelli
significativamente piu elevati di replicazione subclinica del CMV
rispetto a quelli gestiti con strategia di profilassi. Questi due approcci
hanno permesso di confrontare la prognosi con riferimento all’infezione

asintomatica®®.

Nei trapiantati di cuore gestiti con strategia pre-sintomatica ¢ stato

dimostrato che 1’infezione asintomatica da CMV si associa ad un

11



aumentato rischio di sviluppare una CAV definita come rimodellamento
coronarico restrittivo e riduzione del lume ad un anno dal trapianto™’.

L’ infezione asintomatica ¢ frequente anche nei pazienti profilassati,

come documentato in uno studio prospettico che ha arruolato pazienti
trattati con profilassi con ganciclovir, in piu del 90% dei quali ¢ stata

documentata un’ infezione attiva mediante metodica con PCR. Nella
maggioranza dei pazienti che sviluppano I' infezione (80%), il CMV ¢
rilevato solo dopo I' interruzione della profilassi, sollevando la questione
dell' importanza della durata e del tipo di profilassi. Per rispondere a tale

questione, ¢ stata comparata la prognosi di pazienti sottoposti al regime
standard con ganciclovir per via endovenosa per 28 giorni con pazienti
D+/R- che hanno ricevuto un trattamento piu aggressivo consistente in 3
mesi di (val)ganciclovir e siero iperimmune verso il CMV (CMVIG)F%.
Nonostante fossero a rischio piu elevato di attivazione del CMV a causa
del mismatch sierologico, 1 riceventi trattati con il trattamento aggressivo
hanno mostrato una percentuale di infezione ridotta e una comparsa

ritardata, e ancor piu significativo, un ridotto rischio di rigetto acuto e

CAV, in confronto ai pazienti trattati con il regime standard.

Piu di recente, perseguendo 1" ipotesi che la riduzione delle infezioni

asintomatiche tramite una aggressiva strategia anti-CMV potesse ridurre
lo sviluppo della CAV nei riceventt CMV positivi, ¢ stata comparata la
prognosi di pazienti gestiti con una strategia pre-emptive con un gruppo
di pazienti consecutivi trattati per 40 giorni con valganciclovir, ¢

successivamente monitorati ed eventualmente trattatt in caso di

12



positivizzazione del CMV (> 30 pp65 cellule per 10° polimorfonucleati).
In questo studio, il trattamento aggressivo ha determinato una minore

intensitd e un ritardo nella comparsa dell’ infezione da CMV. In

particolare, la strategia di profilassi ¢ stata associata ad un minore

incremento nel MIT ad un anno dal trapianto (figura 3)1%%.

Nel loro insieme questi studi supportano il concetto che il CMV ha un
ruolo attivo nella fisiopatologia della CAV, e che il danno cronico del
graft puod svilupparsi anche in assenza di manifestazioni cliniche della

malattia.

Meccanismi fisiopatologici del danno mediato dal CMV

I CMV attua una complessa interazione con il sistema immunitario del
ricevente che, in condizioni di immunosoppressione iatrogena, puod
promuovere uno stato locale inflammatorio, la rottura di meccanismi di
tolleranza ed esercitare effetti immunosoppressivi®.  Queste

conseguenze dell’ infezione da CMV influenzano direttamente la

risposta immune del paziente trapiantato e possono spiegare la

patogenesi della CAV CMV-indotta.

CMV e meccanismi infiammatori

13



L’ interazione del CMV con la risposta inflammatoria dell’ ospite ¢ alla
base della replicazione virale e dell’ infezione attiva. Gli elementi

istologici della risposta infiammatoria locale furono riportati da Koskinen

et al che per primo descrisse i segni di “endotelite” nei campioni di

18321 T meccanismo principale

biopsie di pazienti con infezione da CMV!
attraverso il quale il CMV ¢ capace di attivare la risposta inflammatoria ¢

