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RESUMO
Introducédo: Os Poliomavirus sédo considerados virus onipresentes na populagédo
permanecendo em estado de laténcia em diversos tecidos. Em individuos
imunocomprometidos pode ocorrer a reativagdo viral sendo a leucoencefalopatia
multifocal progressiva principalmente associada ao Poliomavirus JC (JCPyV) e a
estenose ureteral, cistite hemorragica e a nefropatia cronica do enxerto (NCE) as
principais manifestacdes clinicas associadas ao Poliomavirus BK (BKPyV). O
diagnéstico precoce € a peca-chave a fim de prevenir a evolugcdo da infeccgéo.
Diversos testes diagnésticos tém sido desenvolvidos, mas ainda sem uma
padronizacdo bem estabelecida. O BKPyV é considerado um patdégeno emergente
nos transplantes renais e esta fortemente relacionado a génese da NCE. Objetivo:
Realizar uma avaliacdo retrospectiva e transversal de pacientes transplantados
renais associando os poliomavirus BKPyV e JCPyV com a evolugdo do enxerto.
Metodologia: Foram avaliados 247 transplantados renais em dois momentos, um
estudo retrospectivo de 2013-2014 (n=155) e um estudo transversal-observacional
(n=92). Para a determinacao viral foi realizada a técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase Semi-Nested. Avaliou-se a relacdo entre as infeccdes virais e 0s
parametros hematoldgicos e bioquimicos. Avaliou-se a presenca de células decoy
na urina por citologia urinaria, bem como a associacdo do BKPyV com o
desenvolvimento de rejeicao (aguda ou cronica) e NCE. Resultados e discussoes:
Houve uma baixa associacdo entre a positividade de células decoy na urina e a
infeccdo por BKPyV. Os pacientes com viremia para BKPyV apresentaram niveis
elevados de ureia plasmatica e valores diminuidos da global de leucdcitos. A maior
frequéncia de pacientes do estudo foram verdadeiros negativos para BKPyV (60%),
com raros casos de rejeicao (aguda ou cronica) e sem o desenvolvimento de NCE e
esta relacdo apresentou uma boa sensibilidade (82,8%). Os resultados para JCPyV
ndo apresentaram diferencas significativas. ApGs analise de regressao, apenas 0s
niveis de creatinina plasmatica, as taxas de rejeicdo poOs-transplante e a infeccéo
viral por citomegalovirus permaneceram independentemente associados ao
desenvolvimento da NCE. Conclusdes: os testes diagnosticos empregados no
estudo mostraram-se mais sensiveis que especificos e a infec¢cdo por BKPyV foi

capaz de influenciar na fungéo renal e hematoldgica dos pacientes avaliados.

Palavras-chave: Virus BK. Virus JC. Rejei¢cdo. Transplante renal. Nefropatia.



ABSTRACT

Introduction: Polyomaviruses are considered ubiquitous viruses in the population,
remaining in a latency state in several tissues. In immunocompromised individuals,
viral reactivation may occur, with progressive multifocal leukoencephalopathy mainly
associated with JC polyomavirus (JCPyV) and ureteral stenosis, hemorrhagic cystitis
and chronic graft nephropathy (NCE) being the main clinical manifestations
associated with BKPyV polyomavirus. Early diagnosis is the key in order to prevent
the evolution of the infection. Several diagnostic tests have been developed, but still
without a well-established standardization. BKPyV is considered an emerging
pathogen in renal transplantation and is strongly related to the genesis of NCE.
Objective: To perform a retrospective and cross-sectional evaluation of renal
transplanted patients associating BKPyV and JCPyV polyomavirus with graft
evolution. Methodology: We assessed 247 kidney transplants at two moments, a
retrospective study from 2013-2014 (n=155) and a cross-sectional observational
study (n=92). For viral determination, the Semi-Nested Polymerase Chain Reaction
technique was used. The relationship between viral infections and hematological and
biochemical parameters was assessed. The presence of decoy cells in urine was
evaluated by urinary cytology, as well as the association of BKPyV with the
development of rejection (acute or chronic) and NCE. Results and discussions:
There was a low association between the positivity of decoy cells in urine and BKPyV
infection. Patients with viremia for BKPyV presented high levels of plasma urea and
decreased values of global leukocytes. The highest frequency of patients in the study
were true negative for BKPyV (60%), with rare cases of rejection (acute or chronic)
and without the development of NCEN and this relationship showed a good sensitivity
(82.8%). The results for JCPyV showed no significant differences. After regression
analysis, only plasma creatinine levels, post-transplant rejection rates and
cytomegalovirus viral infection remained independently associated with the
development of NCE. Conclusions: The diagnostic tests used in the study were
more sensitive than specific and BKPyV infection was able to influence renal and

hematological function of the patients evaluated.

Keywords: BK Virus. JC Virus. Rejection. Renal transplantation. Nephropathy.
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1 INTRODUCAO

O transplante renal representa a melhor opcao de tratamento aos pacientes
gue sofrem de doenca renal cronica terminal. Tem como vantagem a melhoria na
gualidade de vida, permitindo maior liberdade na rotina diaria do paciente
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2017). O Brasil € o segundo pais
gue mais realiza transplantes renais no mundo. Entre janeiro a margo de 2019, o
Registro Brasileiro de Transplantes (RBT) identificou 1.448 transplantes renais
realizados no pais, sendo 1.192 provenientes de doadores falecidos e 256 de
doadores vivos. No ano de 2018 foram realizados 5.941 transplantes renais
(ASSOCIA(;AO BRASILEIRA DE TRANSPLANTES DE ORGAQOS - ABTO, 2019).

Alguns receptores permanecem com 0s rins transplantados e funcionantes
por mais de 10 anos, mas em alguns casos o tempo de funcionamento do 6rgéo néo
€ tdo longo. Um importante fator que influencia o tempo de funcionamento é o uso
correto de imunossupressores. O rim transplantado também pode ser acometido por
algumas doencas que poderdo alterar sua funcdo, como as infec¢des urinarias,
infeccdes virais, obstrucfes na via de saida de urina e rejeicdes agudas ou cronicas.
O organismo do paciente passa a reconhecer o rim recebido como estranho.
Caracteristicas relacionadas ao paciente que recebeu o 6rgdo, como numero de
transfusbes sanguineas, transplantes anteriores, intercorréncias no momento do
transplante renal, além de caracteristicas relacionadas ao proprio enxerto que foi
doado terdo impacto na duracdo do funcionamento do 6rgado (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE NEFROLOGIA, 2017). A disponibilidade de um grande niumero de
drogas imunossupressoras auxiliou, significativamente, na reducdo dos casos de
rejeicdo aguda do oOrgdo transplantado. Entretanto, o0 mesmo fato favoreceu um
aumento das complicacbes causadas por agentes virais nos pacientes
transplantados renais, dentre eles podemos citar a influéncia dos poliomavirus nesta
populacdo (OLIVEIRA, 2012).

Os poliomavirus sé@o considerados virus onipresentes na populagdo humana.
Sao virus ndo envelopados, genoma de DNA dupla fita, pertencentes a familia
Polyomaviridae (ICTV, 2018). Geralmente encontrados em estado de infecgéo

assintomatica e persistindo em diferentes tecidos. Em individuos
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imunocomprometidos séo capazes de causar doencas graves, a infeccao pelo
poliomavirus BK (BKPyV) pode ocasionar a estenose ureteral, cistite hemorragica,
nefropatia cronica do enxerto (NCE) ou mesmo a perda do enxerto renal e a infecgcéo
pelo poliomavirus JC (JCPyV) tem como principal manifestagdo clinica a
leucoencefalopatia multifocal progressiva (PML), mas hé relatos de sua relagdo com
a nefropatia cronica do enxerto (PIRES, 2009; PINTO & DOBSON, 2014; VARELLA
et al., 2014; BICALHO, 2017).

O BKPyV é encontrado especialmente no trato urinario atingindo os
transplantados renais. A infec¢do é considerada emergente nos transplantes, com
potencial risco de rejeicdo ao enxerto e desenvolvimento da NCE (ICTV, 2018;
VARELLA et al.,, 2014). Enquanto o JCPyV acomete principalmente o sistema
nervoso central (ASSETTA & ATWOOD, 2017; PINTO & DOBSON, 2014). Como o
BKPyV permanece latente no tecido renal e esta relacionado a imunossupressao,
pacientes com insuficiéncia renal crénica e transplantados renais representam
grupos de riscos potenciais, nos quais o diagnéstico precoce € essencial na

prevencao desta infeccdo (ALVES, 2015).

A infeccao primaria pelos virus ocorre durante a primeira década de vida sem
sinais clinicos aparentes, com soroprevaléncia acima de 90% e, na populacao adulta,
€ encontrada em cerca de 80% dos individuos (VARELLA et al., 2014; PINTO &
DOBSON, 2014; BICALHO, 2017). A transmissao natural ainda nao foi
completamente esclarecida, mas suspeita-se que ocorra por via oral ou respiratéria
podendo ser reativados a partir de variagcdes no estado imunoldgico. A virdria por
BKPyV é encontrada entre 35-40% dos transplantados renais e a viremia, por sua
vez, esta presente entre 11-20% desta populacdo. A viremia geralmente precede o
desenvolvimento da NCE, sendo esta encontrada entre 0-8% dos transplantados
(VARELLA et al., 2014).

Considerando-se que a populacdo de pacientes transplantados renais €
altamente suscetivel a quadros clinicos irreversiveis e com alta morbidade, faz-se
necessaria uma estratégia diagnostica para identificar precocemente os casos de
infeccdo por BKPyV e JCPyV, a fim de minimizar o risco de perda do enxerto dentre
outras complicagbes (MONTAGNER et al.,, 2007). Vale destacar que eles

apresentam 75% de homologia entre seus nucleotideos e devido a esta semelhanca
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gendmica o diagndstico representa um grande desafio. Além disso, ndo ha uma
metodologia molecular padronizada para identificacdo destes virus existindo
variacdes intralaboratoriais e interlaboratoriais que dificultam o seu diagnéstico
(TROFE-CLARK & SAWINSKI, 2016). Embora para identificacdo da nefropatia
cronica a bidpsia renal e a histologia do aloenxerto permanecem como método de
diagnéstico padrao-ouro (SHARMA et al., 2016). A escolha de se fazer a bidpsia
deve ser individualizada em funcdo do contexto e morfologia renal. Sabe-se que o
beneficio obtido com a realizacdo da bidpsia renal ndo € uniforme, sendo discutivel
o seu valor em diferentes situagfes clinicas (ANTUNES, 2013). Para JCPyV, a
imuno-histoquimica de bidpsias cerebrais e a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) de liquor sdo as metodologias mais precisas no diagnostico da PML (DE
SOUZA et al., 2018). Entretanto, devido a dificuldade e o risco envolvidos na
obtencao de tecido cerebral, a analise do liquor frequentemente € usada como teste
substituto (PINTO & DOBSON, 2014).

