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RESUMO

O virus BK (BKV), pertencente a familia Polyomaviridae, desenvolve uma infeccéo
renal subclinica persistente nos individuos imunocompetentes. Porém, em
individuos imunocomprometidos, especialmente os submetidos ao transplante renal
sob imunossupressao continua, a viremia pode chegar a 30- 40% dos pacientes,
ocasionando nefropatia e morbimortalidade associadas. A nefropatia associada ao
BKV (BKVN) é considerada uma das principais causas de perda do o6rgao
transplantado, tendo como agravante a falta de tratamento especifico. Objetivou-se
avaliar a predisposicao e o impacto clinico da replicacdo do BKV em transplantados
renais em acompanhamento poés- transplante em uma instituicdo referéncia em
Joinville, sul do Brasil. Dados demograficos, clinicos e laboratoriais, gerados
durante a rotina ambulatorial, foram coletados retrospectivamente. A viremia pelo
BKV foi investigada via Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real. Dos
553 participantes, 7,4% (n = 41) apresentavam replicagcdo do BKV. Destes, 16
(39%) perderam o enxerto renal, identificando-se a nefrite intersticial em 50% dos
casos. Dentre as varidveis avaliadas, somente o0 uso do imunossupressor
micofenolato de sodio apresentou associacdo como fator de risco a replicacdo do
BKV (OR 7,96; IC 95% 2,35-26,98). Quanto ao impacto clinico, observou-se que a
probabilidade de sobrevida do enxerto renal nos pacientes BKV positivos foi
significativamente menor (24,8% vs. 85,6% em 10 anos). Conclui-se que a definicao
dos fatores predisponentes continua sendo um desafio relevante a prevencédo e
controle da atividade do BKV nos transplantados renais, especialmente
considerando-se 0 desenvolvimento de BKVN e o forte impacto sobre a

manutenc¢ao do enxerto.

Palavras-chave: transplante renal, virus BK, nefropatia.



ABSTRACT

The BK virus (BKV), which belongs to the Polyomaridae family, develops a
persistent subclinical kidney infection in immunocompetent individuals. However, in
iImmunocompromised, particularly those ones under continuous immunosuppression
due to kidney transplant, the viraemia may reach up to 30- 40% of patients, causing
nephropathy and associated morbidity and mortality. The BKV-associated
nephropathy (BKVN) is considered one of the main causes of graft loss, which is
aggravated by the lack of specific treatment. This study aimed to evaluate the
predisposition and the clinical impact of BKV replication in kidney-transplanted
patients in post-transplant follow-up in a referral institution in Joinville, southern
Brazil. Demographic, clinical and laboratory data generated during outpatient routine
were collected retrospectively. The BKV viraemia was investigated by Real-Time
Polymerase Chain Reaction. From 553 participants, 7.4% (n = 41) showed BKV
replication. Of these, 16 (39%) lost kidney graft, while interstitial nephritis was
identified in 50% of cases. Among the evaluated variables, only the use of the
immunosuppressive drug sodium mycophenolate showed association as a risk
factor for BKV replication (OR 7,96; IC 95% 2,35-26,98). In relation to the clinical
impact, it was observed that the graft survival probability in BKV-positive patients
was significantly lower (24,8% vs. 85,6% 10 years) It was concluded that the
definition of predisposing factors remains a relevant challenge to the prevention and
control of the BKV activity in kidney-transplanted, especially considering the

development of BKVN and the strong impact over the graft maintenance.

Keywords: renal transplantation , BK virus, nephropathy
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1 INTRODUCAO

O transplante renal € considerado o melhor método de tratamento para
portadores de insuficiéncia renal cronica, pois possibilita ao paciente uma melhor
qualidade de vida. Além disso, o transplante € a alternativa mais custo- efetiva, uma
vez que permite a reintegracdo do paciente as atividades cotidianas e também
aumenta sua expectativa de vida (ACURCIO et al.,, 2013). Estimativas quanto a
sobrevida afirmam atingir 95,3% e 91,8% em relagédo ao paciente transplantado e ao
enxerto, respectivamente, ao final do primeiro ano poés-transplante (HARADA et al.,
2008).

Mesmo com o0s inumeros avancos cientificos e tecnoldgicos visando
prolongar a sobrevida do enxerto renal, a nefropatia cronica e a perda do enxerto a
longo e curto prazos tém sido atribuidas ao aparecimento de infec¢cées oportunistas,
especialmente pelo virus BK (BKV). A carga de imunossupressao utilizada no pés-
transplante é considerada o principal fator de risco para o surgimento da nefropatia
associada ao BKV (PINHEIRO et al., 2011).

Os imunossupressores, medicacfes que agem no sistema imunolégico do
paciente, essenciais para a reducao do processo de rejeicado do 6rgao transplantado,
agem de forma inespecifica, comprometendo a capacidade do sistema imune do
receptor em reagir ndo somente contra os aloantigenos (efeito desejado), mas
também contra uma série de outros antigenos, produzindo supressdo da vigilancia
imunologica (efeito indesejado) (BARROS et al., 2007). Dessa forma, o uso
prolongado de imunossupressores pode acarretar efeitos adversos relevantes aos
pacientes, como 0 aumento da incidéncia de infecgdes virais. A reativacdao do BKYV,
por exemplo, varia de 1 a 10%, levando a perda do enxerto renal em mais de 80%
dos casos (PINHEIRO et al., 2011).

A infeccdo pelo BKV, pertencente a familia Polyomaviridae, geralmente se da
na infancia e sua transmisséo ocorre por via respiratoria. Apos a infec¢ao primaria, o
virus permanece em periodo de laténcia, apresentando tropismo pelo trato urinario.
Esse periodo assintomatico € frequente na populacdo geral, que apresenta
soropositividade préoxima a 90%. Usualmente, a reativacdo dos poliomavirus
somente acontece em casos de doencas autoimunes e em transplantados de érgaos
sélidos, visto que esses pacientes apresentam condi¢cdes imunes alteradas (SILVA

et al., 2011).
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Em transplantados renais, a confirmacédo da replicacdo do BKV é cada vez
mais comum, manifestando-se clinicamente apenas por meio da alteracdo da fungéo
renal. Logo, a infeccéo ativa resulta em virlria e viremia, podendo levar a nefropatia
e a deteriorizacdo da funcdo do enxerto renal. Segundo Ramos et al. (2012), todos
0s pacientes diagnosticados com poliomavirus apresentam deterioracdo variavel da
funcdo do enxerto, manifestando-se por um aumento da creatinina sérica.

A nefropatia causada pelo BKV é a doenca viral mais comum que afeta o
parénquima do enxerto renal, apresentando grande morbimortalidade e possibilidade
de perda do enxerto. Bassil et al. (2014) apontam que a nefropatia pelo BKV resulta
em perda do enxerto ou disfuncdo permanente em 40% a 60% dos casos. Desta
forma, leva o paciente a necessidade de outra terapia renal substitutiva, além de
gastos vultuosos a saude publica e do aumento nas listas de espera de transplante
renal do pais (BASSIL et al., 2014).

A reativacdo do BKV ndo acontece em todo paciente portador do virus
exposto a imunossupressdo e os fatores predisponentes, além de ndo serem
inteiramente conhecidos, podem variar entre diferentes servicos. Medeiros et al.
(2008) ressaltam que os fatores de risco podem incluir idade avancada, sexo
masculino, infec¢do por citomegalovirus (CMV), Diabetes Mellitus (DM), auséncia do
alelo HLA-C7 e etnia caucasiana.

Dado o0 exposto, a pesquisa proposta justificou-se pela necessidade de se
tracar os fatores predisponentes a reativacdo do BKV em pacientes transplantados
renais em acompanhamento pos-transplante. Com a execuc¢do dessa pesquisa e
consecucao dos objetivos propostos, almejamos contribuir com a melhora do manejo
dos transplantados renais que apresentam replicacdo do BKV. Desta forma,

beneficiaremos ndo somente os pacientes, mas o sistema de saude como um todo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os fatores predisponentes a replicagdo do virus BK (BKV) e a
decorrente evolucao clinica em pacientes com insuficiéncia renal crénica submetidos

ao transplante renal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a prevaléncia de pacientes em acompanhamento ambulatorial no
periodo poés-transplante renal na Fundacdo Pré-Rim em Joinville/SC apresentando
replicacdo do BKV;

e Tracar os perfis demogréfico, clinico e laboratorial dos pacientes
submetidos ao transplante renal apresentando replicagéo do BKV;

e Investigar os fatores predisponentes a replicacdo do BKV no pos-
transplante renal;

e Avaliar o indice de perda do enxerto renal nos transplantados
apresentando replicacdo do BKV.