1" attivazione del fattore nucleare KB (NF-kB). Questo fattore di

trascrizione ¢ implicato nella regolazione di molti geni per citochine

infiammatorie ¢ molecole di adesione. Per 1" attivazione della risposta
infiammatoria non ¢ necessario I’ ingresso del virus all' interno della
cellula, ma ¢ sufficiente I' interazione della glicoproteina B, una proteina
dell’ envelope, con i recettori toll-like dell’ ospite®***l. L interazione

virus-cellula permette 1" attivazione del NF-kB, che ¢ necessaria per

33,34

iniziare la trascrizione del CMVE334, Inoltre I" attivazione

del NF-kB da parte di stimoli immuno-infiammatori (ad esempio infezioni

o risposte alloimmuni) contribuiscono all' attivazione del CMV nelle
cellule che albergano un’ infezione latente, inclusi i monociti che si
differenziano in macrofagi®. In particolare, I' inibizione

farmacologica del NF-kB puo ridurre la replicazione virale nelle cellule
endoteliali in vitro®”!, Le citochine e le chemochine indotte dal CMV e
rilasciate nel corso della risposta immunitaria attivano le cellule endoteliali
determinando una sovraespressione di molecole di adesione, delle
proteine MHC di classe II e un ulteriore produzione di citochine che

38-42]

esacerba 1’ inflammazione del graft®® ), In aggiunta a stimolare la

14



sintesi di mediatori inflammatori da parte delle cellule dell’ ospite, il

CMV codifica anche per chemochine e citochine omologhe®!. Si

suppone che quest’ ultime favoriscano la diffusione virale inducendo la

migrazione e la proliferazione cellulare. Particolare importanza ¢ stata
attribuita al gene virale US28 che codifica per una proteina che si lega ad
un recettore per le chemochine omologo che induce la proliferazione
delle cellule muscolari liscie!**.

Va sottolineato, comunque, che questi meccanismi infiammatori CMV-
dipendenti richiedono la risposta allogenica per accelerare il rigetto del
graft, come dimostrato da animali con infezione da CMV che ricevono
un trapianto singenico ¢ che non sviluppano la malattia. Pertanto 1
interazione tra CMV e sistema immunitario dell’ ospite risulta essere un

fattore cruciale per il danno del graft'*>!.

CMYV e disfunzione endoteliale

Un effetto diretto dell’ attivazione dei mediatori infiammatori a livello del

sistema vascolare del graft ¢ la ridotta sintesi di ossido nitrico (NO) da

parte dell” endotelio, che diventa rapidamente disfunzionale con la

4] La disfunzione

compromissione della vasodilatazione NO mediatal
endoteliale ¢ un meccanismo che precede ed ¢ associato alla
aterosclerosi sistemica e del graft*’**, Da sottolineare che nei pazienti

trapiantati di cuore 1’ infezione da CMV ¢ stata correlata sia alla

disfunzione endoteliale a livello delle arterie coronariche del graft che a

livello della vascolatura sistemica*’). Un possibile processo coinvolto nell

15



induzione della disfunzione endoteliale da CMV prevede la

partecipazione della ADMA (asimmetric dymethilarginine)®’!.

L’ ADMA ¢ un inibitore endogeno della sintesi di NO che aumenta in
condizioni di stress ossidativo intracellulare e amplifica la rottura dell

omeostasi endoteliale € pud quindi essere considerato come un marker

sistemico del’ alterata funzione endoteliale!*®>*>3!, L" infezione da CMV
¢ capace di incrementare ' ADMA in colture di cellule endoteliali, ¢

pazienti con DNA virale nel sangue periferico presentano piu elevate
concentrazioni plasmatiche di ADMA e sono piu predisposti alla sviluppo

[50,51]

della CAV rispetto ai pazienti CMV negativi

CMYV e sistema immunitario dell’ ospite

Tra gli effetti del CMV nel potenziare la risposta immunitaria dell’ospite
nei confronti del graft, di particolare interesse ¢ 1’effetto negativo sulla
tolleranza al graft, che € stato elegantemente studiato da Cook et al®* in
un recente lavoro. In un modello murino di cuore trapiantato nel quale la
tolleranza ¢ stata raggiunta con trattamento con gallio nitrato, 1 riceventi
con infezione latente da CMV non solo riattivavano I’'infezione, ma
sviluppavano rigetto acuto portando ad un 80% di perdita del graft, al
contrario dell’8% nei pazientt CMV negativi.