Além disso, ainda ndo ha terapia antiviral especifica para BKPyV e JCPyV.
Portanto, toda a terapéutica deve ser realizada de maneira cuidadosa com a
utilizacdo de imunossupresssao adequada e individualizada para cada individuo. O
diagndstico tardio esta geralmente associado ao declinio irreversivel da funcéo do
enxerto com o desenvolvimento da nefropatia cronica do enxerto (ANTINORI et al.,
2003; CASTRO, 2006; VARELLA et al., 2014).

Diante deste contexto e dada a relevancia do assunto, a influéncia da infeccao
viral associada ao BKPyV e JCPyV sobre a funcdo renal de pacientes
transplantados, em especial o BKPyV, podem gerar grande impacto a saude publica
e ao desfecho clinico dos pacientes. Estudos contemplando o transplante renal e o
uso de medicamentos imunossupressores utilizados no controle e prevencao da
rejeicdo (aguda ou cronica) e perda do enxerto devem ser considerados. Além disso,
a infeccdo por BKPyV parece menos comum e/ou menos relatada em prontuérios
médicos, o que poderia lancar o olhar sobre sua subnotificacdo (VAN AALDEREN et
al., 2012; VARELLA et al., 2014).

O delineamento do estudo foi dividido em dois com o intuito de avaliar duas
populagbes de transplantados renais do Hospital Felicio Rocho. Um estudo
retrospectivo para avaliacdo epidemioldgica de pacientes submetidos ao transplante

renal em 2013 e 2014. E um estudo transversal de receptores do transplante com o
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intuito de realizar uma caracterizacdo epidemiolégica mas também avaliar a
prevaléncia dos poliomavirus em amostras de urina e plasma em funcdo do
diagnostico molecular por PCR Semi-Nested bem como identificar por citologia
urinaria a presenca de inclusGes virais em células epiteliais presentes na urina,
relacionando os resultados moleculares aos parametros bioquimicos, hematoldgicos
e citolégicos avaliados. Estes pacientes do estudo transversal foram escolhidos
aleatoriamente e realizaram o transplante em épocas distintas, ha pacientes
transplantados entre 1983 e 2019. Dessa forma, acredita-se que o presente estudo
podera contribuir para um melhor entendimento sobre o mecanismo de acdo dos
poliomavirus BKPyV e JCPyV relacionados a evolucdo do enxerto, especialmente

associados a funcao renal e hematolodgica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Poliomavirus

Os poliomavirus representam uma familia de pequenos virus, nao
envelopados, com genomas de DNA de dupla fita de aproximadamente 5.000 pares
de bases. A familia Polyomaviridae é dividida em quatro géneros que sao
Alphapolyomavirus, Betapolyomavirus, Gammapolyomavirus e Deltapolyomavirus
(ICTV, 2018). Sendo formada por virus que infectam o ser humano e diferentes
espécies de animais, como macacos, bovinos, coelhos, peixes e camundongos
(OLIVEIRA, 2012).

Até pouco tempo atras, apenas dois poliomavirus eram identificados como
virus patogénicos em humanos, sendo estes representados pelo JC polyomavirus
(JCPyV) e pelo BKPyV (MONTAGNER et al., 2007; ICTV, 2018).

Um terceiro virus conhecido pelo seu potencial patogénico em macacos
Rhesus, o virus SV40, também é relatado na literatura. Este virus foi o primeiro da
familia Polyomaviridae a ser identificado como um contaminante das vacinas contra
a poliomielite (MONTAGNER et al., 2007).

O BKPyV é considerado o agente causal da NCE, cistite hemorragica e
estenose ureteral que acometem, principalmente, 0S pacientes
imunocomprometidos, a exemplo dos transplantados (VAN AALDEREN et al., 2012).
Ja 0 JCPyV é o agente etiolégico da leucoencefalopatia multifocal progressiva (PML),
gue é uma doenca neurodegenerativa fatal (ASSETTA & ATWOOD, 2017). Mas ha
relatos de associacdo do JCPyV com o desenvolvimento da NCE, porém em baixa
proporcdo, mas os estudos ainda sdo pouco esclarecedores (BOUKOUM et al.,
2015).

A Tabela 1 contém a espécie e as principais manifestacdes clinicas
associadas aos poliomavirus. Entretanto, recentemente, como resultado de testes
de sequenciamento, onze novos poliomavirus foram identificados em humanos, além
do JCPyV e BKPyV. Na tabela estéo listadas as novas espécies de poliomavirus

encontradas em humanos.
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O SV40 nao foi incluido, uma vez que permanece em debate sobre as reais
acOes patogénicas em humanos (TROFE-CLARK & SAWINSKI, 2016).

Tabela 1 — Poliomavirus associados a doencas humanas

Espécie

Doencas humanas associadas

BK polyomavirus (Human polyomavirus 1)

Nefropatia, cistite hemorragica e estenose
ureteral

JC polyomavirus (Human polyomavirus 2)

Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva
(PML) e nefropatia

Human polyomavirus 3 “Kl virus”

N&o associado a nenhuma doenca até o
momento

Human polyomavirus 4 “WU virus”

Associado a infec¢cOes respiratorias. No entanto,
seu papel ndo é claro em criancas com
insuficiéncia respiratéria grave.

Human polyomavirus 5 “Merkel cell polyomavirus”

Associado a carcinoma de células de Merkel

Human polyomavirus 6

N&o associado a nenhuma doenca até o
momento

Human polyomavirus 7

Associado a rash, erup¢éo cutanea pruriginosa
e viremia em receptores de transplante
pulmonar

Human polyomavirus 8 “trichodysplasia spinulosa
polyomavirus”

Associado a tricodisplasiaspinulosa

Human polyomavirus 9

Encontrado em transplantados renais de forma
assintomatica

Human polyomavirus 10 “Malawi or MW
polyomavirus”

Associado a diarréia

Human polyomavirus 11 “Saint Louis polyomavirus”

N&o associado a nenhuma doenca até o
momento

Human polyomavirus 12

N&o associado a nenhuma doenca, mas
encontrado em transplantados renais e em
tecidos hepéticos ressecados

Human polyomavirus 13 “New Jersey
polyomavirus”

Associado aos receptores de transplante de
pancreas que apresentaram cegueira e
miopatiavasculitica

Fonte:TROFE-CLARK & SAWINSKI, 2016 (modificado); UDA et al., 2018 (modificado).
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O BKPyV pertence a familia Polyomaviridae (anteriormente Papovaviridae),
género Betapolyomavirus, espécie Human polyomavirus 1. Da qual também
pertence o JC polyomavirus, género Betapolyomavirus, espécie Human
polyomavirus 2 (ICTV, 2018).

Estudos mais recentes, consideram que o JCPyV e o BKPyV apresentam 75%
de homologia entre seus nucleotideos (TROFE-CLARK & SAWINSKI, 2016).0
JCPyV e o BKPyV partilham como caracteristicas comuns a presenc¢a de genoma de
DNA de dupla fita, o formato icosaédrico do capsideo, a auséncia de envelope, além
da homologia (KHALILI & STONER, 2001).

O BKPyV foi isolado pela primeira vez em 1971, apés a inoculagéo de células
vero em amostras de urina de um homem sudanés de 39 anos que tinha sido
submetido ao transplante renal devido a pielonefrite cronica, estenose ureteral e
insuficiéncia renal avancada (HELLE et al., 2017). As letras B e K correspondem as
iniciais do nome do paciente (GARDNER et al., 1971). Nesse mesmo ano, o JCPyV,
também nomeado pelas iniciais J e C, foi relatado em paciente com linfoma de
Hodgkin e leucoencefalopatia multifocal progressiva (TROFE-CLARK &SAWINSKI,

2016). Na Figura 1, foi ilustrada a particula viral.

VIRION

< {
- >} Histone o ‘)

~ LGenomic DNA R_ y '.‘1

Figura 1: Particula viral. VP1, VP2 e VP3 sao proteinas virais do capsideo. Genomic DNA= DNA

genbmico.Fonte: Viral Zone (2010).

No caso do BKPyV, a infeccdo inicial ocorre nas amigdalas com os mondcitos
infectados espalhando o virus para outros tecidos e 6rgaos, particularmente o rim
(HELLE et al., 2017). Durante a infeccdo primaria, esse virus pode infectar células
epiteliais e endoteliais de diversos 6érgdos e, a seguir, desenvolver laténcia no trato

urinario, linfécitos B, glandulas salivares e nas células epiteliais da prostata
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(SHINOHARA et al,, 1993; KNOWLES et al., 2003; JEFFERS; MADDEN;
WEBSTER-CYRIAQUE, 2009; COMAR et al., 2011; COMERLATO, 2012).

Segundo Van Aalderen e colaboradores (2012), em individuos
imunocompetentes, os reservatorios celulares encontrados da infeccao latente por
BKPyV incluem as células epiteliais escamosas cervicais, leucécitos do sangue
periférico, células das glandulas salivares, células epiteliais glandulares da préstata
e células uroteliais. Enquanto que o JCPyV esta presente nos tecidos tonsilares de
individuos saudaveis, nas células tubulares renais, medula 6ssea e cérebro (PINTO
& DOBSON, 2014).

A maioria das infec¢cdes primarias associadas aos poliomavirus sao
assintomaticas e adquiridas na infancia, sendo adquiridas através de contato direto
pessoa a pessoa ou por exposicao a superficies contaminadas, alimentos e agua
(HIRSCH et al., 2014). No caso do BKPyV, apdés a infeccéo primaria, o virus persiste
nas células epiteliais do rim e do trato urogenital em um verdadeiro estado de laténcia
viral (HELLE et al., 2017). Em 5% a 10% da populacédo saudavel, o BKPyV pode ser
reativado a partir de variagdes no estado imunolégico e ser liberado em baixos titulos

pela via urinaria de forma assintomatica (VARELLA et al., 2014).

Embora sejam encontrados em individuos saudaveis, esses poliomavirus tém
sido comumente relacionados com infeccbes virais oportunistas em individuos
imunocomprometidos. Dentre as doencas mais comumente descritas para o BKPyV
estdo a cistite hemorragica e nefropatia (COMERLATO, 2012). A infeccdo em
receptores de transplante renal esta associada a nefropatia e a estenose ureteral, ao
passo que em receptores de transplante de células-tronco hematopoiéticas a
associagao ocorre com a cistite hemorragica (VARELLA et al., 2014). Enquanto que
a leucoencefalopatia multifocal progressiva é a principal manifestacdo clinica
associada ao JCPyV (PINTO & DOBSON, 2014).