16



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1. DOENCA RENAL CRONICA

3.1.1 Conceito

De acordo com Roméo Junior (2004), a Doenca Renal Cronica (DRC) é
definida pela presenca de lesdo renal que leva a perda lenta e progressiva da
funcdo renal. E uma sindrome causada por diversas doencas que reduzem
progressivamente a filtracdo glomerular e causam lesdo e perda irreversivel da
funcdo dos rins (FERREIRA, 2012). A DRC é multicausal, tratavel, controlavel, mas

incuravel, progressiva e tem elevada morbidade e letalidade (BARROS et al., 2007).
As diretrizes da National Kidney Foundation (2002) definem a DRC comao:

» Lesdo renal por um periodo igual ou superior a trés meses, definida por
anormalidades estruturais ou funcionais do rim, com ou sem diminuicdo da
filtracAo glomerular, evidenciada por anormalidades patolégicas ou de
marcadores de lesdo renal, incluindo alteragbes sanguineas ou urindrias, ou
ainda exames de imagem);

> Taxa de filtracdo glomerular (TFG) inferior a 60 mL/min/1,73m? por um periodo

igual ou superior a trés meses, com ou sem lesédo renal.

3.1.2 Aspectos gerais

As principais causas da insuficiéncia renal crénica sdo: DM, glomerulonefrite
cronica, pielonefrite crénica, nefroesclerose hipertensiva, doenca renovascular, rins
policisticos, nefrolitiase, malformacbes congénitas e causas desconhecidas
(BARROS et al., 2007).

Os fatores de risco sdo inimeros e a DRC atinge um nimero cada vez maior
de individuos, em parte devido ao processo de envelhecimento da populacdo e ao
aumento de portadores de hipertensdo e DM, principais morbidades associadas ao

desenvolvimento da disfuncdo dos rins (SILVA et al., 2008). Para realizagcdo do
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diagnoéstico das doengas renais, a estimativa da TFG é a prova laboratorial mais
utilizada na avaliagdo da fungéo renal. Para tanto, o teste realizado com maior
frequéncia no laboratério clinico € a dosagem da creatinina sérica (PEREIRA et al.,
2006).

A DRC é dividida em seis estagios funcionais baseados no grau de funcao
renal do paciente, independentemente do diagndstico etiolégico (ROMAO JUNIOR,
2004):

a) funcéo renal normal sem lesdo renal — inclui as pessoas dos grupos de
risco para o desenvolvimento da doenga, mas que ainda néo desenvolveram a lesao
renal;

b) fase de lesdo com funcédo renal normal — fases iniciais de lesédo renal com
filtracdo glomerular preservada;

c) fase de insuficiéncia renal funcional ou leve — inicio da perda de funcao
dos rins. Os niveis de uréia e creatinina plasméaticos ainda sdo normais e ndo ha
sinais ou sintomas clinicos importantes de insuficiénciarenal,

d) fase de insuficiéncia renal laboratorial ou moderada — o paciente mantém-
se clinicamente bem. A avaliacdo laboratorial jA mostra niveis elevados de uréia e
creatinina plasmaéticos;

e) fase de insuficiéncia renal clinica ou severa — paciente com sinais e
sintomas de disfungéo renal. Apresenta sinais e sintomas acentuados de uremia
(anemia, hipertensao arterial, edema, fraqueza, mal estar, sintomas digestivos);

f) fase terminal de insuficiéncia renal crénica — os rins ja perderam o controle
do meio interno. O paciente € intensamente sintomatico. As suas opcoes
terapéuticas séo a dialise peritoneal ou hemodidlise e o transplante renal.

De acordo com as diretrizes do estadiamento da DRC propostas pelo KDOQI
e atualizada pelo National Collaborating Center for Chronic conditioni (2012) é
dividida em 5 estagios (INKER., et al 2014):

a) estagio 1: lesao renal com funcéo glomerular normal ou aumentada (TFG
> 90) e presenca de albuminuria elevada (> 30 mg/24 h);

b) estagio 2: lesdo renal com funcdo glomerular levemente diminuida (TFG
entre 60-89) e presenca de albuminuria elevada (> 30 mg/24 h);
C) estagio 3a: lesdo renal com funcdo glomerular moderadamente diminuida

(TFG entre 45-59) com presenca ou auséncia de albuminuria elevada (> 30 mg/24
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h);

d) estagio 3b: lesdo renal com funcao glomerular moderadamente diminuida
(TFG entre 30-44) com presenca ou auséncia de albuminuria elevada (> 30 mg/24
h);

€) estagio 4. lesdo renal com fungcdo glomerular severamente diminuida
(TFG entre 15-29) com presenca ou auséncia de albuminuria elevada (> 30 mg/24
h);

f) estagio 5: Insuficiéncia renal cronica estando ou ndo em terapia renal
substitutiva (TFG < 15) com presenca ou auséncia de albuminuria elevada (> 30
mg/24 h);

3.1.3 Impacto econémico e social

A Insuficiéncia Renal Cronica (IRC) em fase dialitica tem recebido atencdo
global como problema de saude publica. A prevaléncia de pacientes em tratamento
da doenca no Brasil aumentou 150% em uma década, tendo passado de 24 mil em
1994 para 60 mil em 2004 (SZUSTER et al., 2009). Estimativas mais recentes da
Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN, 2013) indicam que as taxas de pacientes
em hemodialise vém aumentando gradualmente ao longo dos anos, passando de
54.523 no ano 2003 para 100.397 em 2013, um aumento de 84,14%.

A taxa de prevaléncia de tratamento dialitico em 2012 foi de 503 pacientes
por milhdo da populacéo (pmp) (CAVALVANTE et al., 2013) e o0 nimero estimado de
pacientes que iniciaram tratamento em 2012 no Brasil foi de 34.366, correspondendo
a uma taxa de incidéncia de 177 pacientes pmp, (SESSO et al., 2014).

A DRC, considerada a grande epidemia deste milénio, tem prevaléncia
média de 11% nos paises desenvolvidos. Infelizmente, no Brasil ainda néo se dispde
de dados definitivos sobre a prevaléncia da DRC. Contudo, um estudo realizado em
amostra de 24.248 individuos adultos utilizando o critério de DRC baseado em duas
determinagdes da TFG inferior a 60 mL/min/1,73 m? e em um intervalo minimo de
trés meses, mostrou que 2,3% dos avaliados apresentavam TFG menor 45
mL/min/1,73 m?. Extrapolando para a populacdo adulta brasileira, significa dizer que
cerca de 3 milhdes de brasileiros apresentam 1/3 ou menos de funcéo renal residual
(BASTOS et al., 2014).
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O aumento do numero de pacientes com DRC reflete diretamente no
aumento de gastos com o tratamento. Siviero (2014) destaca que as modalidades de
Terapia Renal Substitutiva (TRS) séo classificadas na categoria de alta
complexidade do Sistema Unico de Saude (SUS), envolvendo alta tecnologia e alto

custo.

3.2 TERAPIA RENAL SUBSTITUTIVA

A medida que ocorre progressio da DRC, as consequéncias metabdlicas do
estado urémico comecam a manifestar-se, comprometendo praticamente todos os
sistemas do organismo: cardiovascular, gastrointestinal, hematopoiético, imune,
nervoso e enddcrino (BARROS et al., 2007). O curso da DRC se caracteriza pela
ocorréncia de varias complicacbes (anemia, alteracdes do célcio e fésforo, acidose
metabdlica, hipovitaminose D, entre outras) e comorbidades (doencas
cardiovasculares, dislipidemia, diabetes) (PIRMOHAMED, 2010).

Evidenciando os agravos progressivos da DRC, a indicagcdo para o inicio do
tratamento em uma das modalidades de Terapia Renal Substitutiva (TRS), como
Hemodialise, Dialise Peritoneal ou Transplante Renal, acaba se tornando obrigatoria.
A decisdo sobre qual modalidade escolher leva em consideracdo o desejo e a
situacao clinica em que o paciente se encontra. (BARROS et al; 2007).

A maioria dos pacientes com DRC é submetida a terapia renal substitutiva por
meio de hemodialise. No Brasil, 89,6% dos pacientes dialiticos fazem tratamento por
meio dessa modalidade terapéutica (NEVES JUNIOR et al., 2011). Em julho de
2012, segundo Sesso et al. (2014), 91,6% dos pacientes em dialise crbnica faziam
tratamento por hemodialise e 8,4% por dialise peritoneal, sendo que, desta, a dialise
peritoneal automatizada era a modalidade predominante.

