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RESUMO

O presente trabalho aborda aspectos relacionados a infecgao por
poliomavirus em pacientes transplantados de rim e pancreas. Este virus teve sua
importancia destacada nos ultimos anos, em virtude da descoberta de sua
associagdao com uma nefropatia responsavel por reducado significativa da sobrevida
do enxerto renal. Muitos estudos estdo em andamento para avaliar a ocorréncia do
virus em diferentes populagdes, seus fatores de riscos, métodos para diagndstico e
terapéuticas. Até o momento, esta “nova” infeccdo permanece misteriosa em muitos
aspectos.

Os métodos para diagndstico da infecgao pelo poliomavirus consistem
de citologia urinaria, pesquisa do virus por PCR na urina e sangue e histologia renal.
A citologia urinaria € um método de facil realizagdo e baixo custo, onde pesquisa-se
a ocorréncia de células epiteliais com inclusdes virais intranucleares, denominadas
de células decoy. Estas células sugerem replicagao viral.

A prevaléncia de células decoy em pacientes transplantados renais
varia de 20 a 60%. Destes, cerca de 1 a 8% desenvolvem nefropatia relacionada ao
virus, associada com perda de enxerto renal variando de 10 a 80% dos casos. Nao
ha relatos sobre prevaléncia de células decoy em transplantados pancreaticos.

Neste trabalho, avaliou-se a prevaléncia das células decoy em
pacientes transplantados de rim, pancreas e pancreas-rim no nosso meio. A
ocorréncia de positividade das células decoy foi correlacionada com diferentes
variaveis clinicas, para avaliar fatores de risco associados. Foram avaliados 231
pacientes, maiores de 18 anos, com mais de 1 més de transplante, que consultaram
no ambulatério no periodo de setembro a dezembro de 2006.

A prevaléncia total de células decoy em pacientes transplantados no
Hospital Sdo Lucas da PUCRS foi de 16% (16,9% em pacientes transplantados de
rim, 5,9% em pacientes com transplante simultdneo de pancreas e rim e 20% em
pacientes transplantados de péncreas isolado).

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os pacientes
com citologia positiva e negativa para células decoy em relagdo as variaveis

demograficas (sexo, idade e raga) ou clinicas (tempo em transplante, tipo de



transplante, tipo de doador, histéria de disfungdo primaria ou rejeicdo, outras

infeccdes virais associadas e tipo de imunossupresséo).

Palavras chaves: Poliomavirus. Células decoy. Transplante Renal. Transplante de
Pancreas. Virus BK.



ABSTRACT

The present study evaluates aspects of polyomavirus infection in renal
transplant patients. Recently, BK virus has been recognized as an important
infectious agent because BK virus associated nephropathy (BKVN) has emerged as
a significant cause of allograft failure. Currently, studies on its prevalence, risk
factors, diagnostics and therapeutics methods, in different populations, are underway
around the world. To date, this “newly emerged” infection remains mysterious in
many aspects.

The methods used to diagnosis polyomavirus infection are urinary
cytology, urinary and plasmatic viral PCR and renal histology. Urinary cytology is an
inexpensive and a simple method where urothelial cells with intranuclear viral
inclusions are sought; these are called decoy cells and are thought to represent viral
replication.

The prevalence of decoy cells in renal transplants recipients is between
20 and 60%. Of these, 1 to 8% develops BKV nephropathy in witch case up to 80%
may lose their grafts. No data on the prevalence of decoy cells in pancreas graft
recipients has been published so far.

In this study, we evaluated the prevalence of decoy cells in kidney,
pancreas and kidney-pancreas recipients. The presence of decoy cells has been
correlated with clinical variables, in an attempt to analyze risk factors. Two hundred
and twenty one patients, 18 years-old or older, with more than 1 month follow up
after transplantation, that attended the outpatients clinic between September and
December 2006 were studied.

The total prevalence of decoy cells was 16% (16.9% in kidney
recipients, 5.9% in simultaneous kidney-pancreas recipients and 20% in pancreas
alone recipients).

There were no statistically significant differences between patients with
either positive or negative urinary cytology for decoy cells, regarding demographic
(gender, age, race) or clinical (time post-transplantation, donor type and history of
delayed graft function or rejection, other associated viral infections and type of
immunosuppressive drugs employed) variables.

Key-words: Polyomavirus. Decoy cells. Renal Transplant. Pancreas Transplant.
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1 INTRODUGAO

Nos ultimos anos, a nefropatia associada ao virus polioma tornou-se
uma das mais importantes patologias do enxerto renal em todo o mundo; com alta
prevaléncia e grande morbidade, levando a perda precoce do enxerto. Sem
tratamentos satisfatorios, tem incentivado estudos em varios centros
transplantadores.

Inicialmente, o poliomavirus pertencia ao grupo papilomavirus na
familia Papovaviridae. Atualmente, € considerado um género distinto denominado de
Polyomavirus, cujas espécies mais relevantes sdo BK virus (BKV), JC virus e o
Simian virus 40. "

O poliomavirus é caracterizado por um virus com DNA fita dupla n&o-
envelopado com tamanho aproximado de 42 a 45 nm e peso molecular de
aproximadamente 3,4x10° Da. ® O genoma viral é composto de DNA circular de
dupla-hélice arranjados em 3 regides: a “noncoding control region” (NCCR), a regiéo
de codificagcdo precoce e a regido de codificagdo tardia. O NCCR & uma regido que
contém a origem da replicagdo e as regides regulatdrias para as transcrigdes
precoce e tardia. ("

O poliomavirus contém 5000 genes pareados compostos de DNA
duplo que replica no nucleo do hospedeiro. Cada virus polioma codifica 5 proteinas
durante sua replicagdo: antigenos T pequenos e grandes s&o produzidos
precocemente, correspondendo a proteinas nao-estruturais e ndo sendo
incorporados no virion maduro; 3 outras proteinas estruturais, proteina viral (VP) 1,
VP2 e VP3, sao produzidas tardiamente no ciclo infeccioso, e compdem a particula
viral. As diferengcas sorologicas entre os virus JC e BK s&o representadas na
proteina VP1.®

O virus entra na célula por endocitose de forma lenta, conforme
demonstrado na figura 1. Apds a endocitose, antigenos T pequenos e grandes s&o
detectados no nucleo, transcritos a partir da regido reguladora precoce. Apos
acumulados, ocorre uma troca na transcrigdo para a regido tardia do genoma,

ocorrendo producdo das proteinas estruturais VP1, VP2 e VP3.®
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Ligagéo com (2,3)-4cido sialico das

glicoproteinas e gangliosideos

Internalizagéo mediada por endocitose
sendo necesséia acidificagiio mediada
por fosforilagéo de tiresing

Transito intracelular usando micro

tdbulos polimerizados

Fus&o de vesiculas contendo virus ao

complexo de Golgi

Acomodagéo do virus em regides

perinucleares

Figura 1: Vias de entrada e migragdo intracelular do poliomavirus.
Adaptado de Dugan e colaboradores. )

1.1 Historia

O virus simian (SV) 40 é comumente encontrado em macacos, sendo
de pouco significado em humanos. Entre 1950 e 1960, no entanto, milhdes de
pessoas foram inadvertidamente expostas ao SV40 de macacos rhesus em
administracdo de vacinas da poliomielite. )

O virus JC foi isolado em 1971, a partir do cérebro de um paciente HIV
positivo que morreu com leucoencefalopatia multifocal progressiva, sendo
denominado com as iniciais do mesmo.

O virus BK, por sua vez, infecta principalmente transplantados de rim e
foi primeiramente isolado em 1970, pela Dra. Silvia Gardner, uma virologista do

Laboratério de Pesquisas Virais, em Londres. Em um paciente Sudanés com 3,5
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meses de transplante renal, que apresentava estenose ureteral, foram isoladas na
urina numerosas células com inclusées virais. ©

Em 1983 foi descrito caso de obito relacionado a disseminagao
sistémica de virus BK. Um menino de 6 anos com hiperimunoglobulinemia que se
apresentou com insuficiéncia renal aguda, com bidpsia renal demonstrando um
processo predominantemente tubulo-intersticial com numerosas inclusées virais
identificadas como BK virus. Presenca de baixas concentragdes do virus em baco,
linfonodos e pulmao foram demonstrados através de hibridizagdo de DNA. Este
paciente morreu apos 6 meses em dialise. )

Apenas em 1995, Purighalla e colaboradores relataram o primeiro caso
de nefrite associada ao BKV em paciente transplantado renal. ® A partir de entéo,
varios centros notificaram casos. Este periodo coincide com aparecimento de novos

esquemas de medicamentos imunossupressores.