Em transplantados renais, alguns genotipos de BKPyV ocasionam
complica¢cBes importantes podendo levar inclusive a faléncia do rim enxertado. Além
disso, o BKPyV tém demonstrado potencial oncogénico (COMERLATO, 2012).
Devido a capacidade de laténcia no rim, ndo é de se surpreender que o doador possa
ser uma importante fonte de infecgdo em transplantes renais. A soropositividade do

doador tem sido relacionada ao desenvolvimento de virlria, viremia e, ainda,
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nefropatia em criangcas e adultos submetidos a transplantes desta natureza
(NICKELEIT et al., 2000; BOHL et al., 2005). Os estudos sobre o papel do doador na
transmissdo do BKPyV ainda sao pouco esclarecedores. Diante deste contexto, no
presente estudo serdo maior detalhados a organizacdo gendmica, ciclo de
multiplicacéo, principais manifesta¢des clinicas, diagndéstico e tratamento do BKPyV

em relacdo aos demais poliomavirus.

2.1.2 Organizagdo gendmica

O JCPyV e BKPyV, assim como todos os poliomavirus humanos, sao
pequenos, medindo aproximadamente 45nm de diametro, ndo envelopados e com
genoma de dupla fita de DNA circular composto de aproximadamente 5 mil pares de
bases (pb) (SHAH, 1996; NEU; STEHLE; ATWOOD, 2009).

O genoma dos poliomavirus se replica bidirecionalmente a partir de uma
origem unica, conhecida como origem de replicacdo (ORI). Sendo composto por
duas regides altamente conservadas que codificam as proteinas das regifes inicial
e tardia, separadas por uma regidao de controle ndo codificante (NCCR) de
aproximadamente 400pb (HELLE et al., 2017). Ou seja, composto por uma regiao
codificante inicial, regido codificante tardia e a regido de controle ndo codificante, a
gual contém os promotores virais e a origem da replicacdo do DNA genémico
(COMERLATO, 2012; HELLE et al., 2017).

Os genes precoces codificam o grande antigeno tumoral (TAQ),0s pequenos
antigenos tumorais (tAg) e o segmento truncado do TAg (truncTAgQ) que é expresso
por splicings alternativos de RNAs mensageiros (MRNAs) gerados logo apds a
infeccdo da célula hospedeira (HELLE et al., 2017). O segmento truncTAg é derivado
de um splicing alternativo do transcrito da proteinaTAg (BOLLAG, 1989).

Os genes tardios, codificam as proteinas estruturais VP1, VP2, VP3, bem
como a Agnoproteina (proteina ndo-estrutural), que sdo expressas apos a replicacao
genbmica ter sido iniciada. Estas proteinas séo traduzidas de duas classes de RNAs
tardios, 16S e 19S, que séo gerados por splicings alternativos de um pré-mRNA
comum. O RNA 19S é traduzido para produzir VP2 e VP3, enquanto as espécies de
RNA 16S séo traduzidos para produzir VP1 e Agnoproteina (HELLE et al., 2017).
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Enquanto as proteinas VP1, VP2 e VP3 compdem a estrutura do virus, as
proteinas T (TAg, tAg e truncTAgQ) estdo relacionadas a multiplicacéo viral (JIN et al.,
1993).

A Figura 2 ilustra a organizacao gendmica do BKPyV, sendo as regifes inicial

e tardia transcritas em direcOes opostas, a partir das fitas complementares de DNA.

e Tag v sp FN i Ets-1 A MF B
. - A b Al A=A Y = AT Y R
0(142 bp) | PES bp) | Q{38 bp) | R{63 bp} S(632 bp) |
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ORI CRE TRE TATA-like I—L:IG_REJrPRE

wP2
YP3
TAg
Early BKPyV genome Late
coding circular dsDMNA coding
region (—5 kb) region

viP1

=~ truncT.Ag

3p-MmiRNA -+ spomiRNA

Figura 2: Organizacdo gendmica do BKPyV. Early coding region: regido codificante inicial; Late
codin region: regido codificante tardia; BKPyV genome circular dsDNA (~5kb): DNA dupla fita circular
do genoma de BKPyV (5kb); miRNA: micro-RNA; CRE: elemento responsivo do cAMP (AMP ciclico);
TRE: elemento responsivo a éster de forbol;, GRE / PRE: elemento responsivo a
glicocorticéide/progesterona; ERE: elemento responsivo ao estrogénio; TATA box: sequéncia
consenso promotora de eucariotos que leva a producdo de RNAs mensageiros, conhecida como
sequéncia -10 de procariotos (TATAAT); ORI: origem de replicagcdo; TATA-like elements: elementos
semelhantes a sequéncia TATA (timina e adenina), NF1, Ets-1 e fator nuclear kB (NF-kB): fatores de
transcricdo. A) O genoma do BKPyV é uma cadeia fechada, circular, de dupla-fita. A transcricdo de
regides de codificagdo inicial e tardia ocorrem de maneira bidirecional da origem de replicagcdo (ORI)
que esta localizada dentro da NCCR. A regido codificante inicial codifica o antigeno tumoral grande
(Tag), antigeno tumoral pequeno (tAg) e o segmento truncado TAg (truncTAg). A regido de
codificacao tardia codifica as proteinas do capsideo viral VP1, VP2 e VP3, bem como a proteina Agno.
Estas proteinas sdo traduzidas através dos RNAs tardios, 16S e 19S. O genoma do BKPyV também
codifica dois miRNAs, 5p-miRNA e 3p-miRNA. A organizacdo esquemética da NCCR do arquétipo
BKPyV foi dividida em cinco blocos de sequéncia (O, P, Q, R e S) que inclui a origem de replicacao
(ORI), a TATA box e TATA-like elements. As posi¢cBes de diferentes sitios para a ligagdo da TAg e
os fatores de transcricdo Spl, NF1, Ets-1 e fator nuclear kB (NF-kB), bem como cAMP-, éster de
forbol-, glicocorticéide/progesterona e elementos responsivos ao estrogénio (CRE, TRE, GRE / PRE

e ERE, respectivamente) também foram mencionados. Fonte: HELLE et al., 2017 (modificado).
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A Figura 2 ilustra os sitios de ligacdo dos fatores de transcricdo (Spl, NF1,
Ets-1 e fator nuclear kB (NF-kB)) e os blocos de sequéncias (O, P, Q, R e S)
existentes na NCCR.

2.1.3 Ciclo de multiplicacao

O capsideo viral é composto pelas proteinas estruturais VP1, VP2 e VP3. Os
pentameros de VP1, dispostos em formato icosaédrico, formam o capsideo externo.
Em seu interior, os pentameros de VP1 possuem um sulco central na qual a VP2 e
VP3 estdo inseridas. O ciclo de multiplicacdo dos poliomavirus € bastante
semelhante, mas difere no local de contato do virus com os receptores da célula
hospedeira e também o local de permanéncia do virus na fase latente (ICTV, 2018;
VAN AALDEREN et al., 2012; PINTO & DOBSON, 2014; ASSETA & ATWOOD,
2017).

O ciclo de mulitplicacdo do BKPyV é iniciado pela ligacdo da VP1 aos
residuos de &cido sialico na regido a(2,3) “a(2,3) - linked sialic acids” com
especificidade para a glicoproteina "N-linked glicoproteins” e/ou em gangliosideos
GD1b e GT1b presentes na membrana celular, processo conhecido como adsorcéao.
Enquanto o JCPyV se liga aos residuos de acido sialico na regido a(2,6) “a (2,6)-
linked sialic acids” mas também pode se ligar na regido a(2,3) citada (ICTV, 2018;
VAN AALDEREN et al., 2012; PINTO & DOBSON, 2014; ASSETA & ATWOOD,
2017).

Apés o acoplamento, o virus é internalizado por endocitose mediada por
caveolas. As cavéolas surgem de “bolsas lipidicas” (regibes da membrana
plasmatica enriquecidas em colesterol e gangliosidios), processo conhecido como
penetracdo (VAN AALDEREN et al., 2012).

Em seguida, transportado em direcéo ao reticulo endoplasmatico e complexo
de Golgi via microtibulos, onde sera iniciado o processo de desnudamento. O
capsideo viral (parte externa) € desmontado para exposi¢cdo de VP2 e VP3 que
medeiam a entrada do poliomavirus no ndcleo via importinas. O mecanismo preciso
de desnudamento do capsideo viral ndo € conhecido, mas parece envolver uma

etapa de acidificacdo precoce e, em ultima andlise, leva a clivagem de moléculas
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VP1 e rearranjo do capsideo. No nucleo, serd iniciado o processo de multiplicacdo
(HELLE et al., 2017 ; VAN AALDEREN et al., 2012).

A transcricdo no sentido anti-horario da regido de codificacdo inicial € o
primeiro passo de replicacdo e leva a producdo das proteinas TAg, tAg e truncTAg.
Em seguida, multiplas moléculas de TAg formam um complexo dodecamérico que
se liga a origem viral de multiplicagdo do DNA agindo como uma helicase abrindo e
desenrolando o DNA para iniciar a transcricdo no sentido horario das regies tardias
(HELLE et al., 2017; VAN AALDEREN et al., 2012).

ApOs a multiplicacdo acontecer, os novos virions formados véo se
acumulando intranuclearmente, resultando na ruptura das membranas celulares,
liberando a progénie do virus para o espaco extracelular (HELLE et al., 2017; VAN
AALDEREN et al., 2012). A Figura 3 mostra o ciclo de multiplicag&o do virus.

Figura 3: Ciclo replicativo do BKPyV. 1) Adsorcao: ligacdo do BKPyV aos residuos de &cido
sidlico na regido “a(2,3)-linked” com especificidade para as glicoproteinas N-ligadas “N-linked
glicoproteins” e gangliosideos. 2) Internalizagao/Penetragao: entrada do BKPyV por endocitose
utiizando mediadores de caveéolas lipidicas, com fosforilagdo da tirosina e acidificagédo
ensossomal, se necessaria. O virus é transportado intracelularmente usando microtibulos
polimerizados. 3) Desnudamento: ocore a desencapsidagdo e seu genoma é exposto, vesiculas
contendo BKPyV se fundem com o reticulo endoplasmético e complexo de Golgi, onde ocorre o

desnudamento de VP1 e exposicao das particulas virais VP2 e VP3 que medeiam a entrada do
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genoma no nucleo. 4) No nlcleo sera iniciado o processo de sintese e replicacdo do genoma
viral. 5) Transcricao dos RNAs precoces. 6) Tradugéo proteinas precoces 7) Replicacao do DNA
gendmico 8) Transcricdo dos RNAs tardios 9) Traducao proteinas tardias. 10) Os novos virions
formados comecam a se acumular intranuclearmente e nas regides perinucleares, levando a
ruptura das membranas nucleares. 11) Virions transportados ao citoplasma. 12) Liberacéo das
particulas virais para o exterior da célula. 13) Novas particulas virais iniciam um novo ciclo. Fonte:
COMERLATO, 2012 (adaptado).