A hemodialise consiste em um tratamento semanal, trés dias na semana, com
duracéo de quatro horas, no qual o paciente é instalado em uma maquina de dialise
através de um acesso vascular (cateter ou fistula arteriovenosa). Dessa forma,
ocorre a filtracdo do sangue pelo método de depuracdo extracorpérea por meio de
um filtro especial que utiliza uma membrana semipermeavel artificial (BARROS et al.,
2007).

Outro método de terapia, porém nao muito utilizado, é a dialise peritoneal, na
20



qual o paciente realiza seu tratamento em casa, diariamente, no periodo da noite,
com aproximadamente dez horas de duracdo. Inicialmente, o paciente recebe o
implante de um cateter peritoneal na regidao do abdémen e a filtracdo ocorre atraves
da infusdo da solucéo de dialise na cavidade peritoneal, que age como membrana
semipermeavel para depuragdo de toxinas urémicas e drenagem de liquidos
(BARROS et al., 2007).

De acordo com dados da Associacdo Brasileira de Transplante de Orgdos
(ABTO), em 2012 ocorreram 5.385 transplantes renais no Brasil, sendo 1.488

doadores vivos e 3.897 falecidos.

3.2.1 Transplante renal

O transplante renal consiste na cirurgia de implante de um rim de doador vivo
ou falecido geralmente na fossa iliaca (direita ou esquerda), através de uma incisao
extraperitoneal, sendo a reconstrucao do trato urinario realizada com o implante do
ureter do enxerto na bexiga, chamada de ureteroneocistostomia, e as anastomoses
arterial e venosa séo realizadas na artéria e veia iliacas externas, respectivamente
(GARCIA et al.,, 2013). Para que a cirurgia de transplante renal aconte¢a s&o
necessarias avaliagdes clinica, cirdrgica e psicossocial do paciente, além da
realizacdo de exames e verificacdo da compatibilidade com o possivel doador em
relagdo aos antigenos leucocitarios humanos (HLA) (CUNHA et al., 2007).

Os transplantes renais sao realizados com doadores vivos ou cadaveres,
obedecendo a legislacdo especifica brasileira para a regulamentacdo da
disponibilizacdo de érgdos para transplantes, qualquer que seja o tipo de doador
(MANFRO et al., 2003). Para o transplante com doador falecido acontecer, o
paciente deve ser inserido na Central Nacional de Captacdo e Distribuicdo de
Orgéos (CNCDO), dessa forma concorrendo ao transplante segundo lista de espera
do seu estado. Atualmente, o Brasil possui 0 maior sistema publico de transplantes
do mundo, subsidiando 95% desse tratamento, incluindo procedimento cirdrgico,
medicacdo e acompanhamento necessarios ao pos-transplante (MEDINA-PESTANA
et al., 2004).

Para o transplante com doador vivo, 0 paciente necessita de doador
compativel, de preferéncia de parentesco consanguineo até quarto grau. As
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vantagens de se dispor de um doador vivo sdo relacionadas a melhor sobrevida do
paciente e do enxerto. Estudos mostram que as taxas de sobrevida do enxerto apos
um ano com doadores de primeiro grau sdo de 5 a 7% maiores que em doadores
cadaveres (GARCIA et al., 2013).

O Brasil possui uma das maiores lista de espera para transplantes renais do
mundo, com aumento crescente do tempo de espera (MACHADO et al.,, 2012),
chegando ha 34.000 pacientes na lista de espera (MEDIANA-PESTANA et al.,
2004). Aproximadamente 150 centros transplantadores realizam em torno de 3.000
transplantes de rim por ano no pais, numero ainda insuficiente, atendendo apenas
cerca de 10% dos individuos com IRC, em lista de espera (GARCIA et al., 2013). No
atual contexto, constata-se que a oferta de 0rgdos € insuficiente para suprir a
demanda de milhares de pacientes que aguardam na fila por um transplante de rim
(MACHADO et al., 2012).

O transplante é a alternativa mais custo-efetiva para a DRC, uma vez que
permite a reintegracdo do paciente as atividades cotidianas e melhora tanto a
expectativa quanto a qualidade de vida (ACURCIO et al., 2013). Segundo o Registro
Brasileiro de Transplantes de 2011 da ABTO, a sobrevida de um ano do paciente
transplantado com doador vivo € de 97% e com doador falecido de 91% (ABTO,
2011). Além disso, Cherchiglia (2010) afirma que o transplante renal apresenta

menores custos financeiros para o sistema de saude em relacdo as demais TRS.

3.2.1.1 Imunossupressao

O sucesso do transplante renal depende da qualidade do cuidado ministrado
ao paciente e da busca continua de melhores praticas de cuidados de prevencdo,
principalmente quanto as infec¢des e aos sinais e sintomas de rejeicdo (CORREA,
2013). As medicacdes imunossupressoras, utilizadas para o tratamento pos-
transplante, sdo essenciais para a manutencdo do 6rgao transplantado. O objetivo
do uso dessas medicagfes esta em impedir a rejeicdo do aloenxerto (GARCIA et al.,
2013).

De acordo com Garcia et al. (2012), nos anos de desenvolvimento da
imunossupressao, entre 1965 e 1980, a sobrevida do enxerto aumentou de menos

de 50% em um ano, para, pelo menos, 60% apds o primeiro transplante renal de um
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doador cadaveérico, com base na imunossupressdo com azatioprina e prednisona. A
introdugdo da ciclosporina, na metade dos anos 1980, foi um grande avanco,
levando a taxas de sobrevida acima de 90% e 80%, para o0 paciente e enxerto,
respectivamente.

Nos ultimos 20 anos, a melhor compreensdo dos beneficios das drogas
imunossupressivas combinadas, bem como a quimioprofilaxia de infeccOes
oportunistas, contribuiram para uma melhora progressiva nos resultados clinicos.
Receptores de transplantes renais de doadores cadavéricos e aqueles de doadores
vivos dispdem, na atualidade, de estimativa de sobrevida de um ano, do paciente e
do transplante, de aproximadamente 95% e 90%, respectivamente (GARCIA et al.,
2012).

Esses bons resultados relacionados a rejeicdo, entretanto, ndo ocorrem sem
que haja efeitos colaterais danosos aos pacientes. Além das toxicidades associadas,
essas drogas e agentes biologicos agem de forma inespecifica, comprometendo a
capacidade do sistema imune do receptor em reagir ndo somente contra 0S
aloantigenos (efeito desejado), mas também contra uma série de outros antigenos
estranhos, produzindo supressao da vigilancia imunoldgica (efeito indesejado)
(BARROS et al., 2007).

A imunossupressao e sua modulagcdo apresentam relacdo direta com a
incidéncia e a severidade dos eventos infecciosos, sendo maior durante as fases
iniciais do transplante, quando o risco de rejeicio €é também maior.
Aproximadamente 80% de todos os receptores de transplante renal apresentam
alguma complicacéo infecciosa durante o primeiro ano de acompanhamento apds o
transplante, o que tem relacdo direta com 0 esquema de imunossupressao
empregado (SOUSA et al., 2010).

As complicagdes na fase tardia também podem afetar consideravelmente os
pacientes transplantados. Dentre elas, destacam-se hipertensdo arterial,
dislipidemia, catarata, distirbio de crescimento e obesidade. Outras complicacdes
podem surgir com menor frequéncia como DM, poliglobulia, trombose venosa
profunda, depressdo medular e hiperparatireodismo (GARCIA et al., 2013).

De acordo com a ABTO (2012), as principais causas de perda do enxerto
entre receptores de rim sdo de origem imunoldgica (48%), 0 que esta associado

bY

diretamente a rejeicdo aguda no pés-transplante, sendo as infec¢bes virais a
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principal causa de oObitos (50%).

Em um estudo de Sousa et al. (2010), sobre as complica¢gdes infecciosas no
primeiro ap0s o transplante renal realizado em S&o Paulo, 0s pacientes
apresentaram 1.882 episodios infecciosos segundo a seguinte distribuicdo: 588
(31,3%) infeccbes do trato urinario, 225 (12%) infec¢cdes por citomegalovirus, 194
(10,3%) infecgbes da incisdo cirdrgica, 172 (9,1%) infec¢des herpéticas, 99 (5,2%)
infec¢cdes pulmonares, 81 (4,3%) infeccBes da corrente sanguinea e 523 (27,8%)

infeccbes em outras localiza¢cdes anatémicas.