I CMV esecita inoltre dei meccanismi volti a sfuggire al sistema
immunitario dell’ospite che, paradossalmente, possono essere coinvolti
nel rigetto acuto e nella patogenesi della CAV. In particolare, la
mancanza di una immunitda cellulare CMV specifica in pazienti

sieropositivi sembra favorire una piu precoce comparsa ed intensita

16



dell’infezione>",

Inoltre 1 riceventi che presentano una ritardata
immunitd CMV specifica hanno anche un’aumentata incidenza di rigetto
acuto e una piu accelerata progressione della CAV identificata all’IVUS,
rispetto a quelli con una precoce immunita CMV specifica!. Questi dati
suggeriscono che ’immunita CMV specifica svolge un ruolo protettivo
nel preservare la funzione del graft, e non induce reazioni di cross
reattivita. E’ quindi possibile speculare che la mancata attivazione di
linfociti CD4 sia la consequenza di una strategia vincente del CMV di

sfuggire al sistema immunitario e favorire indirettamente il danno del

graft.

Strategie di trattamento e prevenzione dell’infezione da CMV

Sono due le strategie comunemente raccomandate per la prevenzione
dell’infezione e della malattia da CMV: la terapia di profilassi e la
strategia pre-sintomatical*’**!. La profilassi abolisce pressoché del tutto la
replicazione virale durante le prime settimane/mesi dal trapianto, quando
lo stato di immunosoppressione ¢ piu elevato, ritardando pertanto
I’eventuale comparsa dell’infezione ad una fase piu avanzata in cui lo
stato immunosoppressivo e il rischio di rigetto si prevedono minori. Al
contrario della profilassi, la strategia pre-sintomatica permette un
precoce e basso grado di replicazione virale nell’aspettativa che cio
possa stimolare il sistema immunitario del ricevente contro il virus e
ridurre la quantitd di pazienti che necessitano di farmaci antivirali®’.

Mentre le attuali linee guida suggeriscono che entrambe le strategie sono

efficaci nella prevenzione della malattia da CMV nei pazienti

17



sieropositivi®®”, la profilassi & superiore nel limitare la replicazione virale
asintomatica. La scelta se limitare o meno la replicazione virale
asintomatica ¢ un punto chiave nella scelta della strategia terapeutica
ottimale. Sempre maggiori evidenze supportano i benefici in termini di
prognosi delle strategie volte a sopprimere e prevenire anche la

replicazione asintomatica del CMV.

Ampie metanalisi di studi randomizzati che hanno valutato I’effetto delle
strategie di profilassi e pre-sintomatica in riceventi di organi solidi,
hanno documentato che mentre entrambe le strategie risultano efficaci
nel prevenire la malattia da CMV, la profilassi si associava ad una
maggiore sopravvivenza e minori episodi di rigetto, rispetto al
placebo!®*!l, Sebbene vada notato che la piccola numerosita degli studi
sulla strategia pre-sintomatica possa averne mascherato 1’efficacia a
lungo termine, due recenti analisi di studi randomizzati sui trapiantati di
rene suggeriscono una maggiore sopravvivenza nei pazienti riceventi la
profilassi rispetto a coloro seguiti con un approccio pre-sintomatico®>%1,
Nei trapiantati di cuore, ma con un disegno di studio non randomizzato,
gli approcci aggressivi (basati o su un prolungato regime di profilassi
con (val)ganciclovir e CMVIg, o sulla profilassi con valganciclovir
seguita da monitoraggio del CMV e eventuale trattamento aggiuntivo)
sono stati associati ad una minore progressione della CAV come

evidenziato dal rimodellamento vascolare®” e dall’iperplasia intimale

all’TVUSP®,
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Oltre ai farmaci antivirali, nuove strategie per limitare 1’impatto
dell’infezione da CMV sulla funzione del graft riguardano 1’effetto
antivirale degli inibitori del target nei mammiferi della ripamicina
(mTOR), quali il sirolimus e I’everolimus. Questi due farmaci, approvati
per la prevenzione del rigetto acuto, hanno dimostrato di ridurre
I’infezione da CMV nei riceventi di organi solidi rispetto al tacrolimus o

64-67]

al micofenolato! Soprattutto, entrambi 1 farmaci riducono la

progressione della CAV, come dimostrato dalle misurazioni IVUS
dell’iperplasia intimale coronarica®*®l,

L’effetto anti-CMV degli inibitori del mTOR non dipende da un effetto
diretto sulle proteine del CMV, come per il ganciclovir e gli altri
antivirali, ma da un effetto indiretto sulla inibizione della proliferazione
cellulare. Inoltre, 1’inibizione di mTOR sembrerebbe favorire il

reclutamento di cellule T memorial”®’%

, che potrebbe essere cruciale
nella ricostituzione del sistema immunitario contro il CMV dopo il
trapianto.