2.1.4 Epidemiologia e modo de transmissé&o

A soroprevaléncia do BKPyV em adultos é superior a 80% da populacéo (EGLI
et al., 2009). Segundo estudos, os anticorpos séricos podem ser detectados em mais
de 80% dos individuos com 21 anos, sugerindo que a maioria da populagéo adulta
no mundo tenha a infeccdo latente corroborando com a literatura, observa-se que
aproximadamente 80% da populacdo adulta é soropositiva para BKPyV e JCPyV
(VARELLA et al., 2014; PINTO & DOBSON, 2014; BICALHO, 2017; HELLE et al.,
2017). Em um estudo com 400 doadores de sangue, a soroprevaléncia do virus
BKPyV em pacientes com idade entre 20 a 29 anos foi de 87%, e diminuiu para 71%
em pacientes com idade entre 50 a 59 anos. Enquanto que a soroprevaléncia de
JCPyV em pacientes com idade entre 20 a 29 anos foi de 50% e aumentou para 68%
em pacientes com idade entre 50 a 59 anos (TROFE-CLARK & SAWINSKI, 2016).

A prevaléncia do JCPyV varia no mundo, afetando cerca de 80% da populacao
mundial. No estudo de Imperiale e colaboradores (2007) foi mostrado uma
prevaléncia da excrecdo urinaria de JCPyV de aproxidamente 40% nos Estados
Unidos e 75% no Japado. Os pacientes infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) correspondem a quase 80% dos casos de PML, sendo que apenas
1% a 3% desses pacientes desenvolvem a PML. Contudo, pouco se sabe a respeito
da prevaléncia da excrecéo urinaria do poliomavirus em individuos com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), sem PML no Brasil (IMPERIALE & MAJOR,
2007; KEAN et al., 2009, CENTRONE, 2009).

A nefropatia cronica associada a infec¢éo por BKPyV ocorre em cerca de 5%
dos receptores do transplante renal, a maioria sendo acometida um ano apés o
transplante. Casos de estenose ureteral apresentam uma prevaléncia de 2 a 6% dos

transplantados renais. A reativacdo do BKPyV €& comum em receptores do
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transplante de células tronco hematopoiéticas, ocorrendo a viraria em cerca de 47 a
94% dos receptores e viremia em cerca de 23 a 53%. O desenvolvimento da cistite
hemorragica esta presente em 6 a 29% destes pacientes, geralmente dentro dos
dois primeiros meses apos o transplante de células-tronco hematopoiéticas (VAN
AALDEREN et al., 2012). Em 5% a 10% da popula¢cédo saudavel, o BKPyV pode ser
reativado a partir de variagbes no estado imunoldgico e ser excretado em baixos
niveis pela via urindria de forma assintoméatica. No entanto, alteracbes
histopatolégicas ndo sdo observadas no parénquima renal e a funcdo dos rins
permanece intacta (VARELLA et al., 2014). O BKPyV pode ser encontrado na urina
em 7% dos individuos saudaveis, mas nunca no plasma (VAN AALDEREN et al.,
2012).

Quatro gendtipos distintos do BKPyV foram identificados (I-1V), sendo o
genodtipo I, o mais comum em todas as regides geograficas (TROFE-CLARK &
SAWINSKI, 2016). A distribuicdo geogréafica dos subtipos sugere uma relacéo
estreita entre o BKPyV e a migracdo de populacdes humanas, embora ndo tenha
gualquer significado clinico aparente (VARELLA et al., 2014). O tipo | € 0 mais
prevalente mundialmente e € dividido em quatro subtipos (la, Ib-1, 1b-2 e Ic)
(SHARMA et al., 2006; TAKASAKA et al., 2004; IKEGAYA et al., 2006; ZHENG et
al., 2007, 2008; NISHIMOTO et al., 2007; ZHONG et al., 2009; COMERLATO, 2012).

O subgrupo b2 é mais prevalente na Europa e no oeste da Asia. O subgrupo
la na Africa, o Ic no nordeste asiatico e o Ibl no sudeste asiatico. O subtipo IV
apresenta seis subgrupos IVal, Va2, Ivbl, Vb2, IvVcl, IVc2 (CHEHADEH &
NAMPOORY, 2013). O tipo IV tem sua distribuicdo geografica limitada ao leste
asiatico, enquanto que os tipos Il e Il sdo pouco distribuidos mundialmente
(SHARMA et al., 2006; TAKASAKA et al., 2004; IKEGAYA et al., 2006; ZHENG et
al., 2007; NISHIMOTO et al., 2007; ZHONG et al., 2009; COMERLATO, 2012). No
Brasil, no estudo de Zalona e colaboradores (2011) com pacientes no Rio de Janeiro,
identificou maior prevaléncia do genotipo I, com predominio dos subtipos Ibl e Ia,
detectados em 67% e 29% das amostras estudadas, respectivamente. O gendtipo Il
esteve presente em 4% das amostras e os sorotipos Ill e IV ndo foram encontrados
(ZALONA et al., 2011). Ja a distribuicdo dos gendtipos do JCPyV mostra-se
heterogénea em regifes geograficas especificas. O JCPyV tipo 1 predomina na
Europa e nos Estados Unidos da América (EUA) (SUGIMOTO et al., 1997), enquanto
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que o tipo 2 é encontrado na Asia, subtipo-2a predomina no nordeste da Asia e 0 2b
no oeste deste continente (JOBES et al., 1998). O JCPyV tipos 3 e 6 sdo mais
prevalentes na Tanzania (AGOSTINI et al.,1995) e em Gana (GUO et al.,1996),
respectivamente. O tipo 4, o qual € encontrado apenas nos EUA, parece ser um
recombinante da maior parte do genoma do gendétipo 1 com um curto segmento do
gene VP1 do tipo 3 (AGOSTINI; RYSCHKEWITSCH; STONER, 1996; AGOSTINI et
al., 1997). O JCPyV tipo 5 é um resultado da recombinac¢éo entre o subtipo 2b e o
tipo 6 (HATWELL & SHARP, 2000). A estirpe dominante no sul da China e no sudeste
da Asia é o JCPyV tipo 7 que &, filogeneticamente, mais préximo do tipo 2 (JOBES
et al., 1998).

O modo de transmissdo dos poliomavirus na populacédo €, ainda, pouco
compreendido, porém multiplas rotas de infeccédo provavelmente estejam envolvidas
(RANDHAWA, et al., 2005). Suspeita-se que ela ocorra por via respiratéria ou oral
(VARELLA, et al., 2014). Devido a excrecao viral através da urina, € muito provavel
gue a transmissao por fomites, comida ou agua contaminada sejam importantes
meios de transmisséao (BOFIL-MAS; PINA; GIRONES, 2000).

Outro estudo demonstrou que a transmissédo pode ocorrer por via fecal-oral,
respiratoria, por meio de transfusdes de sangue, transplante de oOrgaos, via
transplacentaria e por fluido seminal. Apds a infec¢ao primaria, os virus entram numa
fase latente podendo ser detectado em diversos tecidos (PINTO & DOBSON, 2014).
A maioria das infec¢cdes primarias sdo assintomaticas e adquiridas na infancia
(HIRSCH et al., 2014).

2.1.5 Fatores de Risco

Os fatores de risco associados com a replicacédo viral e o desenvolvimento da
nefropatia crénica do enxerto ocasionada pelos poliomavirus incluem determinantes
do doador, do enxerto e do receptor (KROTH, 2007).

Elevados niveis séricos de anticorpos para BKPyV em doadores de rim estéo
associados com aumento do risco de doencas associadas ao BKPyV no receptor,
uma vez que a presenca de anticorpos sericos € um indicativo de sensibilizacao do

doador ao virus e a presenca de niveis elevados possivelmente esta relacionada a
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replicacdo ativa pelo BKPyV. Além disso, ainda ndo esti definido o papel da
incompatibilidade HLA entre doador e receptor na patogénese da nefropatia cronica
associada ao BKPyV (HIRSCH et al., 2002; AWADALLA et al., 2004).

Foi mostrado na literatura que a NCE associada ao BKPyV esta
significativamente associada ao numero de incompatibilidades HLA entre o doador
e 0 receptor. Parece haver uma relagdo entre incompatibilidade HLA e risco
aumentado de rejeicdo e infeccdo por BKPyV devido a liberacdo de fatores
relacionados a rejeicdo e injuria, bem como aumento da imunossupressao (HIRSCH
et al., 2002; AWADALLA et al., 2004).

Com relacao ao receptor, aidade avancada e 0 sexo masculino parecem estar
relacionados com maior incidéncia de infec¢ado por poliomavirus. Além do uso de
imunossupressores, o desenvolvimento da NCE tem sido associado ao uso destes
medicamentos, como o tacrolimus (inibidor de calcineurina), o micofenolato mofetil
(MMF) que € inibidor da inosina monofosfato desidrogenase e terapia com anticorpos
policlonais anti-célula T que sdo administrados para o tratamento de rejeicdo ao
enxerto. Segundo dados da literatura, o tacrolimus esta associado a maior ocorréncia
de viraria e viremia (KROTH, 2007; VAN AALDEREN et al., 2012).

No estudo de Huang e colaboradores (2010) em uma populacao chinesa foi
relatado uma taxa significativamente menor de infeccdo por BKPyV associada ao
uso de ciclosporina (inibidor de calcineurina) em relacdo ao tacrolimus quando
ambos foram administrados em combinacdo com MMF. A ciclosporina parece
exercer um efeito antiviral sobre o BKPyV através da supressao da replicacédo viral,
0 que néo é observado com o tacrolimus que € um imunossupressor muito mais
potente que a ciclosporina (HUANG et al., 2010; SUWELACK et al., 2012).

Outros estudos sugerem que a intensidade, o uso continuo e cumulativo de
agentes imunossupressores aumentam o risco de desenvolvimento da NCE, ao
invés de estar vinculado a um unico medicamento. Ainda ndo esta claro se o
desenvolvimento da nefropata cronica € atribuivel a fatores qualitativos e/ou
guantitativos relacionados a supressao imunoldgica (RAMOS et al., 2002; KROTH,
2007; VAN AALDEREN et al., 2012).

Toyoda e colaboradores (2005), mostraram que a infeccdo por

citomegalovirus (CMV) esta significativamente associada a infec¢cdo por BKPyV. Em
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12 pacientes com viremia positiva para BKPyV, seis apresentaram
concomitantemente positividade para CMV, uma associacdo significativamente
positiva (p=0,001) quando comparados a pacientes sem viremia para BKPyV (3 CMV
positivos em 57 BKPyV negativos).

A co-infeccdo com o CMV é sugestivo de uma possivel associagéo de fatores
de risco entre as duas infec¢des. Segundo dados da literatura, a co-infecgcdo com
CMV representa um possivel ativador associado a replicacdo viral de BKPyV. Como
as infec¢cdes por CMV sdo comuns no transplante renal e as células epiteliais
tubulares sdo afetadas tanto pelo BKPyV quanto pelo CMV, esta relacdo poderia
representar um potencial fator de risco para o desenvolvimento de doencas
associadas com o BKPyV (HOWELL et al., 1999; HIRSCH et al., 2002; TOYODA et
al., 2005).

Embora a co-infeccdo de CMV com BKPyV tenha sido relatada nos rins,
medula Ossea e transplante de células-tronco, uma significativa associacédo entre
eles e a ativacao sinérgica destes virus em receptores de transplante de 6rgaos
sélidos ainda néao esta bem estabelecido (HOWELL et al., 1999; HIRSCH et al., 2002;
TOYODA et al., 2005).