1.2 Evolucgao Clinica

A infeccdo primaria pelo virus BK é extremamente comum, ocorrendo
na infancia, e geralmente assintomatica, ou manifestando-se com sintomas
semelhantes a um resfriado. " Aproximadamente 60 a 80% da populacdo adulta no
ocidente apresentam evidéncia soroldgica de infecgdo por poliomavirus. ) (19 (1) (12)
As formas de transmissao da infeccdo primaria ndo estdo claras. Acredita-se que
ocorra por via oral ou respiratoria, mas também durante a gestacédo, transfusdes ou
transplante. ('®
Apoés a infecgdo primaria, nos individuos imunocompetentes, o virus
entra em um periodo de laténcia, preferencialmente no trato urinario (células
tubulares renais, camada parietal epitelial da capsula de Bowman, ureter e epitélio

transicional). © (4 (19

Estudos demonstram, ainda, presenga de DNA de
poliomavirus nos tecidos cervicais e vulvares, além do esperma. (")

Outro foco de laténcia importante do BK virus sdo as células
mononucleares do sangue periférico. Ha relatos de detecgdo de RNA viral circulante
em individuos saudaveis. ('® Outros sitios s30 a mucosa de tonsilas, demonstrado

em 5 de 12 amostras de criancas com infeccdo respiratoria recorrente, '") tecidos
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cerebrais, "® e tumores como dsseos, pancreaticos, renais, urinarios e cerebrais. "9
(20)

Varias circunstancias estido envolvidas na ativagdo do virus no seu
periodo de laténcia. Alteracbes hormonais da gravidez podem estar relacionadas
com o aumento na incidéncia de poliomavirus neste periodo (de 3% a 7,5%), sendo
evidente a presenga de células decoy no segundo e terceiro semestres da gestacao.
() Em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico, o virus BK foi identificado na
urina em 16% de 44 pacientes, por PCR urinario, sendo este achado independente
do nivel de imunossupressao. "

Foi verificado um aumento gradual na incidéncia de virus BK na urina
diretamente proporcional ao envelhecimento, a partir de 30 anos idade, em
individuos imunocompetentes candidatos & doacéo de 6rgdos. 2
Em pacientes com AIDS, o virus JC é mais frequente, e causa

() O virus BK, por sua vez, esta

(25)

leucoencefalopatia multifocal progressiva.

@3 meningoencefalite, retinite e nefrite. 2%

associado com cistite hemorragica,
Estudo em 63 pacientes HIV positivos comparados com pessoas imunocompetentes
relatou prevaléncia de 16% de DNA para virus BK no sangue, em pacientes com
linfécitos T CD42200, e de 35% com linfécitos T CD4<200 em sangue periférico.
Entretanto, ndo houve associagao significativa entre a presenca de BKV na urina e o
grau de imunodeficiéncia, ®® o que também ja havia sido constatado por Sundsfjord
e colaboradores. ")

Em receptores de transplante de medula 6ssea, cistite hemorragica
secundaria a infecgao por poliomavirus € uma complicacdo frequente, ocorrendo,
geralmente, entre 2 e 12 semanas pés-transplante. ®® Ocorre 4 vezes mais em
pacientes com presenca de BK virus na urina, sendo este identificado em 55% dos

@) Em transplantados renais com nefropatia associada ao virus BK,

30)

pacientes.
cistite hemorragica também foi uma complicagéo descrita. {

Em transplante de pulmao ha relato de caso de hematuria secundaria
ao poliomavirus, sendo identificadas células decoy e confirmada presenca por DNA
de BKV na urina e sangue. " Também, um caso de nefropatia em transplantado de
pulmé&o, 15 meses pos-transplante, com tubulite e reagédo inflamatoria intersticial e

(32)

imunohistoquimica positiva, foi relatado. Dois outros relatos de casos de

nefropatia em rins nativos em transplantes n&o-renais ocorreram em transplante

autélogo de medula 6sseas e em transplante cardiaco. %
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Em transplante renal, a ocorréncia de infeccdo relacionada ao
poliomavirus representa uma das maiores complicagdes no periodo pos-transplante.
Sua prevaléncia nesta populacédo € elevada, com alta morbidade e com sobrevida
reduzida de enxerto.

Atualmente, pouco se sabe sobre os mecanismos de ativagdo do
poliomavirus. Nickeleit e colaboradores propuseram a hipotese de reativacédo em 2
etapas (“reactivation in two-hits”), a primeira é relacionada ao estimulo de replicagéo
secundario a imunossupressao por drogas, como tacrolimo ou micofenolato. Como a
minoria dos pacientes que recebem estas duas medicagbes simultaneamente
desenvolve nefropatia por BK, a segunda etapa, ou seja, uma leséo tubular (episddio
de rejeicdo aguda, por exemplo) parece necessaria a replicagao viral. ¢*

1.3 Fatores de Risco:

Fatores de risco associados com o desenvolvimento de nefropatia por

poliomavirus envolvem determinantes do doador, do enxerto e do receptor.

1.3.1 Doador

Elevados niveis séricos de anticorpos para o virus BK em doadores de
rim estdo associados com aumento do risco de doenca por BKV no receptor. ©% 9
Estudos prévios demonstraram que 44% dos casos de infec¢ao por BKV, detectados
por sorologia, ocorre quando o doador é positivo e o receptor negativo, sugerindo
que esta situagdo possa representar um fator de risco para desenvolvimento de
nefropatia por virus BK. ")

Em estudo com transplantados renais pediatricos, com 70% dos
receptores com sorologia positiva pré-transplante, a sorologia negativa do receptor
foi o mais importante preditor de infeccdo por BKV. Dos pacientes soronegativos,
58,3% apresentaram infecgdo comparados com 21,4% daqueles com sorologia

positiva pré-transplante (p<0,005). ©®
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Analise retrospectiva identificou correlagao entre sorologia do doador e
receptor com ocorréncia de infecgao pds-transplante. Altos titulos de anticorpos no
doador correlacionam-se diretamente com inicio precoce de viruria (p<0,001) e com
a duragdo da mesma (p<0,014). ®% Receptores soropositivos que receberam rins de
doadores soronegativos parecem ter uma maior chance de nefrite. “%

No entanto, Hirsch e colaboradores relataram que 85% dos pacientes
com nefropatia pelo virus BK apresentavam sorologia positiva pré-transplante,
sugerindo que a combinac&o de alto risco ndo é o de doador soropositivo e receptor
soronegativo. “") Ha também um relato de caso de vasculopatia relacionada ao virus
BK em transplantado renal com sorologia positiva sugerindo reativagado do virus no

receptor. “?

1.3.2 Compatibilidade HLA

Ainda né&o esta definido o papel da incompatibilidade HLA entre doador
e receptor na patogénese da nefropatia pelo virus BK. Awadalla e colaboradores
demonstraram que a nefropatia por BKV esta significativamente associada ao
numero de incompatibilidades HLA entre o doador e o receptor (p=0,004 e OR:7,6
com 5 a 6 incompatibilidades) em estudo de 40 pacientes com nefropatia por BK
comparados com 404 controles. A incidéncia de rejeicao aguda, no entanto, também
foi maior no grupo com nefropatia por BK (77,5%), ocorrendo também maior
incidéncia de uso de terapia com anti-linfociticos (p=0,05). Hirsch e colaboradores
também demonstraram uma tendéncia a um maior numero de incompatibilidades
HLA com o doador em pacientes com nefropatia por BK virus. “" Pode haver,
portanto, uma relagéo entre incompatibilidade HLA e risco aumentado de rejeicado e
infeccdo por BK virus devido a liberagédo de fatores relacionado a rejei¢ao e injuria,
bem como aumento da imunossupressdo. “® Por sua vez, outros estudos n&o
encontraram diferengas no numero médio de incompatibilidades HLA entre o grupo
com e sem nefropatia por BK virus. ¢4 4% (46)(38)

Bohl e colaboradores descreveram associacdo entre auséncia de alelo
HLA-C7 e viremia persistente por BK virus. ©® A importancia deste achado

permanece por ser demonstrada.