Diversi studi hanno indagato il ruolo protettivo dell’tmmunita cellulare
specifica anti CMV nella prevenzione dell’infezione virale®"",
Indipendentemente dai trattamenti antivirali e di induzione, una precoce
ricostituzione dell’immunita cellulare specifica protegge non solo
dall’infezione da CMYV e dalla necessita di trattamenti, ma anche dal
rigetto acuto e dallo sviluppo della CAV. Questi dati suggeriscono
I’ipotesi che interventi volti ad aumentare I’'immunita specifica anti
CMV (ad es. lo sviluppo di un vaccino) possano rappresentare un

ulteriore strategia di prevenzione per 1’infezione da CMV e la CAV. Il

ruolo specifico della terapia immunosoppressiva con mTOR nel
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modulare I’immunita cellulare anti CMV dopo trapianto di cuore ¢ al
momento in studio e potrebbe fornire nuove conoscenze sui meccanismi

di immunomodulazione che interagiscono con I’attivita del CMV.

Oltre al ruolo chiave giocato dall’tmmunita cellulare, anche Ila
modulazione dell’immunita umorale ¢ di notevole importanza nella
prevenzione del danno CMV mediato. E’ stato dimostrato che la terapia
di associazione con ganciclovir e siero iperimmune (CMV Ig) ¢
superiore alla terapia con solo ganciclovir nella prevenzione del rigetto
acuto e della CAVU*7%, Sebbene non si possa escludere che la differente
durata della profilassi sia un elemento ancora piu importante, c’¢
comunque un’evidenza che il siero iperimmune puo fornire un ulteriore
benificio in termini di immunomodulazione della risposta dell’ospite,
riducendo quindi il rischio sia di rigetto che di malattia acuta da

CMV[77’78].

Nell’insieme questi studi sottolineano il concetto che il trattamento
aggressivo della infezione subclinica da CMV, tramite profilassi con
agenti antivirali, ricostituzione del sistema immunitario e selezione di
regimi immunosoppressivi di mantenimento, possa efficacemente
proteggere la funzione a lungo termine del gratft.

Sono pertanto necessari studi clinici randomizzati specificatamente
disegnati per confermare 1 dati osservazionali circa 1 benefici di
un’aggressiva strategia anti CMV, basata sulla scelta dei farmaci
antivirali ed immunosoppressori, € per verificare se tali attesi benefici

controbilancino 1 costi € la tossicita dei farmaci.
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SCOPO DELLO STUDIO

Dai dati disponibili in letteratura ¢ noto che una strategia di profilassi
antivirale si associa ad una minore insorgenza di infezione subclinica da
CMV, e quindi ad un minore sviluppo della CAV e ad una migliore
prognosi.

Le nuove evidenze circa ’effetto antivirale degli inibitori del mTOR
apre una nuova possibilita di strategia di prevenzione dell’infezione da
CMV. Tuttavia D'impatto dell’effetto antivirale dell’everolimus sulla
profilassi antivirale non ¢ stato a tutt’oggi analizzato.

In questa analisi retrospettiva abbiamo analizzato 1’interazione tra la
terapia antivirale e I’uso di everolimus (EVE) o micofenolato mofetile

(MMF) sulle infezioni da CMV nei trapiantati di cuore de novo.
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MATERIALI E METODI

I dati dello studio provengono da un registro di pazienti sottoposti a
trapianto di cuore in due centri italiani (Bologna, Padova).

Sono stati utilizzati per 1’analisi 1 dati di pazienti consecutivi trapiantati
tra i1 2005 ed il 2010, con un follow-up di almeno sei mesi dal trapianto,
ed in terapia immunosoppressiva con EVE o MMF.

I pazienti trattati con EVE hanno ricevuto una doppia somministrazione
giornaliera del farmaco (dosaggi da 0,25/0,5/0,75/1 mg) in modo da
mantenere livelli ematici tra 3 e 8 ng/ml. 1 pazienti trattati con MMF
hanno ricevuto il dosaggio massimale di 1500 mg in doppia
somministrazione giornaliera monitorando la conta leucocitaria
(riduzione della dose in caso di leucopenia).

In associazione a EVE o MMEF, il regime immunosoppressivo ¢
consistito in: ciclosporina al dosaggio di mantenimento di 2-6 mg/kg in
doppia somministrazione giornaliera in modo da ottenere 1 livelli ematici
illustrati nella Tabella I; corticosteroidi (prednisone) al dosaggio di
mantenimento di 0,2 mg/kg da scalare a 0,05 mg/Kg nel corso del primo
anno dal trapianto.