3.3 POLIOMAVIRUS

3.3.1 Aspectos gerais

Os poliomavirus pertencem a familia Polyomaviridae, constituida por 16
espécies virais e oito espécies infectam diferentes mamiferos, a familia inclui trés
membros: virus JC (JCV); Simian Virus 40 (SV40) e BKV (RANZI, 2012). S&o virus
com estrutura molecular muito semelhante, medindo aproximadamente 40 nm de
diametro e possuem genoma circular de 5,1 kb composto de DNA de fita dupla
(PASQUALOTO et al., 2004).

Os poliomavirus BKV e JCV foram coincidentemente isolados em 1971: BKV
em urina de um paciente transplantado renal, cujas iniciais do nome eram B e K, e
JCV do tecido cerebral de um paciente com linfoma de Hodking. Porém, somente em
1995 foi descrito o primeiro caso de nefrite associada aos poliomavirus (SILVA et al.,
2013).

A infeccdo priméria pelo BKV geralmente acontece na infancia, variando
desde casos assintomaticos até sintomas sugestivos de um simples resfriado. A
transmissao ocorre principalmente por via oral, sendo também possivel adquirir por
transfusdes sanguineas, transplantes ou mesmo por via transplacentaria. Apos a
infecc@o priméria, em individuos imunocompetentes, o virus entra em um periodo de
laténcia, dispondo tropismo pelo trato urinario (PADOVA, 2004).

A prevaléncia da infeccdo pelo BKV é alta e aproximadamente 90% da
populacdo adulta é soropositiva. Na maioria dos individuos imunocompetentes néo
ocasiona consequéncias patologicas, porém em individuos imunocomprometidos
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causa doenca priméria, com a reativacdo de um estado subclinico persistente para
uma infeccdo litica, resultando em virdria e viremia, potencialmente podendo

conduzir a doencga severa ou fatal (JIANG et al., 2009).

7

Quando o virus latente é reativado ocorre uma infeccdo ascendente de
célula-célula e sem um controle apropriado a infeccéo litica prossegue, ou seja, cada
acontecimento subsequente resulta na lise da célula hospedeira para a liberacdo do
produto infeccioso, caracterizando o efeito citopatica da replicacdo do BKV. Nesse
momento surgem as inclusdes virais nucleares e perinucleares nas células dos
tubulos. A lise destas células infectadas resulta em infiltracdo viral no limen dos
tubulos e na urina. A subsequente necrose das células tubulares e a desnudacéo da
membrana basal e a destruicdo da parede dos capilares tubulares resulta em uma
disseminacgéo vascular do virus (BOHL et al., 2007).

Todos os pacientes transplantados renais diagnosticados com viremia pelo
poliomavirus apresentam deterioracao variavel da funcéo do enxerto, manifestando-
se por um aumento da creatinina sérica (RAMOS et al., 2012).

Medeiros et al. (2008) ressaltam que os fatores de risco para a reativagao do
BKV podem incluir aspectos do doador, receptor, do enxerto renal e o tipo de
imunossupressao utilizada. S&o mencionados como fatores de risco inerentes ao
doador: infeccdo por CMV, auséncia do alelo HLA-C7 e doador falecido. Os fatores
associados com o receptor incluem: idade avancada, sexo masculino, infeccéo por
CMV, DM, BKV soronegativo, auséncia de HLA-C7 e etnia caucasiana. Em relagéo
aos fatores relacionados ao enxerto tem-se o tempo de isquemia fria e a funcéo
tardia do proprio enxerto.

As atuais estratégias de triagem do BKV baseiam-se em dois principios
basicos de investigacdo: 1) viraria seguida de viremia; 2) apenas viremia. Apesar de
suas variacdes metodologicas, as duas estratégias mostraram-se igualmente
eficazes na deteccdo de infeccdo por BKV, permitindo intervengdo em tempo hébil
(Bohl et al., 2007). O inicio de cada evento é variavel: viriria geralmente é relatada a
partir de 5 semanas apo0s o transplante, seguida de viremia apos outras 4-5
semanas, que por sua vez precede a BKVN em 8-12 semanas (Varella et al., 2015).

Em geral, os métodos baseados em viriria desempenham um papel de peso
na triagem para BKVN (alto valor preditivo negativo (VPN)), apesar de seu fraco

desempenho na indicacdo de doenca renal ou doencas do trato urinario (baixo valor
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preditivo positivo (VPP)), uma vez que menos da metade dos pacientes com virlria
evolui para o estégio de viremia (Drachenberg et al., 2006).

Trés métodos estdo disponiveis para a triagem de virdria por BKV:
citopatologia de urina (“células Decoy”), deteccado/quantificacdo de DNA viral e
Haufen urinario por microscopia eletrénica (Hirsch et al., 2013).

A citologia urindria visa detectar a presenca de células Decoy, que séo
células epiteliais urinarias com corpos de incluséo viral intranuclear. Essas células
podem ser vistas em microscopio Otico quando a urina esta corada pelo método de
Papanicolau (SILVA et al., 2013). Além disso, o VPN das células Decoy aproxima-se
de 100%. Por outro lado, o VPP da investigacédo da presenca de células Decoy para
prever BKVN varia entre apenas 25% e 30%. Os resultados de citologia sdo mais
suscetiveis a atrasos no processamento e envio das amostras, além de exigirem a
presenca de um citologista qualificado, o que resulta em um método com alto custo-
beneficio (Hirsch et al., 2013).

Com custo elevado, os métodos empregando microscopia eletrdnica séo
baseados na deteccdo de particulas virais ou “Haufen,” definidas como agregados
intimamente agrupados, com um minimo de seis poliomavirus e arquitetura
tridimensional caracteristica. Os VPP e VPN de Haufen para BKVN sdo muito
elevados, chegando a > 90%, podendo servir de meio ndo invasivo para diagnosticar
BKVN pela urina (Singh et al., 2009).

A viremia ou virUria, por sua vez, € verificada por meio da quantificacdo do
DNA do BKV por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os testes baseados em
PCR para deteccgéo/quantificagdo de DNA viral na urina ou sangue figuram entre 0os
métodos de escolha nas atuais diretrizes. A vantagem é o alto VPN para BKVN. No
entanto, fatores como o baixo VPP para BKVN, o custo da Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (QPCR), a falta de padronizacao e a flutuagao natural
das cargas de BKV na urina podem representar desvantagens consideraveis (Hirsch
et al., 2013). A PCR baseia-se na utilizacdo de oligonucleotideos complementares a
determinadas regibes do DNA usados para amplificar parte do genoma do
poliomavirus (SILVA et al., 2013). Através deste exame laboratorial é possivel
estimar a carga viral de cada paciente, titulos maiores que 10 coépias / mL sao
considerados positivos para viremia do BKV.

A viremia costuma ser demostrada por PCR em todos 0s pacientes com
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diagnostico de nefropatia por BKV. Verifica-se presenca consistente do BKV por
PCR nas amostras sanguineas a altura do diagnostico de nefropatia e a presenca de
viremia pode predizer o desenvolvimento desta (HIRSCH et al., 2002).

A viremia pelo BKV, portanto, é universalmente considerada como o
parametro mais importante para prever BKVN, atingindo um VPP = 90% e uma
sensibilidade de 93% em cargas persistentemente elevadas de DNA de BKV (> 104
copias /ml) (Hirsch et al., 2013), tornando-se o método de escolha em muitos centros
de diagnéstico, além de ser recomendado pelo “Kidney Disease: Improving Global
Outcomes” (KDIGO, 2009).

Considerada o padrédo ouro para o diagnostico do BKV, apesar de constituir
um procedimento invasivo, a bidpsia renal pode detectar mudancas citopaticas como
resultado de injaria ou de lise das células epiteliais tubulares renais causada pela
replicacdo viral. A expressdo genética do virus também pode ser investigada por
meio de técnicas histopatologicas e imunohistoquimicas (JIANG et al., 2009). Porém,
Drachenberg (2001) ressalta que biépsias seriadas em doentes individuais indicam
gue os estagios precoces da nefropatia por BKV caracterizam-se por lesdes focais,
confinadas essencialmente a medula e sem infiltrados inflamatérios, que poderdo

ndo ser identificados nas bidpsias.