20

1.3.3 Isquemia

Atencio e colaboradores evidenciaram em modelo murino que rins
nativos submetidos a injuria por agentes nefrotoxicos ou isquemia de 30 minutos
apresentaram maior suscetibilidade a replicacdo viral pelo poliomavirus. “”
Bressollette-Bodin e colaboradores constataram que DNA na urina foi
significativamente maior em receptores com tempo de isquemia superior a 24 horas

5) Matlosz e colaboradores, por sua vez,

aos 3 e 6 meses de acompanhamento.
nao encontraram evidéncias de que o tempo de isquemia seja fator de risco para
presenca de replicacao viral do poliomavirus em 27 pacientes de 89 transplantes

“8) Qutro estudo, também n3o apresentou

entre 2001 e 2002 em um centro.
diferengca na ocorréncia de viruria entre pacientes com longo tempo de isquemia
comparados com baixos periodos de isquemia, porém, foram comparados doadores
falecidos (tempo de isquemia de 17 horas em média) com doadores vivos (tempo de

isquemia médio de 30 minutos). ¥

1.3.4 Caracteristicas do receptor

Idade avancada e sexo masculino do receptor parecem estar
relacionados com maior incidéncia de poliomavirus. %

Vasudev e colaboradores nao identificaram diferengas demograficas
entre 41 pacientes com BKV e os demais transplantados (n=960). A idade média de
diagnodstico foi aos 44 anos, sendo mais frequentes em homens (60%), brancos
(58%), recebendo enxertos de doadores falecidos (54%). A baixa prevaléncia de
nefropatia por BK (41 pacientes para 960) pode ser a causa da auséncia de
identificagao de fatores de risco. ¥

Outros estudos, também n&o demonstraram diferencgas significativas

41) (38)

quanto ao sexo, “9 “6) G¥raca idade, “® @8 tipo de doador, “9 nimero de
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transplantes, 2

(38

porcentagem de reatividade contra painel, tempo de isquemia, “"
) presenca de funcéo retardada do enxerto. **
Uso de “stents” ureterais esta associado com desenvolvimento e

persisténcia da viremia por BKV. ¢

1.3.5 Imunossupressao

O uso de tacrolimo esta associado com maior ocorréncia de viruria. “©)
Estudo a partir de biopsia de enxertos com disfungdo identificou um risco 13 vezes
maior de ocorréncia de nefropatia por BKV em pacientes com terapia tripla contendo
tacrolimo e micofenolato, comparado com grupo controle. Em um relato de 8 casos
de nefropatia por BK, dos quais 7 pacientes estavam em terapia com tacrolimo
(apenas 27% de todos os pacientes deste centro usavam tacrolimo), ha sugestdo de
a imunossupressao ser um possivel fator associado a aumento da incidéncia de
infecgdo por poliomavirus. ¢V

A conversao de ciclosporina para tacrolimo como terapia de resgate
em pacientes com rejeicdo aguda esta associada com aumento na ocorréncia de
nefropatia por BKV. ©?

Brennan e colaboradores, no entanto, em estudo prospectivo e
randomizado com 200 pacientes comparando uso de ciclosporina e tacrolimo, néo
evidenciaram diferengas nos niveis de viruria e viremia por virus BK, bem como em
uma subanalise envolvendo azatioprina e micofenolato. A viremia persistente tende
a ser maior no grupo que recebeu tacrolimo. *®

Uso de micofenolato n&o esteve associado a maior ocorréncia de
nefropatia por BKV. “® Associado ao uso de tacrolimo e prednisona, no entanto, foi
evidenciada uma incidéncia 8 vezes maior, implicando em um risco de 13 vezes
maior para ocorréncia de nefropatia por BKV comparado a grupo controle. ®® Em
transplante pediatrico foi demonstrada associagao positiva em pacientes que usaram
micofenolato como imunossupresséo inicial, porém nos pacientes em uso atual
desta medicagdo ndo se encontrou associagao significativa com ocorréncia de

reativagdo urinaria do BKV. ©¥
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Presenga de células decoy, viremia ou nefropatia por BKV foi mais
frequente em pacientes que receberam tratamento anti-rejeicdo com anti-linfociticos
ou metilprednisolona. No entanto, o uso de preparag¢des anti-linfociticas para terapia
de indugdo ndo se associou significativamente com presenca de células decoy ou
nefropatia. ")

Da mesma forma, a evolugdo do enxerto em 6 meses nao foi pior em
pacientes com uso de indugdo com anticorpos; em contraste com a literatura que
descreve pior prognostico de nefropatia por BKV com uso de anticorpos para
tratamento de rejeicdo. Possivelmente, terapia com indugéo, reduzindo rejeigéao
aguda precoce, associa-se a menor injuria no enxerto no momento da infeccéo

viral.®®¥

1.3.6 Infecgdes associadas

A infecgdo por citomegalovirus (CMV) esta significativamente
associada a infec¢do por virus BK. Toyoda e colaboradores demonstraram em 12
pacientes com viremia positiva para virus BK, 6 que apresentaram
concomitantemente positividade para CMV, uma associagao significativamente
positiva (p=0,001) quando comparados a pacientes sem viremia para virus BK (3
CMV positivos em 57 BKV negativos). Estes achados sugerem uma possivel

associacao de fatores de risco entre as duas infecgoes. ©°

1.4 Manifestagoes Clinicas

Em pacientes transplantados a infecgdo por poliomavirus cursa,
geralmente, assintomatica. As manifestacbes mais comuns sdo elevagdes da
creatinina, com disfungdo renal progressiva, com alteragdes histologicas
caracteristicas, podendo ocasionar perda do enxerto, sendo esta doenca renal
denominada de nefropatia pelo virus BK. ®® Manifestagdes de sintomas comuns as
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infeccdes virais (febre, mialgias, astenia) geralmente n&o estdo associadas ao BK
virus. "

Em alguns pacientes podem ocorrer estenose e obstrugdo ureteral.
Acredita-se que esta possa ser secundaria a ascensao do BK virus, proveniente da
bexiga. ©® No entanto, estudo retrospectivo envolvendo 67 pacientes transplantados
com diagnodstico de nefropatia por BKV, em média ha 4 meses, verificou-se a
ocorréncia de estenose ureteral em 8,9% dos pacientes. Comparando-se com grupo

(44

controle, nao houve diferenga na incidéncia desta complicagdo (8,6%). ) Outros

estudos também nao encontraram associagao significativa. ©®

Leucoencefalopatia focal progressiva, descrita principalmente
associada ao poliomavirus JC, parece poder, também, estar associada com o virus
BK em pacientes transplantados renais. ©® Entretanto, trata-se de complicagdo rara
nesta populacgao.

Inclusdes por BKV foram encontradas em ulceras no colon e ileo de
paciente transplantado renal que apresentava dor abdominal e diarréia. Apos
diminuicdo da imunossupressao, ocorreu desaparecimento das lesdes e melhora
clinica. ©®

Comprometimento sistémico por vasculopatia associado ao BKV
também foi evidenciado em paciente transplantado renal. Achados de necropsia
evidenciaram presenca de alteragdes citopaticas nas células endoteliais de
espécimes renais, cardiacos e musculares que, por amplificacdo através de PCR,
demonstraram estar relacionadas ao virus BK. “?

Potencial oncogénico do poliomavirus (JCV, BKV e SV40) para varios
tipos de tumor parece existir, porém uma associacdo causal ainda nao foi
estabelecida. O BKV codifica um antigeno T grande que se liga e inativa reguladores
de controle do ciclo celular, incluindo genes supressores tumorais (p53 e Rb). Além
disso, DNA do BKV tem sido identificado em tumores, como verificado por Geetha e
colaboradores em paciente transplantado de pancreas e rim com tumor de bexiga
metastatico. ©” Em uma crianca de 9 anos transplantada renal com doador vivo e
com nefropatia por BKV, manifestou-se um raro tumor de pelve metastatico que
respondeu  significativamente bem apds nefrectomia e retirada da

imunossupressao.©?
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1.5 Métodos diagnésticos

1.5.1 Sorologia

Atualmente, o uso da sorologia ndo representa uma ferramenta
diagnodstica pertinente para a infecgado por poliomavirus. Devido a prevaléncia de
BKV na populagdo geral ser elevada, cerca de 80% da populagdo apresenta
anticorpos, o uso de anticorpos especificos para BKV como teste diagndéstico torna-
se limitado. ©®

O teste mais usado é o de inibigdo da hemaglutinagdo, que detecta
anticorpos IgM e IgG para antigenos capsidios virais. Estudo comparativo entre
ELISA para IgG, IgA e IgM, inibicdo de hemaglutinacdo e testes de neutralizagéo,
demonstrou boa correlagdo entre os métodos. Os titulos do teste de neutralizagao
corresponderam com altos niveis de anticorpos dos outros testes. Anticorpo IgA
esteve relacionado com casos de reativagdo da doenga. ©*

Hariharan e colaboradores evidenciaram que pacientes com nefropatia
por BKV geralmente apresentam altos titulos séricos de DNA viral e baixos titulos de
IgG para BKV, que aumentam significativamente com a resolugdo da infecgdo. Os
niveis de IgM, ao contrario, estdo significativamente mais elevados durante o

periodo de infecgdo em relagdo ao momento de resolucéo da doenca. ¢4

1.5.2 Citologia urinaria

Uma das caracteristicas da presenca de infecgdo associada ao
poliomavirus € a presenga, na urina, de células tubulares renais infectadas,
provenientes dos segmentos distais e do ducto coletor, e das camadas superficiais
do uroepitélio. Sdo as chamadas células decoy.