Per quanto riguarda la terapia antivirale, 1 pazienti gestiti con la strategia
di profilassi hanno ricevuto valganciclovir per via orale, a partire dalla
prima settimana dopo il trapianto, al dosaggio di 450 mg in doppia
somministrazione giornaliera, adeguando il dosaggio alla funzionalita

renale, se ben tollerato per 40 giorni. I pazienti positivi al CMV per
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antigenemia pp65 o metodica PCR dopo questo periodo di profilassi,
hanno ricevuto un ulteriore trattamento con valganciclovir al dosaggio di
900 mg in doppia somministrazione giornaliera (o ganciclovir per via
endovenosa al dosaggio di 3-5 mg/kg due volte al giorno nel caso
fossero presenti anche 1 sintomi di una malattia/sindrome da CMV) fino
ad 1 settimana dopo la prima determinazione negativa dell’antigenemia o
della PCR.

[ pazienti gestiti con la strategia pre-sintomatica hanno ricevuto
valganciclovir 900 mg in doppia somministrazione giornaliera o
ganciclovir 3-5 mg/kg per via endovenosa due volte al giorno (quando
associati sintomi di malattia/sindrome da CMV) in caso di antigenemia
pp65 di almeno 20 cellule x 10° neutrofili polimorfonucleati o DNA PCR
> 20.000 genomi, in caso di aumento progressivo ¢ continuo dei valori
di antigenemia o in caso di sintomi suggestivi per infezione da CMV
associati a qualsiasi positivita di antigenemia o DNA PCR. Il trattamento
¢ stato continuato fino ad 1 settimana dopo la prima determinazione

negativa dell' antigenemia o DNA PCR < 20.000 genomi.

La sierologia per CMV di donatore e ricevente ¢ stata acquisita al
baseline. Le informazioni prospettiche sugli eventi da CMV sono state
ricavate dalle cartelle cliniche e da database elettronici contenenti 1 dati
specifici sul CMV e le segnalazioni di eventi avversi.

La sieropositivita al CMV ¢ stata confermata mediante dosaggio
dell’antigenemia pp65 o mediante PCR in accordo ai protocolli locali.

La sindrome da CMV ¢ stata definita dalla presenza di febbre elevata
prolungata, astenia, malessere generale, anoressia, artralgie e mialgie in

associazione a leucopenia e neutropenia dovute alla mielosoppressione;
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la malattia da CMV ¢ stata definita come un disturbo sistemico associato
a coinvolgimento d’organo (nefrite, epatite, miocardite, polmonite,

pancreatite, colite e/o gastrite, retinite).
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RISULTATI

1. Popolazione arruolata nello studio

Sono stati arruolati nello studio un totale di 193 pazienti, trai 12 ed 1 68
anni, suddivisi in 4 gruppi di trattamento: EVE/profilassi n=18;
EVE/pre-emptive n=24; MMF/profilassi n=75; MMF/pre-emptive n=76.
I diversi gruppi sono risultati omogenei per quanto riguarda le principali
caratteristiche dei pazienti (etd, sesso, causa dello scompenso cardiaco
end-stage, tempo di ischemia dell’organo). Anche le combinazioni
donatore/ricevente riguardanti la sierologia per il CMV sono risultate
simili tra 1 vari gruppi. Nella maggioranza dei casi sia donatore che
ricevente risultavano positivi per il CMV (D+/R+), mentre in ciascuno
gruppo circa un 10% dei pazienti risultava essere ad alto rischio in

quanto ricevente negativo con organo CMV positivo (D+/R-).

2. Incidenza di eventi

Rigetto miocardico
L’incidenza di rigetto miocardico documentato tramite biopsia ¢ risultato

sovrapponibile nei pazienti riceventi EVE (24%) o MMF (41%) (p 0.57).
Confronto tra EVE e MMF

Nel complesso, confrontando il gruppo in trattamento con EVE e il

gruppo in trattamento con MMF, indipendentemente dalla strategia di
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profilassi antivirale, si ¢ osservata una incidenza significativamente
minore di tutti gli eventi correlati al CMV nel gruppo EVE.