3.3.2 Imunossupresséo e infec¢ao pelo BKV

O impacto do BKYV esta claramente associado a introducédo de novas e mais
potentes drogas imunossupressoras, usadas com Sucesso para a prevencao e
tratamento de rejeicdo aguda de transplantes (JIANG et al., 2009). Ramos et al
(2012) afirmam que o desaparecimento do poliomavirus ndo foi confirmado em
nenhum paciente no qual a imunossupressdao nao foi reduzida. Portanto, uma
supressdo imunolégica inadequada pode resultar em rejeicdo, enquanto uma
supressdo excessiva pode resultar em nefropatia. Ambos as condicbes podem
resultar em disfuncdo do enxerto, em nefrite tubulointersticial ou fibrose (BOHL et al.,
2007).

A terapéutica da nefrite por BKV assenta-se na reducdo da
imunossupressdo. Embora permita a diminuicdo da carga viral, pode aumentar o

risco de rejeicdo aguda do enxerto (ALMEIDA et al., 2006).
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De acordo com Montagner et al. (2007), o imunossupressor tacrolimus € um
potente inibidor da calcineurina, utilizado como profilaxia a rejeicdo aguda grave,
porém tem sido fortemente associado ao desenvolvimento de nefropatia por
poliomavirus, figurando no esquema imunossupressor de até 70% dos casos. E
reconhecido que a incidéncia de nefropatia pelo BKV € significativamente maior em
pacientes que receberam tacrolimus do que naqueles recebendo ciclosporina
(BASSIL et al., 2014).

A dupla imunossupresséo a base de tacrolimus e micofenolato de sodio tem
sido considerada o fator de risco mais importante para a infecgdo pelo BKV. No
entanto, esta tem sido relatada com qualquer esquema triplice de drogas e, talvez, a
carga total de drogas imunossupressoras seja o fator de risco mais importante
(BASSIL et al., 2014).

Estudos apontam para uma menor incidéncia de nefropatia por BKV, assim
como uma melhor evolucdo da doenca, com a conversdo para uso de Sirolimo
(SRL), atingindo uma reducao de cerca de 50% da carga viral apés a modificacao,
associada a melhoria e/ou estabilizacédo da funcdo renal, ndo tendo sido observados
episédios de rejeicdo aguda (ALMEIDA et al., 2006).

O mais importante passo para o controle do BKV parece ser a reducéo de
terapia de imunossupressdo. Alguns estudos defendem que receptores de
transplante renal devem ser rastreados e aqueles que apresentarem risco de
desenvolver a replicacdo do BKV, definidos por niveis elevados de viremia devem ter

a imunossupressao reduzida preventivamente (SILVA et al., 2013).

3.3.3 Perda do enxerto renal por reativacdo do BKV

Em um estudo com 609 submetidos a transplante de rim, nos anos de 2007-
2011, 130 pacientes (21,7%) desenvolveram viremia para o BKV durante o primeiro
ano apos o transplante e a funcdo do enxerto em um ano foi significativamente pior
na alta viremia persistente, chegando a incidéncia de 50% de nefropatia associada
ao BKV na alta viremia e 34% na alta viremia persistente (ELFADAWY et al., 2014).
Em outro estudo realizado por Ramos et al. (2012) com 67 pacientes diagnosticados
com BKV, a percentagem global de perda de enxerto foi considerada pequena -

16,4% - quando comparada a outros relatos que indicaram até 80%. E provavel,
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contudo, que a perda do enxerto nos pacientes observados se tornaria mais
importante com um acompanhamento mais longo. (RAMOS et al., 2012).

A prevaléncia de nefropatia associada ao BKV atinge 2-8% dos
transplantados renais (HIRSCH et al., 2002). Dados de Hirsch et al. (2006) reforcam
gue a nefropatia afeta cerca de 8% dos transplantados renais, provocando a rejeigéao
do rim em 10-80%. De acordo com Bassil et al. (2014), a nefropatia pelo BKV se
manifesta como um aumento gradual e assintomatico nos niveis de creatinina sérica
e resulta em perda do enxerto ou disfuncédo permanente em 40% a 60% dos casos.

Para impedir a evolugdo do BKV algumas tentativas de tratamento foram
apresentadas, para ALMEIDA et al. (2006), a associacdo de terapéutica com
Cidofovir e gamaglobulina e & reducdo da imunossupressao podera ser um esquema
promissor no tratamento desta infeccdo, contrariando a perda inexoravel do enxerto
renal.

Segundo BURGOS et al. (2010), em relacao a terapia antiviral com cidofovir,
leflunomida, quinolonas e imunoglobulina 1V, todas tém sido usadas empiricamente
dificultando a mensuracédo da sua eficacia mesmo porque foram administradas em
combinag¢do com a reducdo dos imunossupressores. Esses relatos seguem também
com falta de estudos prospectivos randomizados controlados para evidenciar a
eficacia desses resultados.

Em vista disso apds o diagnostico da nefropatia pelo BKV, cerca de metade
dos pacientes evoluem para perda progressiva da funcdo do enxerto renal em dois

anos, com necessidade de retorno a terapia renal substitutiva (HIRSCH et al., 2005).

29



4. METODOLOGIA

41 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo, quantitativo, retrospectivo e nao
intervencionista baseado na coleta, analise e correlacdo de dados clinicos e
laboratoriais gerados durante a rotina ambulatorial pregressa de pacientes

submetidos ao transplante renal.

4.2  POPULACAO ALVO E CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Pacientes em acompanhamento pés-transplante no ambulatorio de

transplante renal da Fundacgéo Pré-Rim, localizado na cidade de Joinville/SC.

4.2.1 Critérios de incluséao

Foram incluidos no estudo todos os pacientes transplantados renais que
realizaram exame laboratorial para verificacdo da carga viral do BKV entre outubro
de 2013 a outubro de 2014, sem restricdo de sexo, idade, doenca de base, grupo
sanguineo, contagem de Painel de Reatividade de Anticorpos (PRA), tipo de
transplante renal (doador vivo ou doador falecido) e esquema de imunossupressao
utilizada.

4.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os individuos que, embora tenham realizado a
investigacdo da reativagcdo do BKV, apresentem dados clinicos e/ou laboratoriais
incompletos nos periodos pré e pos-transplante, impedindo a consecucdo dos
objetivos propostos, assim como aqueles que tenham abandonado o seguimento

ambulatorial ou seguem em acompanhamento pos-transplante em outra instituicao.
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4.3 VARIAVEIS DO ESTUDO

4.3.1 Carga viral do BKV

A carga viral do BKV foi determinada durante a rotina pregressa de
acompanhamento ambulatorial pds-transplante, conforme a rotina do servico na
Fundacdo Pré-Rim, por meio da coleta (puncdo venosa) de 5 mL de sangue
periférico em frasco contendo &acido etilenodiaminotetracético (EDTA) como
anticoagulante. Os resultados encontram-se disponiveis na propria fundacao e foram
obtidos por meio de consulta autorizada ao prontuério eletrénico, conforme rotina
padronizada do ambulatorio.

A carga viral é estabelecida empregando-se a técnica qPCR. Essa reacéo
combina a PCR convencional com um mecanismo de deteccdo e quantificagdo por
fluorescéncia, o que permite que as etapas de amplificacdo, deteccdo e
guantificacdo de DNA alvo sejam realizadas conjuntamente, agilizando a obtencéo
de resultados, diminuindo o risco de contaminacdo das amostras e fornecendo maior
precisdo ao resultado. O DNA viral foi extraido com emprego do kit Biopur Mini Spin
Plus 250 (Biometrix, Curitiba, Brasil) e a viremia pelo BKV foi investigada com
utilizacado do kit BKV Q-PCR Alert (Nanogen Advanced Diagnostics, Torino, Italia),

dispondo limite inferior de deteccéo igual a 10 genomas equivalentes/mL.

4.3.2 Dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais.

Os dados necessarios foram obtidos por meio de consulta aos prontuarios
médicos, localizados no ambulatério de pés-transplante renal da Fundacédo Pro-Rim.
As informacdes contidas nos prontuarios somente foram acessadas apos obtencéo
da anuéncia do responsavel pela instituicdo.

Para facilitar a elaboracéo do banco de dados e a andlise das informacgdes
extraidas, as variaveis do estudo foram divididas em:

» Dados epidemioldgicos: sexo e idade;
» Dados clinicos: doenca de base, esquema de imunossupressao, tipo

de doador - vivo ou falecido - e nimero de transfusoes;
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» Dados laboratoriais: contagem do Painel de Reatividade de Anticorpos
- PRA, tipo sanguineo, creatinina sérica na alta hospitalar e funcéo
renal pos-transplante.