Elas foram primeiramente descritas em 1950, por um técnico em
citologia, Andrew Ricci, que trabalhava em um laboratério do Memorial Sloan-
Kettering Cancer Center em Nova lorque, em pesquisa envolvendo urina de
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pacientes em uma populagdo com alto risco para cancer de bexiga. Ele observou em
varios destes pacientes, células com nucleo aumentado e homogéneo que pareciam
ser células neoplasicas, mas nao tinham a mesma estrutura nuclear. Pelo fato
destas células serem facilmente confundidas com células malignas ele denominou-
as de decoy, em alusdo aos “decoy ducks” (patos artificiais usados para atrair patos

(65

selvagens nas cacadas). ®® Em 1983, Coleman e colaboradores descobriram,

através de microscopia eletrbnica, que as alteracdes nucleares representam
inclusdes virais intranucleares. ©°)

Células decoy sao caracterizadas por alteragdes nucleares das células
epiteliais. A aparéncia caracteristica € detec¢ao de inclusdo viral intranuclear, que é
exclusivamente encontrada em células epiteliais, com exce¢cdo dos poddcitos.
Quatro tipos de incluséao viral:

(1) aparéncia homogénea com padréo “ground-glass” ou vidro fosco;

(2) aparéncia granular central eosinofilica com, na maioria dos casos,
um halo incompleto;

(3) mais homogéneo, com padréo granular fino;

(4) variante vesicular com nucleo alargado e cromatina irregular.

As células contendo inclusdo viral frequentemente apresentam-se
aumentadas de tamanho com nucleo polimoérfico, ocorrendo com mais abundancia
nos segmentos tubulares distais e ductos coletores, mas também em células

transicionais superficiais da pelve renal e ureter. ¢
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Figura 2. Citologia Urinaria com poliomavirus (células decoy). Microscopia Optica
1000x. Coloragao de papanicolau.
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Estas células sao sinais de replicagdo viral no uroepitélio e pré-
requisito para o diagndstico da nefropatia associada ao poliomavirus. ©¢7) (2 ©8)(69)

Drachenberg sugere que quanto maior o numero de células decoy e
presenca de células inflamatorias no sedimento urinario, maior a probabilidade de

(70) 89 Em pacientes com nefropatia por

desenvolvimento de nefropatia por BKV.
BKV, as células decoy sao geralmente encontradas em grande numero (>5 células
por 10x por campo de microscopia Optica) na urina, e precedem o diagndstico
histoldgico de nefropatia em média em 5 a 6 meses. ("

No entanto, mesmo quando a presenca do virus € abundante, o seu
valor preditivo positivo para nefropatia por BKV é de apenas 27 a 29%. E, apesar de
baixo valor preditivo positivo para ceéluals decoy na urina, seu valor preditivo

(71 41 por tanto, as

negativo para nefropatia por BKV é elevado, préximo de 100%.
células decoy sdo fundamentais para o diagnostico de nefropatia por BK, mas
podem ocorrer na auséncia de doenga clinica.

Drachenberg e colaboradores evidenciaram correlacdo de auséncia de
células decoy com biopsia negativa para BKV em 76% dos casos. Em 131 urinas
positivas, 13 apresentaram auséncia de BKV em bidpsia a microscopia otica e
eletrénica. Em 4 ocasibes (1% do total de casos) as amostras de urina foram
negativas, enquanto a bidpsia demonstrava BKV (4 falsos positivos), sendo 2 destes
casos devido a amostra urinaria inadequada e 2 casos apresentavam doencga leve
na bidpsia renal. Em amostras subsequentes, os resultados destas urinas foram
positivas para BKV. ©9

Neste estudo, uma unica amostra de urina demonstrando qualquer
quantidade de inclusdes por poliomavirus teve valor preditivo positivo de 90% e valor
preditivo negativo de 99%, com sensibilidade do teste de 96,7% e especificidade de
97%. A acuracia do teste foi de 97%. ¥

A pesquisa de células decoy na urina pode ser realizada através de
citologia urinaria ou imunocitoquimica, com microscopia optica e eletrénica. Fogazzi
e colaboradores descreveram técnica de pesquisa de células decoy com método de
microscopia de contraste de fase. Este método parece proporcionar melhor
diferenciagao entre estas células e as células tubulares renais e transicionais da
bexiga.

A citologia urinaria € uma ferramenta clinica extremamente util, de

simples realizagdo, que ndo requer equipamentos especiais, e de baixo custo. 0 0
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(73) Através do método de coloragdo de papanicolau, as células decoy mostram um

nucleo aumentado, ocupado por uma inclusdo basofilica cercada de cromatina
conferindo um padréo de vidro fosco, e algumas vezes, cercada por um halo com a
inclusdo apresentando um aspecto vesicular, com redugcdo ou destruicdo do
citoplasma adjacente. ("?

A imunocitoquimica, através de técnica de imunoperoxidase, pode ser
utilizada para confirmar a presenca das células decoy na urina, principalmente em
casos duvidosos. Através da utilizagdo de uma imunoglobulina de camundongo
primaria (NCL-JCBK) e anticorpo secundario anti-IgG de camundongo, o nucleo da
célula infectada pelo virus assume coloragdo marrom, diferente das demais
estruturas urinarias.

Estudos recentes sugerem que a persisténcia de positividade para
células decoy e/ou DNA do virus na urina em quantidades elevadas parecem estar

(41) ®9) Foi evidenciado que pacientes com

associadas com nefropatia por BKV.
grande numero de inclusbes virais na urina e nefrite intersticial associado a
poliomavirus apresentam piora mais rapida de fungdo do enxerto em relagdo a
grupos controle. ("%

No Brasil, Mazzali e colaboradores, estudaram 105 pacientes entre
janeiro e dezembro de 2002 com fungdo renal estavel e em acompanhamento
ambulatorial em média ha 13 meses. Verificaram persisténcia de células decoy na

urina em 37,5% dos pacientes.

1.5.3 Histologia Renal

O diagnéstico de nefropatia por BK deve ser estabelecido através da

(67) (71) (70

identificacdo histoldgica, em bidpsia renal. ) ®8) Achados de corpuUsculos de

inclusdo viral intranuclear nas células epiteliais, associados a necrose focal das
células tubulares s&o fortemente sugestivos. A medula renal &, durante os estagios
mais precoces da doenca, o local preferencial para localizagdo do virus. Apos,
ocorre disseminagcao para o cortex renal e, entdo, aparecem alteracdes citopaticas

(34)

nos tubulos renais proximais. Em aproximadamente 70% dos casos o

envolvimento do cortex e medula ocorrem simultaneamente. ¥ Dano tubular
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importante esta associado com tubulite desproporcional e auséncia de rejeicao
vascular. %

Alguns autores sugeriram uma classificagao da nefropatia por BKV, de
acordo com os seguintes padrdes histologicos: ("> ©8)

PADRAO A: Alteracdes citopaticas/citoliticas com inflamacéo ausente
ou minima: poucos tubulos contendo uma ou mais células com alteragdes
citopaticas por poliomavirus (cariomegalia, hipercromasia, inclusées nucleares
basofilicas) e alteragdes citoliticas associadas (necrose celular individual, apoptose,
células mumificadas e cromatina borrada).

PADRAO B: Alteragdes citopaticas/citoliticas associadas a inflamagéo
e atrofia tubulo-intersticial difusa: apresentam agrupamentos de tubulos com
alteragdes citopaticas/citoliticas (conforme descrito acima) com padrdo focal ou
difuso associado com infiltrados inflamatoérios, predominantemente linfomononuclear.
Em alguns casos, também ocorre tubulite focal, desproporcional ao grau de
alteragdes citopaticas. As areas afetadas apresentam graus variados de atrofia
tubulo-intersticial. Areas de parénquima infectado e outras normais revelam um
padrao de fibrose em faixa.

Subdivide-se em padrdes B1, B2 e B3 dependendo de ocorréncia de
atrofia/fibrose intersticial ou inflamagao na bidépsia menor que 25%, entre 26-50% e
maior que 50%, respectivamente.

PADRAO C: Esclerose do enxerto (“end-stage” BKV): alteracdes
citopaticas como base de fibrose intersticial intensa/atrofia tubular e inflamacéo
linfomononuclear. O estagio final de doenga por poliomavirus é indistinguivel de
alteragdes de esclerose do enxerto em doenga terminal do rim.

Estes padrées de comprometimento renal na bidpsia por poliomavirus
estdo diretamente correlacionados com a fungao renal, sendo que, pacientes com
maior grau de severidade na bidpsia apresentam maior perda de fungdo do enxerto.