Il tempo medio della prima infezione da CMV ¢ stato di 160 giorni (DS
+ 149) nel gruppo EVE, e 158 giorni (DS * 143) nel gruppo MMF.
L’infezione da CMV ¢ risultata del 45% nel gruppo EVE vs. il 79% nel
gruppo MMF (p < 0.01). La necessita di trattamento antivirale ¢ risultata
del 20% nel gruppo EVE vs. il 53% del gruppo MMF (p < 0.01). La
malattia/sindrome da CMV ¢ risultata del 2% nel gruppo EVE vs. 15%
del gruppo MMF (p 0.04).

Confronto tra Profilassi e Pre-emptive nei 2 gruppi di trattamento
Andando a valutare I’interazione tra il trattamento antivirale e quello
immunosoppressivo, la profilassi si ¢ dimostrata piu efficace nel
prevenire tutti gli outcomes rispetto alla strategia pre-emptive nei
pazienti in MMF, ma non nei pazienti in EVE.

Nel gruppo EVE non c’¢ stata una differenza tra la strategia di profilassi
e la pre-emptive riguardo ai pazienti liberi da eventi CMV correlati
(infezione, necessita di trattamento, sindrome/malattia) (P=n.s.).

Al contrario nel gruppo MMF si ¢ osservata una significativa differenza
per tutti gli outcoumes. La percentuale di pazienti liberi da infezione da
CMV ¢ risultata essere del 32% nei pazienti in profilassi vs il 12% dei
pazienti in pre-emptive (p < 0.01), mentre la percentuale di pazienti
liberi da sindrome/malattia da CMV ¢ risultata essere del 90% nei

pazienti in profilassi vs il 78% dei pazienti in pre-emptive (p 0.02).
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Confronto tra strategia EVE pre-sintomatica vs MMF profilassi

I pazienti in EVE seguiti con strategia pre-sintomatica hanno mostrato
meno infezioni da CMV (48 vs 70%; p 0.05), e meno malattia/sindrome
da CMV (0 vs. 8%; p 0.05) rispetto ai pazienti in MMF riceventi la

profilassi.
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DISCUSSIONE

Il Cytomegalovirus (CMV) rappresenta 1’agente patogeno di maggiore
rilevanza clinica nei pazienti trapiantati di cuore. La sua riattivazione in
uno stato di immunosoppressione determina non solo un danno virale
diretto a livello dei singoli organi e a livello sistemico (definito come
malattia/sindrome da CMV) ma anche un effetto indiretto tramite le
complesse interazioni con il sistema immunitario dell’ospite e 1
meccanismi della risposta infiammatoria. Tramite questi ultimi
meccanismi il CMV svolge un ruolo determinante nello sviluppo della
CAV e nell’insorgenza di rigetto acuto, condizionando cosi
pesantemente la prognosi a lungo termine del cuore trapiantato.
Numerosi lavori clinici e anatomopatologici hanno documentato la
correlazione tra I'infezione da CMV e I'insorgenza e la progressione
della CAV. Inoltre ¢ stato dimostrato che non solo la malattia da CMV
ma anche gli episodi di infezione subclinica e un elevato tasso di
replicazione virale si associano allo sviluppo della CAV e ad una
prognosi peggiore. La profilassi antivirale si ¢ dimostrata piu efficace nel
ridurre le infezioni subcliniche e nel ritardare lo sviluppo della CAV
rispetto alla strategia pre-sintomatica, determinando un aumento della
sopravvivenza e una riduzione degli episodi di rigetto.

Nuovi scenari per la prevenzione dell’infezione da CMV si aprono con
gli inibitori del target nei mammiferi della ripamicina (mTOR), quali il