O nivel de imunossupressédo € o fator de risco mais consistente para o
desenvolvimento da viremia causada pelo BKPyV em receptores do transplante
renal, sendo, também, o principal fator para o desenvolvimento da infeccéo
sintomética por BKPyV (TROFE-CLARK & SAWINSKI, 2016).

Na Tabela 2 foram listados alguns fatores de risco potencialmente
relacionados a replicacao viral e a nefropatia crénica do enxerto que incluem o tipo
de transplante (renal ou outro), a sorologia e genétipo do receptor/doador, funcéo
renal prejudicada, sexo masculino, infeccdes oportunistas, raca nao-afro-americana,
idade avancada do receptor, tratamento para rejeicao, terapia imunossupressora, o
grau de incompatibilidade do antigeno leucocitario humano (HLA), a presenca de
alelos de HLA C7, tempo prolongado de isquemia fria, status sorolégico de BKPyV
do doador/receptor, uso de stents ureterais, co-infec¢éo por citomegalovirus, lesdes
adquiridas, diabetes pré-existente, entre outras variaveis (TROFE-CLARK &
SAWINSKI, 2016).
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Tabela 2 — Fatores de risco potenciais para replicagcéo viral do BKPyV e o

desenvolvimento da nefropatia cronica do enxerto

Fatores de risco potenciais para replicagcdo viral do BKPyV e desenvolvimento da NCE

Fatores de riscos
relacionados ao
doador

Fatores de riscos relacionados ao
procedimento do transplante

Fatores de riscos relacionados
ao receptor

Tipo de transplante
(renal ou outro)

Intensidade da imunossupressao
(mais comumente associada com
regimes com tacrolimus/ mofetil
micofenolato)

Idade (pediatrica, adulta ou
idoso), sendo a idade avancada a
populacéo de maior risco

Sorologia do BKPyV
(doador soropositivo)

Funcéo renal prejudicada

Sorologia do BKPyV

Gendétipo do BKPyV

Episodios de rejeicédo aguda
(imunossupressao aumentada para
tratar)

Gendétipo do BKPyV

Presenca ou auséncia
do HLA C7

Outras infec¢des oportunistas
Tempo prolongado de isquemia fria

Presenca ou auséncia do HLA C7
Recebeu o aloenxerto
incompativel com ABO

(imunossupressao mais intensa)

Lesdo adquirida

Colocacédo de stent ureteral

Sexo masculino

Rim proveniente de
doador falecido

Duragéo da avaliagdo de
acompanhamento pés-transplante

Etnicidade (ndo Americano-
Africano); Diabetes pré-existente
Co-infeccdo com Citomegalovirus

Fonte: TROFE-CLARK & SAWINSKI, 2016 (modificado).

Assim como para BKPyV, a infeccéo pelo JCPyV esta associada as alteracfes

no estado imunoldgico. Condicbes como sindrome da imunodeficiéncia adquirida

(AIDS), tratamento quimioterapico, terapias biolégicas para doencas auto-imunes,

como lupus, esclerose mudltiplas, artrite reumatéide, psoriase, doenca de Crohn
foram associadas a infec¢ao sintomatica pelo JCPyV (TROFE-CLARK & SAWINSKI,

2016).

Os mecanismos de persisténcia e reativacao viral ainda sdo uma verdadeira

incognita, as caracteristicas de cada proteina viral devem ser levadas em
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consideracao e os tipos de células que servem como reservatorios virais. Também
deve-se perguntar se a infeccdo e persisténcia em estado latente desses virus,
geralmente benignos, conferem alguma protecdo ao hospedeiro (DeCAPRIO &
GARCEA, 2013).

2.1.6 Manifestac@es clinicas

A leucoencefalopatia multifocal progressiva (PML) € a principal manifestacéo
clinica associada ao JCPyV. A PML é uma doenca neurodegenerativa fatal
caracterizada pela infeccéo litica de JCPyV que acomete os oligodendrécitos e
astrocitos no sistema nervoso central. Apos a lise celular, 0 JCPyV se espalha para
areas vizinhas destruindo os oligodendrocitos e levando a desmielinizagéo. A falta
de mielina leva a disfuncéo axonal e, finalmente, pode resultar na perda permanente
de neurdnios. Os sintomas mais comuns sao caracterizados por disfuncdo motora,
defeitos visuais e dificuldades de fala. Outras doencas associadas ao JCPyV séo a
neuropatia de células granulares, encefalite, meningite e nefropatia crénica
associada ao JCPyV. Mas poucos casos sao observados de sintomatologia
associada ao JCPyV em pacientes transplantados renais (PINTO & DOBSON, 2014).
Mas o seu estudo nesta populacédo € importante, uma vez que ha tropismo pelo trato
urinario e apesar da baixa associacdo com alteracfes renais, existe homologia
nucleotidica com o BKPyV de cerca de 75%, o que dificultaria o diagndstico
especifico do virus BKPyV. Portanto, o estudo molecular de ambos os virus nesta

populacédo se faz necessaria.

A infeccdo pelo BKPyV em pacientes imunocomprometidos tem sido
associada com varias manifestacdes clinicas, sendo as mais proeminente a
nefropatia cronica, estenose ureteral e cistite hemorragica. Também pode estar
associado a malignidades. Outras manifestacfes clinicas menos aparentes incluem
a encefalite, retinite, infeccdes do trato respiratério e vasculopatia (VAN AALDEREN
et al., 2012).

A estenose ureteral e a cistite hemorragica sao alteracdes renais fortemente
associadas a infeccédo pelo BKPyV. A estenose ureteral ocorre principlamente nos
pacientes transplantados renais e seu desenvolvimento esta diretamente

relacionado com a viremia destes pacientes (COLEMAN et al., 1978; GEDDES et al.,
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2011; COMERLATO, 2012). As manifestacbes clinicas ocorrem em,
aproximadamente, 2 a 6% dos pacientes transplantados renais e se desenvolve,
geralmente, varios meses ap6s o transplante. O virus pode exercer um efeito
citopético direto sobre o epitélio do ureter, resultando em inflamacao e ulceracéo, o
gue causa uropatia obstrutiva (BOHL & BRENNAN, 2007; WESTERVELT et al.,
2013; VARELLA et al., 2014).

Na estenose ureteral, observa-se que o segmento do ureter parece ser
isquémico e fibrético, e numerosos virions sdo encontrados no revestimento de
células epiteliais do liumen do ureter (VAN AALDEREN et al., 2012).

A cistite hemorragica € uma condicao clinica que acomete principalmente os
pacientes transplantados de medula Ossea. Outros virus vinculados com a
imunossupressao, tais como o citomegalovirus e o adenovirus, também podem
desencadear esta doenca. A forma grave da cistite hemorragica é a faléncia renal
em funcdo do desenvolvimento secundario da nefropatia. A doenca pode ter uma
remissao natural.Se isso ndo ocorrer, se faz uso de tratamento suporte, ja que néo
ha tratamento especifico (HARKENSEE et al., 2008; GAZIEV et al., 2010).

Ela ocorre em 6% a 29% dos pacientes receptores de transplante de células-
tronco hematopoiéticas, geralmente dentro dos primeiros dois meses apos o
transplante. Os pacientes apresentam hematudria, miccdo dolorosa, cdlica vesical
e/ou dor no flanco (BOHL & BRENNAN, 2007; VARELLA et al., 2014). Quatro graus
de gravidade da doenca sdo atualmente reconhecidos: grau |: hematudria
microscopica; grau ll: hematuria macroscoépica; grau lll: hematuaria e coagulos; e grau
IV: hematiria com coagulos, retencdo de coagulo e insuficiéncia renal devido a
nefropatia obstrutiva (VAN AALDEREN et al., 2012).

O BKPyV tem sido associado a varias neoplasias humanas, entre as quais se
destacam o carcinoma de bexiga e de prostata, tumores cerebrais, tumores de
ilhotas pancredticas, Sarcoma de Kaposi, Sarcoma de Ewing e Sarcoma
Osteogénico (VAN AALDEREN, et al., 2012).

Na NCE o diagnéstico é histopatolégico sendo dividido em trés estagios de
gravidade (A, B e C). O estagio A é caracterizado por alteracfes citopaticas virais do
parénguima renal quase normal e sem atrofia tubular minima, fibrose intersticial ou

inflamac&o, seguido do estagio B onde h& progresséo desses sinais clinicos citados
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e estagio C onde o tecido renal est4 difusamente cicatrizado com extensa atrofia,
fibrose intersticial e inflamacao (VAN AALDEREN, et al., 2012).

A nefropatia cronica resulta da multiplicacdo viral no tecido renal e é
caracterizada por infeccdo histologicamente manifesta do aloenxerto renal e
deterioracdo da funcdo do enxerto (DHARNIDHARKA; ABDULNOUR; ARAYA,
2011). Emtorno de 5% dos casos de rejeicao devido a NCE ocorrem no primeiro ano
apos o transplante (HIRSCH et al., 2002). O desenvolvimento da nefropatia crénica
associada ao poliomavirus esta relacionado com uma gama de agentes
imunossupressores em combinacdo com diferentes dosagens da imunossupressao
(HIRSCH et al., 2002; COMERLATO, 2012). O desenvolvimento da doenca é
inicialmente observado através da viruria, precedida pela viremia e, posteriormente,
pelas lesdes renais irreversiveis ao enxerto renal, podendo, entéo, levar a perda do
rim transplantado (BABEL et al., 2009). Sendo assim, detectar e acompanhar a
virlria precocemente principalmente nos pacientes transplantados séo as principais
formas de se identificar o desenvolvimento da nefropatia crbnica associada ao
poliomavirus (SAUNDH et al., 2012).

2.1.7 Diagnéstico

Os poliomavirus podem ser detectados na urina, no sangue total, no plasma,
no soro, nos tecidos e no liquido cefalorraquidiano. Os métodos diagndésticos incluem
exame citologico, imunofluorescéncia, ensaio imunoenzimatico (ELISA), hibridizacéo
in situ, imuno-histoquimica, exame histolégico, microscopia eletrénica e reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). A PCR é o método de escolha para detectar a

replicacdo ativa na urina ou no sangue (DE SOUZA et al., 2018).

Para JCPyV, a imuno-histoquimica de biépsias cerebrais e PCR de liquor séo
as metodologias mais precisas para se diagnosticar leucocencefalopatia multifocal
progressiva (DE SOUZA etal., 2018). A biopsia cerebral é considerada o diagnéstico
padrao-ouro, com sensibilidade de 64-96% e especificidade de 100%. Devido a
dificuldade e o risco envolvidos na obtencéo de tecido cerebral, a andlise do liquor
freqientemente é usada como teste substituto (PINTO & DOBSON, 2014).