Um baixo escore na bidpsia esta associado com resolugéo da infecgdo viral. %



Figura 4 — Padrao Histolégico C de nefropatia por virus B
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A bidpsia renal, além de ser imprescindivel para o diagndstico de
nefropatia por BK, proporciona o diagndstico diferencial com outras patologias, como
rejeigdo aguda, toxicidade por drogas e recorréncia de doenga de base. No entanto,
sua sensibilidade ¢ limitada devido & ocorréncia focal da nefropatia por BKV. (¥

A confirmacdo diagndstica adjuvante da nefropatia por BKV pode ser
feita por imunohistoquimica ou microscopia eletrénica. A imunohistoquimica utiliza
anticorpos para identificar antigenos de BK virus, marcando com coloragéo
semelhante & descrita anteriormente na imunocitoquimica. A microscopia eletrénica,
o poliomavirus € visto como particulas cristaldéides de aproximadamente 40nm de
diametro no interior dos nucleos, sendo diferenciado dos demais virus pelo tamanho

caracteristico. %

1.5.4 Reagao em Cadeia de Polimerase (PCR)

1.5.4.1 PCR urinario (viruria)

Realizacdo de PCR urinario qualitativo nao ofereceu informagao
diagnostica adicional em relagdo a citologia urinaria em estudo realizado por
Drachenberg e colaboradores. Ambos os métodos s&o ferramentas consideradas
uteis para “screening” em pacientes transplantados. O PCR urinario, no entanto,
permite a diferenciacdo entre poliomavirus BK e JC. ("®

O PCR quantitativo, entretanto, quando comparado com citologia
urinaria na detecgao de viruria, demonstrou maior sensibilidade, detectando 18% a
mais de virus BK, em amostras de urina. A especificidade e valor preditivo positivo
do PCR na detecgdo de viruria foram de 100% considerando-se a histologia como
padrao-ouro. Falsos negativos ocorreram em espécies com baixa celularidade, com
contaminagao vaginal ou com baixa carga viral. Quando se admite o PCR como
padrao-ouro, verifica-se sensibilidade e valor preditivo negativo para células decoy
na urina de, respectivamente, 41,9 e 82,8%. ") Ainda existem poucos estudos
comparando PCR quantitativo com outras técnicas na avaliagcido de viruria.
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1.5.4.2 PCR plasmatico (viremia)

A deteccdo de BK virus através de técnicas de PCR no plasma € uma
ferramenta util no diagndstico, pois sua positividade geralmente indica ocorréncia da
nefropatia pelo virus. Foi demonstrado que pacientes que se tornaram PCR
plasmatico positivos para BK virus, permaneceram positivos durante o curso de
nefropatia por BK, tornando-se novamente negativos com o desaparecimento da
nefropatia por BKV. ®® Todos os pacientes com nefropatia por BK apresentam PCR
plasmatico positivo para BK virus. (13 34 (36)(58)

Nickeleit e colaboradores estudaram, retrospectivamente, 9 pacientes
com biépsia compativel com nefropatia por BK e concluiram que PCR para DNA de
BK virus no plasma tem sensibilidade de 100% e especificidade de 88%, com valor
preditivo positivo de 82% e valor preditivo negativo de 100%, quando comparados
com diagndstico por bidpsia. “" ©®® Em estudo prospectivo, Hirsch e colaboradores
confirmaram estes achados, porém demonstraram um valor preditivo positivo menor,
50%. Verificaram, ainda, que pacientes com bidpsia com nefropatia por BK tém PCR
acima de 7700 cépias/ml de BK virus no plasma comparados com pacientes sem
nefropatia, que apresentam niveis inferiores a 2000 cépias/ml. “" Viremia superior a
10.000 copias/ml de BK virus esta fortemente correlacionado com nefropatia por
BKv. ("4

Em estudo de Baldani e colaboradores, uma nova técnica de PCR
quantitativo foi avaliada na urina e sangue de 201 pacientes transplantados renais.
Destes, 6,9% apresentaram PCR positivo no plasma. Foi demonstrado, para
diagnodstico de nefropatia por BKV, sensibilidade de 100%, especificidade de 96%,
valor preditivo negativo de 50% e valor preditivo positivo de 100% para PCR
sanguineo. Comparado ao PCR na urina, no sangue o valor preditivo positivo do
PCR plasmatico para detecgdo de poliomavirus é consideravelmente maior, 50%
versus 4,3%. ("®

Novas técnicas de PCR, como o PCR tempo real, tém sido descritas.
Estes testes permitem diagnosticar e quantificar genomas de poliomavirus por

células humanas de maneira rapida e especifica. 9 €%
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Verificagdo de VP1 RNA, por PCR em tempo real, nas células urinarias
parece ser uma nova ferramenta, ndo invasiva, para diagnéstico de nefropatia por
BKV. A sensibilidade para predizer nefropatia associada ao poliomavirus foi de
93,8% e especificidade de 93,9%. " No entanto, o uso de extragcdo de RNA de
células da urina é suscetivel a resultados superestimados, além dos altos custos,

que limitam esta técnica. ®?

1.6 Diagnéstico

O diagnéstico de nefropatia por BK é realizado, geralmente, no final do
primeiro ano de transplante, em média entre 10 e 16 meses, podendo variar de 2 até
52 meses. (50) (44) (83) (84) (85) (54) (74) (41)

A presenga do virus na urina sempre precede o diagndstico de
nefropatia por poliomavirus. Hirsch demonstrou que a presenga de citologia urinaria
positiva e DNA viral urinario precedem o diagnéstico de viremia em cerca de 4
semanas e o histoldgico em 12 semanas. 4"

Existe uma recomendagao que a procura por células decoy deve ser
realizada a cada 3 meses durante os dois primeiros anos de transplante e
anualmente pelos préximos 3 anos, bem como nos pacientes que desenvolvem

8) (8 Citologia urinaria e presenca de viruria detectada por

disfuncédo do enxerto. {
PCR sao testes igualmente uteis para screening de poliomavirus, porém, o ultimo
consegue distinguir entre as formas JC e BK do virus, com um custo, no entanto,
mais elevado. "®

Um teste de “screening” positivo deve ser seguido da realizagdo de
PCR sangiiineo (viremia) e se este for positivo a realizagdo de bidpsia renal. ®® A
persisténcia de células decoy por um periodo de 3 meses na urina, por sua vez,
também pode ser considerado indicativo da realizagdo de biopsia renal. ®
Entretanto, persisténcia de positividade de teste de screening urinario associado a
positividade de viremia € diagnostico presuntivo de nefropatia por BKV, mesmo com

biépsia negativa. ) ©8)
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1.7 Epidemiologia

1.7.1 Prevaléncia de sorologia para BKV

A prevaléncia de anticorpos para BKV na populagdo geral varia entre
70 e 98%. Hirsch e colaboradores encontraram sorologia positiva em 77% dos
pacientes pré-transplante. " Ginevri e colaboradores, em estudo em transplantados
pediatricos, evidenciaram 70% dos receptores e 67,5% dos doadores com sorologia
positiva pré-transplante. ©®

A soropositividade para virus BK aumenta rapidamente com o aumento
da idade das criangas, atingindo uma prevaléncia de anticorpos de até 98% entre 7
e 9 anos de idade. Ha relato de, em gestantes com mais de 25 anos de idade,

prevaléncia de 96%. ")

1.7.2 Prevaléncia de células decoy

A prevaléncia de células decoy em citologia urinaria em pacientes
transplantados renais esta descrita na literatura como sendo, aproximadamente,
entre 20 e 50%. Em geral, os estudos empregam microscopia Optica, mas a
microscopia eletrdnica também tem sido utilizada por alguns autores. % ) Estudo
comparativo demonstrou sensibiliade de 83% e especificidade de 90%, com valor
preditivo positivo de 63% e valor preditivo negativo de 96%, para citologia urinaria
avaliada por microscopia 6ptica em relacdo a microscopia eletronica. ¢

Hirsch e colaboradores, em estudo prospectivo com 78 pacientes
transplantados de rim na Suica no periodo entre 1999 e 2000, verificaram presenca
de células decoy na urina em 23 pacientes, com prevaléncia de 29,5%, em média 16
semanas pos-transplante (2 a 69 semanas). 4"

Alexander e colaboradores realizaram estudo retrospectivo com

criangas transplantadas em Toronto, acompanhadas ambulatorialmente entre
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outubro de 2003 e setembro de 2004. A prevaléncia de células decoy, em citologia
urinaria, vistas por microscopia eletronica foi de 19,2%. ¥

Drachemberg e colaboradores analisaram 349  pacientes
transplantados em acompanhamento ambulatorial ha no minimo 12 meses e
encontraram uma prevaléncia de 51,2% para positividade de células decoy na
urina.’®

Em um estudo de coorte envolvendo, 201 transplantados de rim na
Italia, foi verificada a prevaléncia de células Decoy, DNA urinario e viremia para BKV
de 33,3%, 57,7% e 7,0%, respectivamente. ("®

Recentemente, em um estudo iraniano com 362 transplantados de rim,
26,6% dos pacientes apresentaram citologia positiva para células decoy, sendo que
em 12,2% a positividade ocorreu no primeiro més de transplante. %

Em estudo comparativo entre citologia urinaria e PCR urinario para
poliomavirus verificou-se superioridade da avaliacdo do DNA nas amostras em
relacdo a microscopia. Em 100 espécimes de urina, amostra foi escassa para células
em 30%, com presenca de 8% de células definidamente decoy e 5% de provaveis

células decoy. PCR quantitativo foi positivo em 31% das amostras. (77)

1.7.3 Prevaléncia de viruria e viremia por BKV

Em estudo retrospectivo com 100 transplantados pediatricos de rim
realizando PCR urinario e sérico, viruria foi diagnosticado em 26% e viremia em 5%
dos pacientes. (38)

Em estudo prospectivo avaliando incidéncia de infec¢cdo, por
poliomavirus, foram randomizados 200 pacientes e acompanhados por 1 ano. Viruria
foi verificado em 70 pacientes (35%) e viremia em 11,5%. “°

No estudo prospectivo de Hirsch e colaboradores, entre 1999 e 2000,
foi verificado presenga de viremia em 10 de 78 pacientes (12,8%). O tempo médio

de diagndstico foi de 23 (4 a 73) semanas pds-transplante. “"
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1.7.4 Prevaléncia de nefropatia por BKV

A prevaléncia estimada de nefropatia associada ao BKV esta entre 1,1
e 8% nos receptores de rim.