As informacgdes coletadas foram inseridas em banco de dados construido
especificamente para os fins da pesquisa utilizando-se o programa Microsoft Excel
2010. Erros de consisténcia e de omissdo cometidos durante a digitacdo foram
detectados via conferéncia subsequente. Os dados captados e todas as informacoes
compiladas em arquivo digital foram utilizados exclusivamente para a elaboracao de
producéo cientifica e mantidos em sigilo por cinco anos apds o término da pesquisa.

4.4  ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos foram desenvolvidos empregando-se o software SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) versdo 17.0. As diferencas entre
propor¢cdes observadas nas analises da tabela 1 foram testadas quanto a
significancia por meio do teste qui-quadrado com corre¢céo de Yates, teste exato de
Fisher ou Teste T, quando apropriados. Os valores de P iguais ou inferiores a 0,05
foram considerados significativos, considerando-se um intervalo de confianca de
95%. A andlise multivariada de preditores de risco da tabela 2 foi realizada com
regressao logistica binominal, com um intervalo de confianca de 95%. As analises
descritivas da tabela 3 foram realizadas sem a utilizacdo de teste estatistico. A
andlise de sobrevida contida na figura 1 foi realizada conforme curva de Kaplan-
Meier e a comparacdo das curvas foi realizada conforme o teste de Log-rank

ponderado.

45 ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade da Regidao de Joinville (UNIVILLE), conforme
diretrizes estabelecidas na Resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude
(CNS) e complementares (Parecer 830.565).

Nenhum procedimento realizado exclusivamente para os fins da pesquisa

trouxe qualquer impacto aos pacientes no periodo de conducdo do estudo, néo
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influenciando a conduta clinica. Nao sao previstos beneficios diretos aos

pacientes incluidos na pesquisa.

O banco de dados necessario a pesquisa, contendo informacdes como
sexo, idade, procedéncia, diagnostico inicial, grupo sanguineo, tipo de terapia renal
substitutiva utilizada anteriormente ao transplante, tempo de didlise até o
transplante, contagem de PRA, tipo de transplante renal (doador vivo ou doador
falecido), inducdo, esquema de imunossupressao utilizada e carga viral do BKYV,
entre outros, foi criado e utilizado exclusivamente para a elaboracdo da producéo
cientifica e permanecera sob responsabilidade dos pesquisadores nas instituicdes
proponente (UNIVILLE) e coparticipante (Fundacdo Pro-Rim) por cinco anos apés a
conclusao da pesquisa, em locais de acesso controlado. Ao término deste periodo,
todos os registros eletrbnicos e impressos serdo apropriadamente destruidos,
garantindo-se a continuidade do anonimato dos pacientes associados aos dados
analisadas no presente estudo.

Toda publicacéo ou divulgacédo associada a pesquisa foram realizadas sem
a identificacdo dos pacientes. A identidade de cada individuo foi mantida em
absoluto sigilo, pois o0s pesquisadores apenas fardo uso, apds autorizacdo expressa,
de dados estatisticos anonimizados mantidos pelo setor de transplante renal da
Fundacao Pro- Rim.

Considerando 0 exposto acima e 0 compromisso com a nao utilizacéo de
dados que possam identificar os pacientes cujos dados laboratoriais, clinicos e
epidemioldgicos foram analisados, foi solicitado a dispensa de proposicdo e
utilizacdo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Todos os
preceitos éticos e o0s requisitos dispostos na Resolucdo CNS 466/2012 e
complementares, que regulamentam as pesquisas envolvendo seres humanos no

Brasil, foram estritamente observados pelos pesquisadores.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme as normas do Programa de Pd4s-Graduagdo em Saude e Meio
Ambiente da UNIVILLE, este capitulo sera apresentado na forma de artigo cientifico

encaminhado para publicacéo no periodico “Journal of Clinical Virology”.
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Evaluation of the predisposition and clinical impact of BK virus

replication in kidney transplant patients

ABSTRACT

Background: The BK virus (BKV) produces a subclinical kidney infection in
immunocompetent individuals. However, viremia may occur in kidney transplant
patients with ongoing immunosuppression. BKV-associated nephropathy (BKVN) has
no specific treatment and is a leading cause of organ transplant loss.

Objectives: We evaluated the predisposition and the clinical impact of BKV replication
in kidney transplant patients during post-transplant monitoring in a reference
institution in Brazil.

Study design: Demographic, clinical and laboratory data generated during routine
outpatient follow-up were retrospectively collected. BK viremia was investigated using
real-time polymerase chain reaction.

Results: Of the 553 patrticipants, 7.4% (n = 41) presented BKV replication. Of these,
16 (39%) lost their kidney graft and interstitial nephritis was identified on kidney
biopsy in 50% of the cases. Among the evaluated variables, only the use of the
immunosuppressant mycophenolate sodium was identified as a risk factor for viremia
(OR 7.96; 95% CI 2.35 to 26.98). The graft survival estimate in BKV-positive patients
was significantly reduced (24.8% vs. 85.6%) after 10 years of transplantation.
Conclusions: We concluded that defining predisposing factors remains an important
challenge for the prevention and control of BKV activity following kidney
transplantation, especially considering the development of BKVN and its strong effect
on graft maintenance.

Keywords: Renal transplantation, BK virus, viremia, nephropathy.
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1. Background

Kidney transplantation is considered to be the best method of treatment for patients
with chronic kidney failure. Transplantation provides the patients with a better quality
of life and full reintegration into daily activities in addition to increasing their life
expectancy and representing the most cost effective option [1,2].. Despite the
numerous scientific and technological advances aimed at prolonging kidney graft
survival, the recurrence of chronic nephropathy and both long and short term graft
loss have been attributed to the development of opportunistic infections, especially
BK virus (BKV) infection [3].

Infection with BKV, which belongs to the Polyomaviridae family, usually occurs in
childhood. After primary infection, the virus remains latent and presents tropism for
the urinary tract [4]. Typically, reactivation of the polyomavirus only occurs in cases
of autoimmune disease and in immunocompromised individuals, such as those
infected with the human immunodeficiency virus (HIV) and solid organ transplant
patients because these conditions involve altered immune systems [5]. Although
infection is generally asymptomatic, active infection may result in viremia and viruria
[4].

BKV-associated nephropathy (BKVN) is associated with high morbidity and mortality
and is the most common viral disease that affects the kidney graft parenchyma.
BKVN may cause graft dysfunction, premature failure and loss [6]. It has a
prevalence of 1 to 10% and leads to permanent graft dysfunction or loss in 40% to
60% of cases [7,8]. All kidney transplant recipients with BKV replication have
variable deteriorating graft function, which is manifested as an increase in serum

creatinine [9].
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The risk factors for BKV reactivation are not completely understood but may include
factors related to the donor, recipient, kidney graft and type of immunosuppression
used [10,11]. Among other variables, a weakened immune status, advanced age,
male gender, Caucasian ethnicity and diabetes have been proposed as risk factors
for BKV manifestation [12]. Furthermore, the immunosuppression load administered
after transplantation has been reported to be the primary risk factor for BKVN

development [13].

2. Objectives

BKVN is a growing problem in the kidney transplant recipient population [14]. There
is no specific treatment for BKVN, and evolution to graft loss requires that the
patient returns to the kidney replacement therapy program, which raises the
associated costs. These are the main reasons that this phenomenon has been
studied in transplant centers worldwide [15,16]. The aim of the study was to
investigate the prevalence of and the predisposing factors for BKV replication after

kidney transplantation and the ensuing clinical outcome.

3. Study design

3.1 Study type and target population

This study was a cross-sectional observational study based on the collection,

analysis and correlation of the retrospective demographic, clinical and laboratory

data generated during routine clinical visits from patients undergoing kidney
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transplantation. The study was approved by the University of Region of Joinville
Research Ethics Committee (reference no. 830,565).

The study included kidney transplant patients undergoing post-transplant monitoring
at the Pr6-Rim Foundation who were investigated for BK viremia during the period
between October 2013 (which corresponds to the beginning of regular screening for
BK viremia in the institution) and October 2014. Pr6-Rim Foundation is an outpatient
clinic located in Joinville, Santa Catarina, southern Brazil, which coordinated over
1,400 transplantations since its foundation in 1978, reaching a mean annual number

of 85 in the last five years.

3.2 Investigation of viremia

Five mL of peripheral blood was collected from each patient in a bottle containing
the anticoagulant ethylenediaminetetraacetic acid. Viral DNA was extracted using
the Biopur Mini Spin Plus 250 kit (Biometrix, Curitiba, Brazil). BK viremia was
investigated using the real-time polymerase chain reaction technique with the BKV
Q-PCR Alert kit (Nanogen Advanced Diagnostics, Torino, lItaly), which has a

detection limit of 10 genome equivalents/mL.