N&o existem terapias antivirais eficazes para prevenir ou tratar a replicagao

viral ou a nefropatia crénica associada ao virus. Recomenda-se a pesquisa de virus



35

no sangue e/ou na urina para identificar os receptores de transplante renal em risco
de adquirirem complica¢Bes, permanecendo a biopsia renal como método padrao
ouro para o diagnostico de nefropatia crénica associada ao poliomavirus. Apesar do
leque de exames disponiveis, a metodologia ideal ndo foi padronizada, acredita-se
gue o diagndstico molecular seria 0 melhor método. As normas e diretrizes nacionais
e internacionais publicadas para monitorizar a multiplicagdo viral recomendam uma
triagem mais intensa no primeiro ano pés-transplante e quando uma disfuncéo renal
de causa inexplicada for identificada (TROFE-CLARK & SAWINSKI, 2016).

Diferentes testes de triagem para o diagnéstico do poliomavirus tém sido
desenvolvidos, entre os quais se destacam a deteccdo de DNA viral ou mRNA do
gene VP1 na urina, a deteccdo do DNA no plasma e por microscopia eletrbnica, a
citologia com demonstracdo de células contendo inclusdes virais, a exemplo das
células decoy encontradas na urina de pacientes infectados pelo BKPyV que podem
ser analisadas por coloracdo em papanicolau e imuno-histoquimica e as células de
Haufen que podem ser detectadas na urina por microscopia eletrénica. Assim como
ensaios quantitativos de carga viral oriundos de acidos nucléicos provenientes de
amostras de urina ou sangue que estdo sendo amplamente utilizados no diagnéstico
(OLIVEIRA, 2012; VARELLA et al., 2014).

No caso do BKPyV, a deteccdo da viremia é considerada mais preditiva de
infecccdo associada a nefropatia do que apenas a deteccéo da virtria. No entanto,
alguns centros médicos optam por utilizar a citologia como a principal técnica de
triagem (OLIVEIRA, 2012).

Estudos tém demonstrado que as alteragdes citologicas (deteccao de células
decoy) e o DNA de poliomavirus sédo detectados na urina algumas semanas antes
de ocorrerem as lesdes renais. As células decoy podem ser observadas no
sedimento urinario como o resultado de células renais e uroteliais infectadas por
BKPyV (PINTO et al., 2016).

As células decoy sdo células epiteliais do trato urinario. Vale ressaltar que o
termo célula decoy se aplica exclusivamente as células epiteliais que exibem
citomorfologia caracteristica em espécimes urinarios. Independentemente se essas

células sdo de origem tubular renal ou de origem urotelial vesical, o0 modelo
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citomorfolégico de células decoy inclui caracteristicas citoplasmaticas e nucleares
especificas (CHANTZIANTONIOU; JOUDEH; AL-ABBADI, 2016).

Estas células apresentam alta relacdo nucleo/citoplasma e quatro tipos
morfolégicos destas foram descritos na literatura, sendo elas: células decoy do tipo
1 (classicas), caracterizadas como corpos de inclusdo intranucleares semelhante a
um vidro fosco grande, homogéneo e amorfo, e uma borda de cromatina
condensada; células decoy do tipo 2 que possuem inclusbes intranucleares
granulares circundadas por um halo claro, isto é, semelhante ao citomegalovirus
(CMV); células decoy do tipo 3, células multinucleadas com cromatina
granular; células decoy do tipo 4, células que possuem nucleo vesicular com
cromatina e nucléolos agrupados. Essas inclusdes podem parecer morfologicamente
semelhantes as inclusbes de CMV e adenovirus. No entanto, existem diferencas
morfologicas triviais que ajudam a diferencia-las. Apesar de ser um exame
relativamente barato, a deteccado de células decoy requer habilidade consideravel
(GEETHA et al., 2012; PINTO et al., 2016).

O diagnoéstico da nefropatia cronica associada ao BKPyV é a bidpsia renal,
considerada técnica de diagndstico padrao-ouro, porém a escolha de se fazer a
bidpsia € discutivel e deve ser individualizada em funcdo do contexto e morfologia
renal do paciente, além de ser um procedimento invasivo. A biépsia renal pode ser
realizada por microscopia eletrénica, imunofluorescéncia e hibridizac&o in situ. Por
ter uma distribuicao irregular que afeta principalmente a medula renal, duas amostras
de biépsia de fragmento incluindo a medula devem ser obtidas, a fim de se confirmar
a presenca do BKPyV por hibridizac&o in situ ou imunohistoquimica para antigeno
T. Os padrdes histologicos foram divididos em trés tipos, caracterizados pela
presenca de inclusdées nucleares (Tipo A), inflamacdo aguda com pouca fibrose
cronica (Tipo B) ou fibrose crénica significativa e atrofia (Tipo C). Em 25-40% dos
pacientes com altos niveis de virlria/positividade para células decoy ha o
desenvolvimento de viremia (NICKELEIT & MIHATSCH, 2006; DHARNIDHARKA,
ABDULNOUR; ARAYA, 2011; VARELLA et al., 2014).

O monitoramento da carga viral por PCR quantitativo representa uma
importante ferramenta no manejo da nefropatia associada ao virus em pacientes
transplantados. Contudo, existe uma variabilidade nos resultados da PCR devido a

polimorfismos em genes virais entre os diferentes subtipos do virus, além da falta de
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padronizacdo dos ensaios de PCR entre os diferentes laboratorios (HASAN et al.,
2016).

Ainda ndo h& um ensaio padréo universal de monitoramento dos poliomavirus
por PCR em tempo real, o que leva a variabilidade dos ensaios intralaboratorial e
interlaboratorial para quantificagdo viral e uma variagcdo nos limites de detecgéo,
como descrito anteriormente, dificultando a padronizacdo diagndstica. Por este
motivo, recomenda-se a comparacdo da carga viral pelo mesmo ensaio de teste de
acido nucleico, de preferéncia no mesmo laboratério, que também deve estar
operando de acordo com programas de garantia de qualidade e certificados para o
diagnostico de transplantes (TROFE-CLARK & SAWINSKI, 2016). A PCR Semi-
Nested € um meétodo molecular de triagem sensivel e de baixo custo, podendo ser
util especialmente em centros com poucos recursos financeiros para custeio dos

materiais e reagentes da PCR em tempo real (DE SOUZA et al., 2018).

No entanto, devido a semelhancas genéticas (acima de 70%) e diversidade
de sorotipos e genotipos do virus, a diferenciacdo de BKPyV e JCPyV por métodos
moleculares representa um desafio (DE SOUZA et al., 2018). Por outro lado, a PCR
guantititativa oferece vantagens como rapidez, alta sensibilidade e alta
especificidade, permite a diferenciacéo viral pelo uso de oligonucleotideos espécie-
especificos, facilita a caracterizacao de diferentes espécies, apenas pela avaliacdo
do tamanho do produto amplificado pela reacdo (KAMMERER; KUNKEL; KORN,
1994; HASAN et al., 2016). Apesar da variedade de métodos de rastreamento
disponiveis, a metodologia ideal ainda nédo foi definida (TROFE-CLARK &
SAWINSKI, 2016).

2.1.8 Tratamento

N&o existe um algoritmo de tratamento padronizado para infeccbes por
BKPyV pos-transplante. A intensidade do tratamento imunossupressor apdés o
transplante renal parece ser a questdo chave na patogénese da replicacdo do
BKPyV. Reduzir a imunossupressao tornou-se pratica atual na maioria dos centros
de transplantes contra o desenvolvimento da infec¢éo por BKPyV (VAN AALDEREN,
et al.,, 2012; AHLENSTIEL-GRUNOW & PAPE, 2018).



38

Terapias antivirais como de uso de cidofovir, leflunomida, fluoroquinolonas e
imunoglobulina intravenosa (IVIG) sdo tratamentos a serem considerados. Alguns
estudos in vitro mostraram inibicdo da replicacdo do DNA dos virus por essas
estratégias antivirais, mas ainda faltam estudos controlados e randomizados in vivo
mais aprofundados. Em contraste com o cidofovir, leflunomida e IVIG, as
fluoroquinolonas podem estar associadas a alguma eficacia profilatica
(AHLENSTIEL-GRUNOW & PAPE, 2018).

A imunossupressdo baseada no uso de tacrolimus esta associada com um
risco aumentado de viremia e de desenvolvimento de complicacbes como a
nefropatia associada ao BKPyV. Em um estudo recente, as terapias contendo
inibidor de mTOR mostraram uma incidéncia reduzida de viremia ap0s o transplante
renal, especialmente em combinac&o com baixas doses de ciclosporina em oposicao
ao tacrolimus. Além disso, as replicacdes de BKPyV em células epiteliais tubulares
renais podem ser inibidas pelo uso de ciclosporina, inibidor de mTOR, sirolimus, mas
ativadas pelo uso de tacrolimus (AHLENSTIEL-GRUNOW & PAPE, 2018).

A maioria dos pacientes com viremia para BKPyV desenvolvera NCE, sendo
as triagens regulares de analise da reativacdo de BKPyV, principalmente durante os
primeiros dois anos apods o transplante, o procedimento mais comumente adotado
pelos centros transplantadores. A eliminacdo ou reducdo bem-sucedida da viremia
€ realizada em mais de 80% dos pacientes ap0s quatro a seis meses de tratamento
de reducéo da imunossupresséao. E a viremia deve ser continuamente monitorada a
cada duas a quatro semanas, juntamente com 0s niveis de creatinina sérica e
também deve ser realizada a bidépsia do enxerto. Apds a reducdo da
imunossupressao, a funcéo renal deve ser cuidadosamente monitorada por conta
do risco de rejeicao (KDIGO, 2009; SCHAUB et al., 2010; LEE et al., 2014; VARELLA
et al., 2014).

Com base nestas observacdes, a reducdo preventiva e modificacdo da
imunossupressao de manutencdo (por exemplo, mudar para ciclosporina e/ou
inibidor de mTOR) é atualmente recomendado para pacientes com nefropatia crénica
(AHLENSTIEL-GRUNOW & PAPE, 2018).

Assim como acontece com o BKPyV, ndo ha terapia antiviral especifica para

JCPyV. O principal alvo terapéutico de pacientes com PML é a otimizacdo da terapia
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anti-retroviral (ANTINORI et al., 2003). Ainda ndo existe tratamento com eficacia
comprovada para PML. As estratégias adotadas até o momento séo derivadas de
relatos de casos ou pequenas séries analisadas, mas sem avaliacdes padronizadas
de resultados, o que limita a generalizacdo e a aplicabilidade clinica Algumas
citocinas parecem exercer efeitos benéficos contra o desenvolvimento da PML, a
exemplo da interleucina-2 (IL-2) que estimula células T e infusbes de células T
citotoxicas adotivas para pacientes com deficiéncias de células T, ndo relacionadas
ao HIV, tém sido bem-sucedidas na luta contra a PML, no entanto a infusdo de
células T ndo € recomendada para pacientes com esclerose mdaltipla que
desenvolveram a PML. A Interleucina-7 (IL-7) estimula a proliferacdo de todas as
células da linhagem linféide e tem apresentado efeitos benéficos em relatos de casos
individuais analisados. Outras citocinas, como interferons (IFNs), tém sido estudados
mas ainda sem evidéncias comprovadas. E estudos com vacinas contendo
antigenos adaptados em desencadear uma resposta imune especifica contra JCPyV
no hospedeiro tém sido relatados (WILLIAMSON & BERGER, 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar uma avaliacdo retrospectiva e transversal dos pacientes

transplantados renais associando os poliomavirus BKPyV e JCPyV com a evolucao

do enxerto.