Mengel e colaboradores descreveram uma prevaléncia de apenas
1,1% em pacientes transplantados de rim em estudo retrospectivo de
imunohistoquimica em 1276 bidpsias renais realizadas entre 1999 e 2001. ©¥
Matlotsz e colaboradores obtiveram a mesma prevaléncia em 89 transplantes entre
2001 e 2002 na Polénia. “®

Drachenberg e colaboradores verificaram incidéncia de nefropatia
associada ao BKV em 1,9% dos pacientes transplantados em estudo com bidpsia
realizada em 96% dos casos por perda aguda ou crénica de fungéo renal. (79 Neste
mesmo estudo, encontraram uma prevaléncia de 20% de decoy em pacientes
transplantados com funcéao renal estavel.

Trofe e colaboradores, em estudo unicéntrico retrospectivo com 504
transplantados renais e 106 transplantados de pancreas e rim biopsiados entre 1994
e 1999 verificaram prevaléncia total de 2,1% de nefropatia por BKV. A prevaléncia
entre transplantados de pancreas-rim foi de 7,5%, sendo significativamente maior
quando comparada com a prevaléncia entre os pacientes transplantados renais, de
1% (p=0,0015). "

Em 672 transplantados renais na Mayo Clinic entre 1996 e 2001 em
acompanhamento com bidpsia foram diagnosticados 18 casos de nefropatia por
BKV (2,7%). Destes, 8 eram pacientes acompanhados com biopsia protocolar e 10
biopsiados por aumento do nivel de creatinina. ¥

Em 100 transplantados pediatricos, PCR séricos e urinarios realizados
em amostras coletadas em diferentes momentos de transplante evidenciaram
prevaléncia de 5% de viremia e 26% de viruria. Dos pacientes com viremia positiva,
3 apresentaram bidpsia compativel com nefropatia por BKV. ©® Prevaléncia de 3%
coincide com a verificada por Nickeleit e colaboradores, em populacdo de
transplantados adultos. " Em transplantados pediatricos, um estudo de coorte
realizado por Smith e colaboradores, entre os anos de 1994 e 2002, encontrou
incidéncia de 5,7% em 105 pacientes. “0
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Prevaléncia de nefropatia por poliomavirus semelhante foi verificada
por Sener e colaboradores, Rahamimov e colaboradores e Kang e colaboradores
(3,7, 3,8 e 3,9%). No primeiro relato, foram diagnosticados 8 casos de nefropatia em
216 transplantados de rim, entres os anos de 2000 e 2003. No segundo, evidenciou-
se 4 casos entre 106 pacientes transplantados, no periodo de 1 ano, em bidpsias
renais e confirmados por PCR sérico ou urinario. No terceiro, 3 pacientes em 77
transplantes utilizando-se citologia, bidpsia com microscopia eletrbnica e
imunohistoquimica. ¢ 8 2

Ramos e colaboradores em analise retrospectiva encontraram
prevaléncia de 5,1% nos 67 pacientes com nefropatia por BKV em 1315 transplantes
de rim realizados entre 1997 e 2001. Semelhante resultado achado por Kim e
colaboradores, na Coréia, em estudo com 169 transplantados com prevaléncia de
5,3%.

Prevaléncias maiores de nefropatia associado ao virus BK foram
verificados por Namba e colaboradores no Japao, 6 casos em 87 transplantes
(6,9%), Baldanti e colaboradores, em coorte de 14 casos com 201 transplantados
renais (6,9%), Li e colaboradores do National Institute of Health, 6 casos em 91
transplantes (7%) e Maiza e colaboradores na Francga, 2 casos em 28 pacientes
biopsiados por elevacdo de 20% da creatinina (7,1%). (94 (78) (95 (%6)

Hirsch e colaboradores, por sua vez, estudaram, prospectivamente, 78
transplantados renais. Em analise de Kaplan-Meyer foi estimado que a prevaléncia

de nefropatia por BKV nestes pacientes foi de 8%. “V
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1.8 Tratamento

Redugdo da imunossupressao, permitindo ao sistema imune do
hospedeiro combater a infecgdo viral, é a estratégia mais frequentemente
empregada, com algum sucesso. ©® ¥ No entanto, reducdo da imunossupressao
implica em aumento de risco de desenvolvimento rejeicdo aguda concomitante.(""
(44)

Cidofovir, em uma dose 10-25% da dose usual (0,25-1mg/kg/dose)
cada 1 a 3 semanas, tem sido usado com resultados satisfatérios. Em relato de dois
casos de pacientes tratados inicialmente com reducdo da imunossupressao sem
sucesso, baixas doses de cidofovir foram responsaveis por reducédo da presencga de
DNA viral e estabilizacdo da funcdo renal, sem toxicidade. ) Em estudo ndo
randomizado com acompanhamento médio de 2 anos, 8 pacientes foram tratados
com cidofovir associado com diminuicdo da imunossupressao, nao apresentando
nenhuma perda de enxerto; 13 pacientes ndo receberam cidofovir, dos quais 9
apresentaram perda de enxerto com tempo médio de 8 meses (p=0,004). ©®

Tratamento com leflunomida, na dose diaria de 20-60mg, em pacientes
com nefropatia por BKV reduz significativamente a carga viral no sangue e na urina.
9 849 Nao houve diferenca no tratamento com leflunomida, apenas, e leflunomida
mais cidofovir em acompanhamento de 12 meses. Em acompanhamento de 6 a 40
meses, perda de enxerto ocorreu em 15%. Auséncia de toxicidade renal e menor
reducdo da imunossupressdo s&o vantagens em relagdo ao uso de cidofovir
isoladamente. &%)

Imunoglobulina humana (IVIG) tem sido usada para tratamento de
nefropatia por BKV com resultados iniciais satisfatérios. Relato de oito casos de
pacientes com nefropatia por BKV que receberam imunoglobulina humana revelou
88% destes com enxerto funcionante, porém, sem melhora da fungédo renal, em
acompanhamento médio de 15 meses. ¥

O uso de quinolonas pode estar associado com redugao da carga viral
na urina e no sangue. "2 Ciprofloxacina esteve associada com reducdo da
reativacdo de BKV apds transplante de medula éssea e, in vitro, comparada com
cidofovir, ciprofloxacina apresentou inibicdo de BKV de maneira relativamente mais

fraca, podendo, eventualmente, ter utilidade para profilaxia. "%



38

O tratamento farmacolégico da nefropatia por poliomavirus ainda
necessita da realizagao de estudos randomizados e prospectivos, comparativos para

melhor avaliacdo da eficacia das terapias existentes até o momento. (©7)(98)(%9)(#4)(83)

(100)

1.9 Evolucao e prognéstico

Estudos indicam um progndstico ruim, com perda de enxerto renal
variando de 10-80%. ©® ®® Analise de sobrevida de enxertos renais, através de
curva de Kaplan-Meier, demonstrou que pacientes com nefropatia por BKV tém uma
sobrevida de enxerto menor que pacientes controles apresentando disfungao renal,
sem evidencias de BKV (p=0,0004). Em estudo retrospectivo comparativo
evidenicou-se, ainda, sobrevida média de 47,8 meses e 88,7 meses,
respectivamente, para pacientes com e sem presenca de BKV. “¥

Na auséncia de intervencdo, perda de enxerto tem sido evidenciada
em aproximadamente 45% dos casos em uma média de 6 meses de diagnéstico. "
E, na auséncia de medicamentos antivirais, terapia com reducdo da
imunossupressao para nefropatia por BKV esta associado com sobrevida do enxerto

%2) 51) %) piagndstico precoce de

renal de 35 a 67% em 1 ano de diagnéstico.
replicagcao de poliomavirus permite intervengao precoce com diminuicdo da perda de
enxerto. (" ©8) (191 Entretando, conforme mencionado acima, a real eficacia destas
terapias, ainda devera ser estabelecida através de estudos adequadamente

desenhados.