3.3 Demographic, clinical and laboratory data

The necessary data were obtained by consulting the medical records. Study
variables were divided into demographic (age and gender), clinical (underlying
disease, immunosuppression regimen, type of substitutive kidney therapy prior to

transplant, donor type (alive or dead) and number of transfusions) and laboratory
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data (antibody reactivity panel count [ARP], blood type, serum creatinine level and
post-transplant kidney function). Based on locally established practice, a serum
creatinine level greater than 2.5 mg/dL at discharge was considered a poor
prognosis of kidney function. Similarly, the kidney graft was considered to be
functioning in the immediate post-transplant period when urine output and a

reduction in the serum creatinine level were observed.

3.4 Statistical analysis

Statistical tests were performed using SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) software version 17.0. The differences
between the proportions shown in Table 1 were tested for significance using the
Chi-square test with Yates correction, Fisher's exact test or T-test when appropriate.
P values equal to or less than 0.05 were deemed significant based on a 95%
confidence interval.

Multivariate analysis of the risk predictors shown in Table 2 was performed with
binomial logistical regression with a 95% confidence interval. The descriptive
analyses shown in Table 3 were performed without the use of statistical analysis.
The survival analysis shown in Figure 1 was performed using the Kaplan-Meier
curve, and the comparison of curves was performed using the weighted log-rank

test.

4. Results

A total of 702 patients were under outpatient monitoring during the study period. The
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established inclusion criteria led to the enrollment of 553 (78.8%) kidney transplant
recipients, including 359 men (41.4 = 13.2 years old) and 194 women (41.3 £ 13.3
years old). Forty-one (7.4%) patients tested positive for post-transplantation BKV
replication. The mean age in this group was 42.5 = 11.0 years old, with males
(73.2%) and blood type A (48.8%) being prevalent. The mean time between dates of
transplantation and post-transplant blood collection for viremia investigation did not
differ for BKV positive (158.7 = 251.3 weeks) and negative (245.2 + 241 weeks)
replication groups. Table 1 shows the distribution of BK viremia cases according to
the demographic, clinical and laboratory characteristics.

Most patients received graft from deceased donors (69.3%) and had an ARP
between 0 and 50% (92.4%). Immediate post-transplantation kidney function and the
2.5 mg/dL serum creatinine threshold at discharge did not differ between the BKV-
negative and BKV-positive patient groups. The immunosuppressant mycophenolate
sodium (MPS) was significantly more represented among patients with post-
transplantation BKV replication (85.4%). Only one patient (2.2%) among those with
exclusively cyclosporine-based (CsA) or azathioprine-based (n = 46)
immunosuppression had post-transplantation BK viremia, whereas this positivity
reached 7.9% (n = 40) in patients administered other immunosuppressants (n = 507).
Table 2 shows the distribution of patients according to post-transplant BKV
replication and the demographic, clinical and laboratory data proposed in some
studies as BKVN predictors in kidney transplant patients.

The only evaluated risk predictor in the multivariate analysis showing an association

with BK viremia was the use of MPS (OR 7.96; 95% IC 2.35 to 26.98). The other

variables studied were not significant with regard to risk, including the male gender,

deceased donor, immediate post-transplant kidney function and the use of the
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immunosuppressant tacrolimus (TAC).

Table 3 contains the causes associated with kidney graft loss and patient death. Of
the 44 (8%) graft losses in the study sample, 16 (39%) occurred in patients with
active BKV and eight (50%) of these patients had post-transplant interstitial nephritis
evidenced in biopsy. Seven (17%) patients in the group with BK viremia died,
whereas the mortality rate in the non-viremia group was 2.1%.

The accumulated kidney graft survival probabilities in patients negative and positive
for viremia were compared to investigate the effect of BKV on the kidney graft. In the
absence of BKV replication, kidney graft survival at 10 years was 85.6%, whereas
among viremia-positive patients the survival at 10 years was 24.8%. Therefore,
kidney transplant recipients with BKV replication were associated with poorer graft

survival (P<0.001), as shown in Figure 1.

5. Discussion

Post-transplant BKVN is a major cause of graft dysfunction and loss [15,16]. Kidney
graft loss is attributed to the toxic effects of the virus, which causes desquamation of
the epithelial cells in the urine and induces an inflammatory response that infiltrates
the tubular interstices, thereby causing the development of fibrosis and tubular
atrophy [8]. In the present study, we demonstrated the profound effect of BK viremia
on graft survival in immunosuppressed kidney transplant patients.

According to the 2014 Brazilian Transplantation Registry data from the Brazilian
Organ Transplant Association, the survival of kidney grafts from living and deceased
donors was 88% and 75%, respectively, after 4 years [17]. In our study, the overall

survival of kidney transplant patients after 10 years of follow-up was 77.6%. A
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significant reduction (approximately 6 years) was observed in kidney graft survival
among viremia-positive patients, which confirms the serious consequences of BKVN
evolution.

The prevalence of BKV replication in kidney transplants varies widely between
institutions from different areas. In a study conducted in Leeds, UK, between 2006
and 2009, 12 (10.7%) of 112 kidney transplant patients were diagnosed as BKV
positive [18]. In Strasbourg, France, 48 (20%) of 240 kidney transplant patients
showed BKYV replication [19]. The prevalence of active BKV infection in a study in
Guangzhou City, China, with 229 kidney recipients was 3.1% [11]. In a study of 609
patients undergoing kidney transplantation in Ohio, United States of America (USA),
between 2007 and 2011, 130 (21.7%) patients developed BK viremia [21]. In turn,
Schachtner et al. [20] studied 862 kidney transplant patients in Berlin, Germany,
between 2004 and 2012 and confirmed that 11.9% of the cases were BKV-positive.
In the present study, the prevalence of positive viral replication, which is considered
a marker for the occurrence of BKVN, was 7.4%. To the best of our knowledge, this
is the first report on the prevalence of post-kidney transplant BKV replication in
Brazil.

Uncertainty regarding the risk factors predisposing a patient to viral replication is an
aggravating factor for the occurrence of BKVN [11]. Medeiros et al. [10] proposed
cytomegalovirus (CMV) co-infection, the absence of the HLA-C7 allele and the
donor being deceased as risk factors inherent to the donor. Factors associated with
the recipient included advanced age, male gender, CMV infection, diabetes mellitus
(DM), BKV seronegativity, the absence of HLA-C7 and Caucasian ethnicity. Factors
directly related to the graft included a long cold ischemia time and delayed kidney

function of the graft itself. In the population served in Joinville, kidney transplant
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patients with BK viremia were predominantly male, but there was no significant
difference when compared to the group without viral replication. Likewise, the
advanced age (over 60 years) mentioned in some studies as a possible risk factor
showed no significance in the present study.

In a study by Huanga et al. [11], the association with BKV replication was lower in
patients who received their kidneys from a living donor than in those who received a
deceased donor graft. This same study also noted that kidneys transplanted from
deceased donors using TAC tended to have an increased risk of BKV infection
development. In the present study, most of the kidney transplant patients with BK
viremia received grafts from deceased donors (n = 32; 78%).

Risk factors for active BKV infection in the era of therapeutic drug monitoring have
also not been fully identified [22]. In some studies, the use of TAC associated with
mycophenolate mofetil (MMF) was alleged to represent a high risk factor for BKV
infection activation [23,24]. In another study, the incidence of BKVN was lower in
subjects who received CsA and MMF than in those who did not receive this
immunosuppression [11]. In the present study, a strong risk association was
observed between MPS-based treatment and active BKV infection, which
corroborated the results observed by Borni-Duval et al. [19] and Schachtner et al.
[20] in which viremia-positive patients using higher doses of mycophenolate were at
increased risk of progression to BKVN.

According to Montagner et al. [25], the immunosuppressant TAC, which is a potent
calcineurin inhibitor used as prophylaxis for severe acute rejection, was strongly
associated with the development of BKVN and was present in the
immunosuppressant regimen of up to 70% of cases. It has been recognized that the

incidence of BKVN is significantly higher in patients who received TAC than in those
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who received CsA [7]. In our study, a lower rate of individuals with viremia was
observed among patients using CsA-based or azathioprine-based
immunosuppressants. Furthermore, in contrast to previous reports, our analysis
found no risk association between TAC and the occurrence of BKV replication.
Double immunosuppression based on TAC and MPS has been proposed as the
most important risk factor for active BKV infection. However, this combination has
been reported in any triple therapy drug regimen. Therefore, the total load of
immunosuppressive drugs may be the most important risk factor [7]. Although the
incidence of viremia is higher in heart transplant recipients than recipients of other
organs (with the exception of kidney recipients), BKV replication appears to be a
complication that predominantly affects kidney transplant recipients; therefore, the
immunosuppression intensity may not be solely responsible [16,26].