3.2 Objetivos especificos

>

Caracterizar demograficamente e clinicamente a populagéo dos receptores de
transplante renal do Hospital Felicio Rocho entre os anos de 2013 e 2014
(n=155) por meio da analise de prontuarios médicos;

Avaliar a prevaléncia através dos prontuarios médicos dos poliomavirus
BKPyV e JCPyV nesta populagéo e sua relacdo com a funcéo do enxerto no
pos-transplante por meio da analise de prontuarios meédicos;

Realizar uma caracterizacdo demografica, clinica e laboratorial de receptores
do transplante renal do Hospital Felicio Rocho no ano de 2019 (n=92) por
meio da analise de prontuarios médicos;

Avaliar a reprodutibilidade das condi¢cdes da PCR convencional Semi-Nested
e a prevaléncia dos poliomavirus BKPyV e JCPyV nestes pacientes;

Avaliar a positividade para citologia urinaria (células decoy) nestes pacientes;
Associar os resultados com o desenvolvimento ou ndo de nefropatia cronica
nestes pacientes, buscando avaliar os fatores de risco para o

desenvolvimento desta doenca.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(COEP-UFMG), CAAE 917.55918.9.3001.5125, sob numero 2.832.853 e pelo
Comité de Etica do Hospital Felicio Rocho, sob nimero 3.010.946 (ANEXOS A e
B). Aos individuos selecionados como participantes foi realizado o esclarecimento
da pesquisa e aqueles que aceitaram participar do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), sob o ponto de vista ético e formal com
o titulo original “Avaliacdo de receptores do transplante renal associando o
Poliomavirus BK com complicagfes pos-transplante e rejeicao ao enxerto.” (ANEXO
C).

4.2 Casuistica

Foi realizado um estudo observacional analitico transversal em que foram
avaliados 247 pacientes da Unidade de Transplantes do Hospital Felicio Rocho,
sendo realizados dois estudos, um retrospectivo de 2013-2014 e um transversal-
observacional. No estudo retrospectivo foram selecionados apenas 0s pacientes
submetidos ao transplante renal nos anos de 2013 e 2014 e no estudo transversal
foram avaliados pacientes submetidos ao transplante em diferentes épocas
(transplantados entre 1983 e 2019). Além disso, o estudo transversal incluiu a coleta
de amostras de sangue e urina, enquanto o estudo retrospectivo foi realizado apenas

para analise de dados a partir de prontuarios médicos.

4.2.2 Estudo retrospectivo de 2013-2014

Foram avaliados 155 pacientes transplantados renais no estudo retrospectivo
de 2013 e 2014, visando realizar uma caracterizacdo clinica, demografica e

laboratorial nesta populagéo de estudo.

Os parametros clinicos incluiram a avaliagdo da doenca de base,

comorbidades, tempo de transplante, tipo de doador, terapia renal substitutiva,
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imunossupressao e inducao pés-transplante, infec¢des virais adquiridas e avaliagédo
da presenca ou nao de nefropatia crénica. Os parametros demograficos incluiram
idade, sexo e cor autodeclarada.

E os pardmetros laboratoriais incluiram a avaliacdo dos niveis de creatinina e
ureia plasméticas, ritmo de filtracdo glomerular estimado (eRFG CKD-EPI) quando

comparado os pacientes no pré e pos-transplante renal (até um més pos-cirdrgico).

4.2.3 Estudo transversal-observacional

Foram avaliados 92 pacientes transplantados renais no estudo transversal-
observacional, cuja coleta de amostras biologicas foi realizada no ano de 2019
(fevereiro a margo de 2019).

Foi realizada uma caracterizacdo clinica, demografica e laboratorial dos

transplantados renais.

Os parametros clinicos incluiram a avaliacdo da doenca de base,
comorbidades, tempo de transplante, tipo de doador, terapia renal substitutiva,
imunossupressao e inducdo pos-transplante, infec¢des virais adquiridas e avaliacédo
da presenca ou ndo de nefropatia crénica e rejeicdo ou ndo do enxerto. Os

parametros demograficos incluiram idade, sexo e cor autodeclarada.

Os parametros bioquimicos incluiram o ritmo de filtracdo glomerular estimado
(eRFG CKD-EPI), os niveis plasmaticos de creatinina e ureia analisados no pré-
transplante e no poés-transplante até um més pdos-cirdrgico, apos 6 meses de
transplante e no dia da coleta (fevereiro a marco de 2019). Os parametros
bioquimicos obtidos no dia da coleta foram associados ao diagnostico molecular

encontrado para BKPyV e JCPyV.

Os parametros hematolégicos incluiram a contagem global de leucdcitos,
hemoglobina e plaquetas obtidos no dia da coleta de sangue, os quais foram

associados ao diagnéstico molecular encontrado para BKPyV e JCPyV.

Além dos dados disponiveis nos prontuarios médicos, também foram
analisados por PCR convencional Semi-Nested (nsPCR) a prevaléncia dos

poliomavirus BKPyV e JCPyV em amostras de urina e plasma. Bem como foram
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analisados por PCR convencional o controle enddgeno de beta-actina (3-actina) em

amostras de urina e plasma dos pacientes transplantados renais.

J4 os parametros citopatolégicos, incluindo as bidpsias renais para
diagnostico de nefropatia crénica e a citologia urinaria na identificagdo de células
decoy que foram analisadas no Instituto de Nefropatologia do Hospital Felicio Rocho,
o qual sera mais bem detalhado a no item 4.6.7.

4.3 Populacédo do estudo retrospectivo
4.3.1 Critérios de inclusao

Foram selecionados os prontuarios médicos do Hospital Felicio Rocho que
incluiam homens e mulheres receptores do transplante renal no ano de 2013 e 2014,
com faixa etaria maior ou igual a 18 anos, proveniente de doadores vivos

(relacionados ou néo relacionados) ou falecidos.

4.3.2 Critérios de excluséo
Foram excluidos do estudo prontuarios meédicos que possuiam pouca

informacéo.

4.4 Populacédo do estudo transversal-observacional

4.4.1 Critérios de inclusao

Foram selecionados homens e mulheres receptores do transplante renal, com
faixa etaria maior ou igual a 18 anos, proveniente de doadores vivos (relacionados
ou nao relacionados) ou falecidos, atendidos na rotina ambulatorial da Unidade de
Transplantes, sendo as coletas realizadas no posto de coleta do Hospital Felicio
Rocho, os pacientes foram escolhidos de forma aleatéria, sendo incluidos os

pacientes que assinaram o TCLE.

4.4.2 Critérios de excluséao

Receptores do transplante renal com dificuldade de coleta seriada de

amostras de urina pos-transplante, como pacientes com cateterismo vesical
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intermitente ou com dificuldades de locomoc¢édo ou que apresentavam infeccdes
agudas especificadas. Além disso, foram excluidos aqueles que ndo assinaram o
TCLE.

4.5 Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada na Unidade de Transplantes do Hospital Felicio
Rocho apOs a aprovagdo dos Comités de Etica. Foram avaliados prontuarios
médicos fisicos no setor de arquivos da unidade.

Foi fornecida pela instituicdo a lista anual de transplantes realizados na
unidade a partir do ano de 2013, o que facilitou a coleta de dados da populacéo do
estudo epidemioldgico.

A lista de nomes da populacéo do estudo transversal foi construida no dia da
coleta de amostras biolégicas e os prontuarios foram analisados posteriormente,

seguindo os critérios de inclusdo e exclusdo pré-estabelecidos.

4.6 Coleta das amostras do estudo transversal-observacional

As amostras de sangue dos voluntarios da pesquisa foram coletadas pela
prépria equipe do hospital, a partir de puncfes venosas nas veias mediana, basilica
ou cefélica, sendo coletadas amostras de sangue venoso dos pacientes diretamente
em tubos do Sistema S-Monovette® (SARSTEDT).

Foram coletadas amostras de sangue em tubo contendo acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) de potéassio (volume 2,6mL, concentracdo de 1,6 mg/mL). Os
tubos coletados foram armazenados em caixa de isopor contendo gelo e
transportados imediatamente ao laboratério de hematologia da Faculdade de
Farmacia da UFMG. As amostras foram homogeneizadas e uma aliquota de 500uL
de sangue total colhido em EDTA foi armazenada no freezer a -20°C. Outra aliquota
foi utilizada para a realizacdo do hemograma utilizando o contador automatico

Coulter® T-890 do laboratério de Hematologia da Faculdade de Farméacia da UFMG.

O restante do sangue coletado em EDTA foi centrifugado a 2.000 x g, por 15

minutos (Centrifuga SIGMA® Laborzentrifugen, modelo 2K15) e o sobrenadante foi
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aliquotado e armazenado no freezer a -80°C. O EDTA-plasma obtido dessa
centrifugacéo foi utilizado para extracdo de DNA. Além disso, cerca de 5 pL de
sangue total coletado em EDTA foi colocado em laminas para confeccdo de
esfregagos sanguineos utilizados na contagem diferencial de leucdcitos.

Amostras aleatérias de urina foram coletadas para uroandlise,
sedimentoscopia, exame citoldégico e andlise molecular. Todos o0s pacientes
receberam lenco umedecido antibacteriano para limpeza da regido genital a fim de
evitar a contaminacdo da amostra no momento da coleta. As amostras de urina foram
refrigeradas no congelador, na temperatura de -20°C, e, em seguida, utilizadas no
procedimento de extracdo do DNA. Para as analises moleculares e citologicas, uma
aliquota de urina (aproximadamente 10mL) foi centrifugada a 3.500 x g por 5 minutos
(centrifuga EXCELSA BABY IlI, modelo 206-R (FANEM®) para obtencdo do
sedimento urinario, o qual foi utilizado na confeccdo de laminas para citologia
urinaria, também usado para sedimentoscopia e extracdo de DNA para analises

moleculares.

4.6.1 Extracdo de DNA

Amostras de plasma e urina dos pacientes foram utilizadas para a obtencéo
de DNA. Foi utilizado o kit de extracdo DNeasy® Blood & tissue Kit (QIAGEN). Em
eppendorf estéril de 1,5mL foram adicionados 20uL de Proteinase K, 100uL de
amostra (EDTA-plasma ou urina) e 220uL de solucdo de PBS. Em seguida, foi
adicionado 200uL de tampdao de lise. Ap6s homogeneizacao e incubacédo a 56°C por
dez minutos, foi adicionado 200uL de alcool etilico absoluto PA (SYNTH®).