39

1.10 Transplantes na PUCRS

O Hospital Sdo Lucas da PUCRS realiza transplantes renais desde 27
de abril de 1978 e, desde 17 de junho de 2002, realiza transplantes de péancreas. Em
13 de fevereiro de 2003 realizou o primeiro transplante de pancreas isolado do Rio
Grande do Sul.

Até o presente momento, foram realizados, no Hospital Sdo Lucas da
PUCRS, 760 transplantes renais, sendo 47 transplantes simultdneos de pancreas e
rim, e 18 transplantes de pancreas isolado. Destes, 563 foram com doadores
falecidos, 174 com doadores vivos relacionados e 23 doadores vivos nao-
relacionados. Em 40 casos de doacao renal com doador vivo, a retirada foi feita por
videolaparoscopia.

Em novembro de 2003 foi realizado o primeiro diagndstico de
nefropatia por BKV em um paciente de 27 anos transplantado de pancreas e rim ha
4 meses, que apresentava biopsia renal com importante infiltrado tubulo-intersticial e
destruicdo consideravel de parénquima renal, e a imunohistoquimica (realizada pela
Dra Marilda Mazzali, na UNICAMP) demonstrava grande quantidade de celularidade

positiva para poliomavirus (Figura 5).

Figura 5 — Imunohistoquimica positiva para poliomavirus, em bidspia
renal de paciente transplantado de péncreas e rim do HSL-PUCRS. Aumento de
100x. (Cedido pela Dra. Marilda Mazzali).
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1.11 Justificativa

A pesquisa de células decoy na urina € uma ferramenta clinica util,
principalmente como “screening”, de baixo custo e facil disponibilidade, sem
necessidade de equipamentos sofisticados. A importancia deste teste, como ja
descrito, recai sobre a possibilidade de avaliar-se um sinal de replicagdo do
poliomavirus no trato urinario, o que € um pré-requisito para doenga viral (nefropatia
por BK), de forma nao invasiva.

No Brasil, apenas um estudo unicéntrico com 80 pacientes
acompanhados prospectivamente avaliou a ocorréncia de infec¢ao por poliomavirus
em transplantados renais. Seus dados, no entanto, sdo limitados pelo numero de
pacientes. Devido ao aumento da ocorréncia desta patologia e a importancia do seu
diagndstico em pacientes transplantados renais, consideramos importante a sua

pesquisa em nosso meio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Principal

Avaliar a prevaléncia de células decoy na urina de pacientes
transplantados (transplante renal, pancreatico ou pancreas-rim) do Hospital Séo
Lucas da PUCRS.

2.2 Secundario

Correlacionar a presengca de células decoy na urina com variaveis
clinicas e laboratoriais em pacientes transplantados do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS.
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ELSEVIER

Prevalence of Urinary Decoy Cells and Associated Risk Factors
in a Brazilian Kidney, Pancreas, and Kidney-Pancreas
Transplant Population

L.V. Kroth, C.S. Henkin, L.D. Peres, M.C. Paganella, M. Mazzali, V.D. Duval, M.A. Traesel,
and D. Saitovitch

ABSTRACT

Background. Polyomavirus BK (BKV) is currently considered one of the most important
infectious diseases in kidney transplants recipients. The prevalence of decoy cells (viral
containing shed urothelial cells) in these patients varies between 20% and 60%. Of
decoy-positive patients, 1%—8% develop BKV nephropathy, a finding that may be
associated with graft failure in up to 80% of affected individuals.

Methods. Decoy cells cytology is an easily performed and inexpensive assay useful for
poliomavirus infection screening. Data on the prevalence of decoy cells in simultane-
ous pancreas—kidney or isolated pancreas recipients remains largely unreported. In the
present study, we evaluated 221 patients =18 years old with >1 month follow-up after
transplantation who had attended the outpatient clinic between September and
December 2006.

Results. The total prevalence of decoy cells was 16% (16.9% in kidney recipients,
5.9% in simultaneous kidney-pancreas recipients and 20% in pancreas alone recipi-
ents). There were no differences between patients with either positive or negative
urinary cytology for decoy cells, regarding demographic (gender, age, race) or clinical
(time posttransplantation, donor type [deceased vs living donation], and presence of
delayed graft function or rejection, other associated viral infections and type of

immunosuppressive drugs variables.

UMAN polyoma viruses (BKV) have been increas-
ingly recognized worldwide as a major cause of
kidney allograft dysfunction, BKV nephropathy (BKVN),
and potential graft loss.? In the setting of immunosuppres-
sion, viral reactivation and replication occurs, and this is
accompanied by the shedding of urothelial cells containing
inclusion bodies, also known as decoy cells.> Most studies
have demonstrated urinary decoy cells to be highly sensitive
(approaching 100%), although specificity varies among
different examiners, for the diagnosis of BKVN.*" Its
prevalence among kidney transplant recipients is usually
reported to be high (20%-60%).>” BKVN occurs in about
1%-8% and causes allograft failure in 10%-80% of trans-
plant recipients. In the kidney-pancreas and isolated pan-
creas recipient population, this subject has not been exten-
sively studied yet, and the prevalence of urinary decoy cells
has not been published, to the best of our knowledge. In the
present investigation, we evaluated the prevalence of BKV
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infection among renal transplant recipients (isolated or
conjugated with a pancreas) as well as isolated pancreas
recipients, based upon the presence of urinary decoy cells.
Also, a correlation between the presence of these cells and
clinical variables was attempted.
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URINARY DECOY CELLS

MATERIALS AND METHODS

This cross-sectional study included 231 adult recipients (>18 years
old) who were >1 month from kidney, pancreas, and kidney-
pancreas transplant recipients between September and December
2006 at the outpatient transplant unit of the Hospital Sao Lucas.
Their average age was 45 years old. Of these, 207 were kidney
recipients (89.6%), 19 were kidney-pancreas recipients (8.2%), and
5 were isolated pancreas recipients (2.2%). One hundred twenty
patients (50.2%) were male, 197 were Caucasian (85.3%), and 34
were of African descent (14.7%). Mean blood hemoglobin was 12.7
g/dL (SD 1.84) and the mean total blood lymphocyte count was
1770/pL (SD 860). A sample with 5 mL in volume of the first
voided morning urine was cytocentrifuged for 10 minutes at 800
rpm at room temperature. The slides were stained with the
Papanicolau method and examined by optical microscopy for the
detection of decoy cells. Decoy cells were characterized by increased
nuclear volume, basophilic nucleus, condensed chromatin and peri-
nuclear halo. Urine samples with at least 1 decoy cell were considered
positive. All statistical analyzes were made with 95% confidence
interval and 80% of power statistics. For the continuous variables,
mean and standard deviation were used. For the association analysis,
Fischer exact test and tendency linear test were used.

RESULTS

The prevalence of urinary decoy cells in the study popula-
tion was 16% (Table 1). Thirty-five kidney recipients
(16.9%), 1 kidney-pancreas recipient (5.3%), and 1 isolated
pancreas recipient (20%) tested positive. There were no
differences among these frequencies. Also, there was no
difference in the frequency of decoy positivity in the studied
population regarding age, gender, race, type of donor, time
after transplantation, renal function, or whether there was
medical history of delayed graft function, acute rejection,
bacterial infection, ureter stenosis, or malignancy and type
of immunossupression. Decoy cells prevalence was not
different among recipients whether they were positive for
hepatitis C or B serologies or whether there was a history of
cytomegalovirus disease.

DISCUSSION

Polyomavirus infection has been increasingly recognized as
a major cause of kidney allograft dysfunction.’ Because of
its relatively recent description in the transplantation set-
ting, reports on its prevalence are scarce. In Brazil, there is
only 1 report investigating BKV infection in kidney trans-
plant recipients,® which found an incidence of positive urine
cytology of 37.5%.