Several authors have investigated BK viremia and the progression of nephropathy.
Hirsch et al. [27] reported that graft loss reached 10% to 80% of BK-positive viremia
cases. After the BKVN diagnosis, approximately half of the patients developed
progressive loss of kidney graft function within two years and needed to return to
kidney replacement therapy. In a more recent study, the authors noted that BKV
replication had emerged as a major complication (1-10% of cases) in kidney
transplants and was responsible for graft loss in 30-80% of cases [6]. Schachtner et
al. [20] reported that 24 (2.8%) out of 103 BKV-positive patients who received a
transplantation between 2004 and 2012 progressed to nephropathy, 14 died
(13.6%), 12 returned to dialysis (11.6%) and 24 (12.5%) progressed to graft loss.
Elfadawy et al. [21] stated that the graft function of BK viremia-positive patients one
year after the confirmation of viremia was significantly worse, resulting in the

development of BKVN in 50% of the patients. A similar study in Washington, USA,
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found that graft failure was high among patients with BK viremia, reaching 80% of
cases [28]. In our study, the overall rate of graft loss reached 8% (n = 44) of cases.
However, 16 (39%) of 41 patients with BK viremia progressed to the loss of the
kidney graft and 7 (17.1%) to death; these rates were significantly higher than those
observed for BKV-negative transplant patients.

It is important to note that other factors in addition to the studied variables (i.e., the
immunosuppressant dose) may have affected the occurrence of post-transplant viral
replication. Moreover, the best methodological design to determine risk factors
would have been the establishment of a prospective cohort study. Nevertheless, the
present study sought to outline the risk factors for BKV replication and their post-
transplant effect in one of the institutions performing high number of kidney
transplants in Brazil. Therefore, this study constitutes unprecedented research in
Latin America.

As demonstrated in the present study, kidney transplant patients are predisposed to
BKV replication (particularly patients using post-transplant MPS), with a consequent
reduction in kidney graft survival. Due to the absence of a specific antiviral treatment
[29], the early diagnosis of BKV replication allows improving clinical and laboratory
care of affected patients and makes it possible to reverse the negative effect of a
modifiable factor, such as the immunosuppression regimen indicated for each case.
Based on our results, we suggest that an early and periodic evaluation of viremia
may contribute to the management of the anti-rejection prophylactic
immunosuppression and of the evolution of BKVN, because kidney function is

reversible during the early stages of lesion progression [30].
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Table 1
Pre and post-transplant patient characteristics according to negative (-) or positive (+) post-kidney

transplantation BKV replication.

BKV (-) BKV (+)
P value
(n =512) (n =41)
Age (years) [n (%)]

Mean + SD 42.1+13.6 425+1.0 0.82*
Range 9-73 20-76 -
Gender [n (%)]

Female 183 (35.7) 11 (26.8) 0.25f
Male 329 (64.3) 30 (73.2)
Blood Type [n (%0)]
A 199 (38.9) 20 (48.8) 021f
B 46 (9.0) 1(2.4) 0.24 %
AB 18 (3.5) 2(4.9) 0.65%
@] 249 (48.6) 18 (43.9) 0.56 T
Number of Transfusions [n (%)]
Mean + SD 1.7 (3.1) 1.8 (2.2) 0.91*
Range 0-27 0-10 -
Donor type [n (%0)]
Living 161 (31.4) 9 (22.0) 0.20f
Deceased 351 (68.6) 32 (78.0)
ARP [n (%)]
0 - 50% 476 (93.0) 35 (85.4) 0.07*
> 50% 36 (7.0) 6 (14.6)
Post-transplant kidney function [n (%)]
Not functioning 272 (53.1) 21 (51.2) 0.81t
Functioning 240 (46.9) 20 (48.8)
Serum creatinine at discharge (mg/dL) [n
(%)]
<25 492 (96.1) 37 (90.2) 0.09¢*
>25 20 (3.9) 4(9.8)
Immunosuppression type [n (%)]
TAC 314 (61.3) 32 (78.0) 0.03f
MPS 271 (52.9) 35 (85.4) <0.01f

Statistical tests: * T test; T Chi-square; ¥ Fisher's exact. SD: standard deviation; ARP: antibody

reactivity panel; TAC: tacrolimus; MPS: mycophenolate sodium.
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Table 2

BKV replication predictors in kidney transplant patients.

Odds Ratio
Group n (%) P Value
(Cl 95%)

Male gender BKV (-) 329 (64.3) -

BKV (+) 30 (73.2) 1.77 (0.79-3.85) 0.24
Deceased donor BKV (-) 351 (68.6) -

BKV (+) 32 (78.0) 2.47 (0.73-8.31) 0.14
Immediate post-transplant kidney BKV (-) 240 (46.9) -
function BKV (+) 20 (48.8) 1.54 (0.74-3.22) 0.24
TAC immunosuppression BKV (-) 314 (61.3) -

BKV (+) 32 (78.0) 0.71 (0.24-2.05) 0.53
MPS immunosuppression BKV (-) 271 (52.9) -

BKV (+) 35 (85.4) 7.96 (2.35-26.98) <0.01

TAC: tacrolimus; MPS: mycophenolate sodium.
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Table 3.

Causes of kidney graft loss and death of kidney transplant patients.

BKV (-) BKV (+) Total

Gratft loss [n; (%)]
Interstitial nephritis 0 (0.0) 8 (50.0) 8 (18.2)
Infection 5(17.9) 1(6.3) 6 (13.6)
Humoral vascular rejection 4 (14.3) 1(6.3) 5(11.4)
Renal vein thrombosis 3(10.7) 1(6.3) 4(9.1)
Chronic rejection 4 (14.3) 0 (0.0) 4(9.1)
Acute cellular rejection 2(7.1) 0(0.0) 2 (4.5)
Other causes 10 (35.7) 5 (31.3) 15 (34.1)

Total 28 (100.0) 16 (100.0) 44 (100.0)
Death [n; (%)]
Cardiovascular disease 2 (18.2) 2 (28.6) 4(22.2)
Other causes 9(81.8) 5(71.4) 14 (77.8)

Total 11 (100.0) 7 (100.0) 18 (100.0)
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Figure 1. Kidney graft survival in BKV-negative or -positive transplant patients.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo investigaram-se os fatores de risco associados a

replicacdo do BKV no pds-transplante renal e o decorrente impacto clinico em

pacientes atendidos no ambulatério de uma instituicio de referéncia para a

Insuficiéncia Renal Crénica em Joinville/SC. Nossas principais conclusdes obtidas no

estudo foram:

Dentre os 553 transplantados renais avaliados, 41 (7,4%) apresentavam
replicacédo viral positiva no pés-transplante.

Os pacientes dispondo viremia pelo BKV no pos-transplante
apresentavam 42,5 = 11,0 anos, sendo a maioria (73,2%) do sexo
masculino. Cerca de metade (48,8%) apresentavam o tipo sanguineo A,
9,8% eram diagnosticados com DM Il, 78% receberam enxerto de DF e
15,4% apresentavam PRA acima de 50%. MPS e TAC eram utilizados
por 85,4% e 78% dos transplantados BKV positivos, respectivamente.
Dentre os parametros analisados com potencial de associa¢do, o Unico
fator atuante como preditor de risco a viremia pelo BKV no pés-
transplante foi o imunossupressor MPS (OR 7,96; IC 95% 2,35-26,98),
sugerindo que, na instituicdo estudada, tais pacientes em uso de MPS
necessitem de uma vigilancia apropriada em vista da probabilidade de
desenvolvimento de BKVN.

A taxa de perda do enxerto renal dos pacientes com replicacdo do BKV
atingiu 39% dos casos e a mortalidade observada foi de 17,1%. Nefrite
intersticial esteve presente em 50% (8/16) dos transplantados BKV
positivos.

A sobrevida do enxerto renal em 10 anos nos pacientes sem replicacéo
do BKV foi de 85,6%, enquanto entre os pacientes positivos para a
viremia observou-se sobrevida de 24,8%. Esta reducéo significativa na
sobrevida do enxerto ndo somente alerta como também confirma as

consequéncias irreversiveis causadas pela infec¢do ativa pelo BKV.
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