sirolimus e ID’everolimus. Questi due farmaci, approvati per Ila
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prevenzione del rigetto acuto, hanno dimostrato di ridurre 1’infezione da
CMV nei riceventi di organi solidi rispetto al tacrolimus o al
micofenolato: Soprattutto, entrambi i1 farmaci riducono la progressione
della CAV. L’effetto anti-CMV degli inibitori del mTOR non dipende da
un effetto diretto sulle proteine del CMV, come per il ganciclovir e gli
altri antivirali, ma da un effetto indiretto sulla inibizione della
proliferazione cellulare. Inoltre, 1’inibizione di mTOR sembrerebbe
favorire il reclutamento di cellule T memoria, che potrebbe essere
cruciale nella ricostituzione del sistema immunitario contro il CMV dopo
il trapianto. La capacita degli inibitori di mTOR di limitare I’infezione
da CMV sembrerebbe addirittura superare 1’effetto protettivo della
profilassi con valganciclovir come dimostrato in questo studio
osservazionale. L’analisi ha incluso pazienti che hanno ricevuto un
trapianto di cuore e sono stati sottoposti a diversi regimi di
immunosoppressione € terapia antivirale in vigore presso il nostro
Centro. Il gruppo in trattamento con EVE ha sviluppato meno infezione
e malattia/sindrome da CMYV rispetto al gruppo in MMF. Ma soprattutto,
la profilassi si ¢ dimostrata piu efficace dell’approccio pre-sintomatico
nel ridurre le infezioni da CMV solo nel gruppo in MMF, mentre i
pazienti del gruppo EVE avevano un’incidenza cosi bassa di eventi da
non rendere piu evidente il vantaggio della profilassi sulla pre-emptive
(Figure 4) . Pertanto [’'utilizzo degli inibitori di mTOR potrebbe
rappresentare un efficace approccio per minimizzare il rischio di
riattivazione del CMV e di progressione della CAV, riducendo nel
contempo la necessita di utilizzare farmaci antivirali. Da questo concetto

scaturisce un’implicazione clinica diretta per tentare di personalizzare
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I’approccio anti-CMV in base al regime di immunosoppressione scelto:
mentre nel trattamento con MMF appare consigliabile un periodo di
profilassi di 3 mesi in modo da ottenere un’adequata soppressione delle
infezioni subcliniche precoci, invece in un regime di trattamento con
EVE un approccio pre-sintomatico potrebbe essere sufficiente per
ottenere un equilibrio tra il potenziale effetto tossico dei farmaci
antivirali e una efficace riduzione delle infezioni cliniche e subcliniche

da CMV.
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LIMITI DELLO STUDIO

Il limite di questo studio ¢ rappresentato dal fatto che si tratta di una
analisi di tipo osservazionale, retrospettiva. Pertanto 1’assegnazione ad
un determinato tipo di trattamento immunosoppressivo o antivirale ¢
stata relegata al giudizio clinico cosi come la concomitante presenza di
insufficienza renale nell’immediato post-trapianto puo aver limitato
I’utilizzo di EVE.

Sono pertanto necessari studi clinici randomizzati che permettano di
confrontare 1 vari regimi di trattamento immunosoppressivo ¢ le loro

interazioni con le strategie di trattamento antivirale.
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Figura 1. Sezione istologica del ramo circonflesso di paziente deceduto per
scompenso cardiaco congestizio a 7 anni dal trapianto. La colorazione evidenzia una
lamina elastica interna intatta ¢ una massiva proliferazione intimale costituita da
cellule muscolar liscie e matrice extracellulare risultante in una pressocche completa
occlusione del lume vascolare (gentile concessione Dott. O Leone).

Figura 2. L’arteria coronarica interventricolare anteriore appare di regolare calibro
alla normale angiografia coronarica, mentre I’IVUS permette 1’identificazione della
iperplasia intimale e della riduzione del lume vasale.

46



e
©
J

o
(]
1

e
~J
1

P=0.001

g
[=2]
1

S
(3]
1

S
H
1

Change in MIT (mm)
o
w

o
N
1

S
—
1

o
o
1

....................................................... l

Pre-emptive group Prophylaxis group
(n=21) (n=19)

]
e
—

||

Figura 3. Riduzione del MIT (maximal intimal thickness) ad un anno nei pazienti
trattati con profilassi rispetto a quelli trattati con strategia pre-sintomatica.
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Month 1 Month 2 Month 3-4 Month 5-6 Month 7-12

EVE 200-300 150-250 100-200 50-150 50-100
MMF 200-350 200-350 200-300 150-250 100-250

Tabella I. Range terapeutici della ciclosporina a seconda del trattamento con MMF o

EVE.

EVE MMF
(42 pazienti) (149 pazienti) p
Sesso maschile, n (%) 30 (71%) 128 (85%) 0.57
Eta, anni (m + DS) 49 + 14 51+ 14 0.41
CIC post-IMA, n (%) 7 (17%) 49 (33%) 0.17
Tempo ischemia (m = DS) 203 £ 56 200 £ 71 0.80
D+/R- (%) 4 (9%) 15 (10%) 0.84

Tabella II. Caratteristiche principali dei pazienti nei 2 gruppi di trattamento

IMmunosoppressivo.
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Figura 4. Sopravvivenza libera da infezione da CMV
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