We found a decoy cells prevalence in kidney graft
recipients (16%) inferior of that described in literature
(20%—-60%).%" In contrast, the literature has found decoy
cells to occur more frequently in men, especially aged and
with longer posttransplantation period.**’ Immunosup-
pression has repeatedly been implicated in the pathogenesis
of BKVN and emphasis has been given to the combination
of tacrolimus and mycophenolate,” as well as to use of some
anti-lymphocytic agents.* Again, in this initial evaluation
of our transplant patients, these data have not been
confirmed.
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Table 1. Prevalence of Urinary Decoy Cells According to
Clinical and Laboratory Variables

Decoy Cells
Variables n (%) Prevalence % (CI) P Value

Gender

Male 116 (50.2) 16.4 (9.54-23.22) 1.0"

Female 115(49.8) 15.7 (8.91-22.39)
Age (yrs)

18-42 78(33.9) 18.0(9.24-26.66) 7

43-52 81(35.2) 13.6(5.96-21.20)

53-77 71(30.9) 15.5(6.87-24.12)
Race

Caucasian 197 (85.3) 15.7 (10.61-20.87) .8

African descent
Type of donor

34(14.7) 17.7 (4.15-31.15)

Living related 53(22.9) 15.1(5.13-25.06) 1.0
Cadaveric 169 (73.2) 16.6 (10.91-22.23)
Living unrelated 9(3.9) 11.1 (—14.51-36.73)

Type of transplant
Kidney 207 (89.6) 16.9 (11.76-22.06) 4
SPK 19(8.2) 5.3 (—5.79-16.32)
PTA 5(2.2) 20.0 (—35.53-75.53)

Delay graft function
No 158 (69.0) 13.9 (8.47-19.38) 2"
Yes 71(31.0) 21.1(11.40-30.86)

Time after transplant

rs)

=1 30(13.0) 13.3(0.42-26.24) 47
=1-=5 90(39.0) 14.4 (7.04-21.85)
=5 111(48.1) 18.0(10.76-25.28)

Kidney rejection
No 164 (71.0) 15.2 (9.68-20.80) 7
Yes 67 (29.0) 17.9 (8.49-27.33)

Ureter stenosis
No 215(93.1) 15.0(10.14-19.77) A
Yes 16 (6.9) 31.3 (5.74-56.76)

GFR (mL/min)
=50 112 (48.5) 19.6 (12.17-27.12) 2
=50 119(51.5) 12.6 (6.55-18.66)

Total 231 (100)

“Fischer Exact Test.
TTendency linear test.

In conclusion, a relatively low prevalence of urinary
decoy cells was described in a population of solid organ
recipients in Southern Brazil.
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4 DISCUSSAO

Com a supressao da imunidade celular, infeccbes oportunisticas
passam a desafiar o curso clinico pos-transplante. As infecgdes virais sdo exemplos
importantes, principalmente pela peculiaridade que envolve as dificuldades
diagndsticas e terapéuticas encontrados neste contexto clinico.

A infecgdo pelo poliomavirus representa, atualmente, uma das mais
importantes complicagées envolvendo pacientes transplantados. Com descoberta
recente, dados referentes a prevaléncia de BKV na urina, em varios locais do
mundo, ainda s&o escassos.

No Brasil, apenas um estudo, com numero limitado de pacientes,
avaliou a incidéncia de infecgdo por poliomavirus, através de citologia urinaria,
encontrando positividade em 37,5% dos pacientes. (" No presente estudo, a
prevaléncia de células decoy entre pacientes transplantados que consultou no
ambulatério de transplantes do Hospital Sdo Lucas da PUCRS foi de 16%, sendo
que em transplantados apenas de rim, foi de 16,9%. Esta prevaléncia é inferior a
verificada em outros estudos, onde varia de cerca de 20 a 60%. ¥ & @ ©®) E possivel
que os baixos indices encontrados se devam a ser um estudo transversal em uma
unica amostra de urina coletada com jato médio, em uma amostra de pacientes
estaveis ambulatoriais. A realizacdo de apenas uma coleta pode ter diminuido a
sensibilidade da citologia urinaria, tendo em vista ao fato de variabilidade da
presenca do virus na urina. A coleta de urina com jato médio comparada ao jato
inicial pode apresentar menor celularidade e dificultar avaliacdo da presenca do
virus.

No estudo, 18 pacientes da amostra inicial foram excluidos por
apresentar amostra considerada inadequada, pela auséncia de material celular ou
falha na preparagao, o que corresponde a 7,2%. Isto ndo representa uma limitagao
para analise dos dados, por representar uma perda baixa de pacientes e por ser
esperado, tendo em vista que a literatura demonstra estudos com até 30% de
amostras de urinas consideradas escassas. (" ©

Nenhum estudo relatou a avaliagdo de células decoy em pacientes
transplantados simultaneamente de péancreas e rim. Nossa analise revelou

prevaléncia de células decoy nesta populagcdo de 5,3%, porém a amostra de
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pacientes € pequena, ndo permitindo maiores conclusdes (1 caso em 19 pacientes).
Ha relato de estudo de ocorréncia de 28,6% de viruria em pacientes transplantados
de pancreas e rim. Esta amostra consistiu-se de pacientes submetidos a bidpsia
renal por disfungdo do enxerto renal. (")

A presenga de células decoy foi igualmente frequente em homens e
mulheres, independente do sexo e idade, tipo de doador ou tipo de transplante.
Estes achados sdo condizentes com varios estudos que analisaram estas variaveis

©) (10 (1) Diferentemente, os achados de Geramizadeh e

com presenca de viruria ®
colaboradores, sugerem prevaléncia de células decoy significativamente maior em
homens, idade mais avangada e associada com longo tempo de transplante. ©

0] tipo de imunossupressao, particularmente alguns
imunossupressores, esta associado com reativagdo viral e nefropatia por BKV.
(12) (13) (14) (15 (16) § yso de timoglobulina foi menos freqiiente em pacientes com
positividade para células decoy, ndo associando-se significativamente com a
presenca das mesmas, assim como evidenciado por Hirsch e colaboradores. Estes
autores, no entanto, observaram células decoy mais frequentemente em pacientes
que receberam medicacdes anti-linfociticas como tratamento de rejeicdo, 'V achado
também verificado no nosso estudo com uso de OKT3, porém sem significancia
estatistica, possivelmente devido ao pequeno numero da amostra. Isto sugere que
nao apenas a imunossupressao isoladamente seja fator de risco para ocorréncia de
infecgdo por virus BKV.

Estudos demonstram associagdo de tacrolimo com ocorréncia de
viruria e nefropatia por BKV. @ (¥ (% \icofenolato isoladamente ndo parece
aumentar a prevaléncia de nefropatia, '”) no entanto, associado com tacrolimo pode
aumentar o risco desta patologia em ate 8 vezes. '® Nzo encontramos dados
referentes a associagcdes de tacrolimo e micofenolato com a ocorréncia de células
decoy. Neste estudo, a prevaléncia de células decoy n&o esteve associada
significativamente com o uso de tacrolimo ou micofenolato. Ampliagcdo da amostra,
aléem de aplicagcdo de delineamento que ofereca maior poder estatistico, podem
auxiliar na confirmacéao destes achados em analises futuras.

Outras infecgbes virais, como citomegalovirus, hepatite C e B ndo se
associaram a presencga de células decoy na urina. As células decoy, no entanto,
foram mais frequentes em pacientes com hepatite B, demonstrando uma tendéncia a

uma associacdo entre estas variaveis, nao significativas provavelmente devido ao
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reduzido numero de casos de pacientes com esta infecgdo. A infecgédo por CMV,
diferente do encontrado no presente estudo, parece estar significativamente
associada a viremia por BKV conforme sugerem de Toyoda e colaboradores. ('®

A prevaléncia de células decoy entre os pacientes que apresentaram
estenose ureteral foi elevada (31,3%), porém n&o diferiu significativamente dos
demais transplantados. Acredita-se na associagado de estenose ureteral e infecgao
por BKV, em funcéo de relatos de casos com ocorréncia destes dois fatores. !9 2%
No entanto, outros estudos também com numero adequado de pacientes nao
encontraram associacdo positiva entre estas duas variaveis. ?" (22

Neste estudo, células decoy foram mais prevalentes em pacientes com
creatinina acima de 1,6mg/dL (18,1% versus 14,3%), porém sem significado
estatistico. Associacdo entre elevagcdo dos niveis de creatinina e presenca de
células decoy foi evidenciada por outro estudo. ©

Amplia-se, com este estudo, o espectro de avaliagao viral em pacientes
transplantados no Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Novos estudos sdo necessarios
para avaliagdo dos fatores de risco, implementacédo dos outros métodos diagnosticos
e para pesquisa da nefropatia relacionada ao virus, entre outros aspectos desta
infecgao.

Muitas perspectivas existem para futuras pesquisas na linha de
poliomavirus. Avaliacdo da técnica de PCR em tempo real urinario e sanguineo e
correlagdo com achados de citologia urinaria quantitativa, avaliagdo dos novos
pacientes transplantados com exames protocolares para verificar fatores de risco
associados a desfechos, permitindo, diagnéstico e tratamento precoce da nefropatia
por BKV, além de avaliagao retrospectiva de bidpsias com diagndstico de rejeicao
aguda empregando técnica de imunohistoquimica, para o diagndstico diferencial

com nefropatia por BKV, s&o algumas da idéias para o futuro proximo.
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5 ANEXO

5.1 Anexo 1 - Consideragoes sobre a dissertagao

O Programa de Pdés-graduagdo em Medicina e Ciéncias da Saude —
FAMED / PUCRS n&o exige um formato especifico para a apresentacdo da tese.
Assim, foram empregadas as recomendag¢des do modelo para apresentacdo de
trabalhos académicos, teses e dissertagdes elaborado pela Biblioteca Central Irmao
José Otéo, publicado no site da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do
Sul (http://www.pucrs.br/biblioteca/guia-trab.htm), sendo que as referéncias

bibliograficas seguiram as normas do estilo Vancouver e as citagbes indicadas no

texto seguiram o sistema de citagbes em sequéncia.