Em seguida, as amostras foram colocadas em colunas de silica e
centrifugadas (Centrifuga SIGMA® Laborzentrifugen, modelo 2K15) a 8.000 x g, por
um minuto. O sobrenadante foi descartadoe o DNA foi lavado por duas vezes com
os tampdes de lavagem e posteriormente com tampao de eluicdo. A concentracéo
do DNA foi estimada no espectrofotdmetro NanoDrop Lite da ThermoScientific™ no
Laboratério de Bioquimica Clinica da Faculdade de Farméacia da UFMG e

armazenado a -20°C até posterior utilizacéo.
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4.6.2 Andlises Moleculares

O PCR convencional foi realizado pela técnica de Semi-Nested sendo
utilizado a mesma sequéncia de iniciadores descritos no estudo de De Souza e
colaboradores (2018), Foi feito o planejamento dos iniciadores através da empresa
IDT (Integrated DNA Technologies) e estes foram desenhados para atingir a regido
conservada do gene VP2 que esta entre 639 a 1516 nucleotideos.

A sequéncia de VP2 foi obtida da base de dados GenBank, como descrita
abaixo: para BKPyV [amostra Dunlop V01108(la)] e gendétipos de JCPyV [amostra
Mad-1 (J02226)].

A padronizagdo do experimento foi realizada no laboratério de Bioquimica
Clinica da Faculdade de Farmacia da UFMG. O DNA extraido das amostras de
plasma e urina dos transplantados foi utilizado na PCR Semi-Nested para avaliagéo
da prevaléncia dos virus BKPyV e JCPyV na populagéo de estudo.

A primeira reacao utilizou os iniciadores externos, iniciador senso (foward)

BKJCT e iniciador anti-senso (reverse) BKJCr, como mostra a Tabela 3.

O fragmento gendmico completo esperado contendo BKPyV e JCPyV da
primeira reacdo € de aproximadamente 870pb que correspondem a sequéncia de
nucleotideos entre 639-1516, sendo o fragmento de BKPyV de 872pb e JCPyV de

875pb da regido conservada do gene VP2.

Tabela 3 — Iniciadores e posi¢cdo no genoma de BKPyV e JCPyV

Iniciadores Sequéncia nucleotidica Posicéo dos Tamanho do
externos nucleotideos amplicon

Entre 639-657 (para

BKJCf 5-GCACTTTTGGGGGACCTAGT-3' | BKPyV) e entre 541- 872pb
(FOWARD) 559 (para JCPyV)
Entre 1511-1492
BKJCr 5-GGCAACATCCATTGAGGAG-3 (para BKPyV) e 875pb
(REVERSE) entre 1416-1397
(para JCPyV)

Na segunda reacao foram utilizados iniciadores internos para a diferenciagéo
de BKPyV e JCPyV.
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O iniciador interno senso BKf juntamente com o iniciador anti-senso BKJCr
da primeira reagéo para diagnostico de BKPyV (DE SOUZA et al., 2018).

Na segunda reacgdo para JCPyV, foram utilizados o iniciador interno senso
JCf e 0 mesmo iniciador anti-senso BKJCr da primeira reacdo. Na segunda reacéo,
o fragmento esperado de BKPyV é de 284pb e 190pb para JCPyV, como mostra a
Tabela 4 (DE SOUZA et al., 2018).

Tabela 4 — Iniciadores e posi¢cdo no genoma de BKPyV e JCPyV da segunda

reacao
Iniciadores Sequéncia Posicédo dos Tamanho do
internos nucleotideos amplicon
BKf 5- GGACAATTGTAAATGCCCCYAT-3 Entre 1228-1249 284pb
(FOWARD) (para BKPyV)
JCf 5" -CCAAAGGGAGGGAACCTATATT-3 Entre 1227-1248 190pb
(FOWARD) (para JCPyV)

A Figura 4 mostra o tamanho do produto da primeira e da segunda PCR Semi-
Nested do BKPyV e do JCPyV.

BKICS BHf 24

(639nt) (228nt) BKICr
(i51int)

BV (VO1108)

IV (J02226)

875bp

BKICY
(54int)

BKICr

i
() 10RO (14t6nt)

Figura 4: Tamanho do produto da 12 e 22 nsPCR. Tamanhos do produto da 12 e 22 PCR
(nsPCR) na sequéncia de VP2 de BKPyV (V01108, amostra Dunlop) e JCPyV (J02226,
amostra Mad-1). Fonte: DE SOUZA et al., 2018.

A PCR Semi-Nested foi realizada utilizando Tampao 10X (2uL por reagéo),
0,5uM de cada iniciador (1pL por reagéao), 2mM de MgCl. (1,6 pL por reacéo), 0,2mM
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de cada nucleotideo (0,4pL por reacdo) e 5U de Taq polimerase (0,2uL por reagéo),

1uL de DNA molde e agua deionizada totalizando um volume final de 20pL.

As condicdes 6timas da PCR Semi-Nested para a primeira e segunda reacéo
de BKPyV e JCPyV estdo demonstradas no APENDICE A.

Como controle de reacdo interna (controle endoégeno) foram construidos
iniciadores de B-actina (IDT), baseados no estudo de De Souza e colaboradores
(2018). O DNA extraido das amostras de plasma e urina dos transplantados foi

utilizado para a realizacéo desta PCR convencional.

A sequéncia dos primers construidos do controle enddégeno foram BAF1 (5’ -
AAGAGAGGCATCCTCACCCT-3’) e BAR2 (5’ -TACATGGCTGGGGTGTTGAA-3),
sendo o fragmento do gene de B-actina amplificado equivalente a 220pb.

A PCR do controle endégeno seguindo as mesmas condi¢fes e utilizando a
mesma quantidade de reagentes da PCR Semi-Nested citada anteriormente. As

condi¢des 6timas da PCR do controle endégeno estdo contidas no APENDICE B.

A amostra controle positiva selecionada para a realizacdo da PCR de BKPyV
foi obtida da extracdo de urina e plasma coletados de um receptor do transplante
renal do Hospital Felicio Rocho com infeccao ativa por BKPyV confirmada por biopsia

renal.

A amostra controle positiva selecionada para a realizacdo da PCR de JCPyV
foi cedida gentilmente pela pesquisadora Dra. Juliana Comerlato da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, sendo esta amostra proveniente de um plasmideo contendo
0 genoma completo do virus, denominada amostra Mad-1 clonada no pBR322. Para
a verificacdo de contaminantes nas PCRs foi utilizado um branco, também chamado
por alguns autores de controle negativo, amostra que contém agua no lugar de DNA

em toda reacéo de PCR.

A interpretacdo dos resultados foi baseada na presenca ou auséncia do
fragmento de DNA de BKPyV, JCPyV e B-actina. Os resultados de todas as PCRs
foram analisados em gel de agarose 1,5-2%, corados em Brometo de Etidio
(0,5pg/mL) e visualizados sob a luz ultravioleta. Por outro lado, algumas amostras
da PCR de B-actina cujo DNA estava com concentragdo inferior a 5ng/pL

apresentaram limitacbes na visualizacdo em gel de agarose. Nestes casos
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especificos, foi confeccionado gel de poliacrialimida a 6%, corado em nitrato de

prata, com o intuito de aumentar a sensibilidade.

4.6.3 Otimizacao das condi¢cdes de amplificacdo da PCR

A PCR Semi-Nested e PCR de B-actina foram padronizadas no laboratério
visando especialmente alta especificidade e sensibilidade. Para isto, varias
concentracbes de MgClz> (1,0 a 2mM) e de oligonucleotideos (0,1 a 1uM) foram
testadas em diferentes temperaturas de anelamento (45°C, 50°C, 55°C e 60°C).

A condicao 6tima de amplificacdo foi obtida com 2mM de MgCI»,0,5uM de
oligonucleotideos senso e anti-senso (internos e externos), 0,2mM de cada
nucleotideo, 5U de Taq Polimerase e 10% de tampao de PCR por reagédo. Além
disso, foram utilizados em todas as reac¢des 1uL de DNA (0,1 — 30ng/pL).

4.6.4 Limite de deteccdo do BKPyV e JCPyV

Foi realizada uma PCR convencional utilizando os dois iniciadores externos
BKJCf e BKJCr, seguindo o mesmo protocolo da primeira reacao Semi-Nested, com
o intuito de obter fragmentos do genoma de aproximadamente 870pb. Os fragmentos
obtidos desta primeira reacdo foram novamente amplificados com 0s mesmos
iniciadores externos. As amostras obtidas foram purificadas e quantificadas no
espectrofotometro NanoDrop Lite da ThermoScientific™ no Laboratério de
Bioquimica Clinica da Faculdade de Farméacia da UFMG. A partir desta quantificacédo
e através do programa de célculo de copia de genoma “URI Genomics and
Sequecing Center”foi possivel quantificar o nimero de cépias de virus por molde de
reacdo. Para o BKPyV foi obtido 3,71 x 10'° cépias do produto de PCR/pL e para o
JCPyV foi obtido 8,06 X 10%° cépias do produto de PCR/uL. Apés a escolha das
condicBes otimas de amplificacdo das PCRs, sua sensibilidade foi determinada
utilizando diluicbes decimais seriadas de quantidades conhecidas das moléculas dos
controles positivos de BKPyV e JCPyV, também conhecidas como teste de limite de
deteccdo. O DNA foi diluido 10%° até 10* copias/uL. As diluicées dos controles foram

submetidas a PCR Semi-Nested nas condi¢gfes otimizadas e o limite de detec¢ao foi



50

determinado considerando a maior diluicdo em que foi observada a amplificacado dos

controles.

4.6.5 Purificagdo do DNA

As amostras de DNA utilizadas nos testes de padronizacdo das PCRs foram
guantificadas e purificadas para a realizacdo do limite de deteccdo e para o
sequenciamento. O kit de purificacao utilizado foi o Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (PROMEGA®). Em eppendorf estéril de 1,5mL, foram adicionados 10uL
de amostra amplificada e 10uL de solucdo de ligagcdo a membrana “Membrane
Binding Solution”. A mistura foi aplicada em coluna com filtro “SV Minicolumn” que
foi centrifugada a 14.000 x g, por 1 minuto, a temperatura ambiente. Em seguida,
foram adicionados 700uL de solucdo de lavagem de membrana “Membrane Wash
Solution”, ja previamente diluida em etanol 95% (Fmaia) na coluna e, novamente,
centrifugada a 14.000 x g, por 1 minuto, a temperatura ambiente (Centrifuga
SIGMA® Laborzentrifugen, modelo 2K15). O sobrenadante foi descartado. A mesma
etapa foi repetida, mas com a adicdo de 500uL de solucao de lavagem de membrana
e centrifugacao por 5 minutos, a 14.000 x g, a temperatura ambiente.O sobrenadante
foi descartado e a coluna re-centrifugada por 1 minuto, sé que desta vez com a tampa
da microcentrifuga aberta para a evaporacdo de residuos de etanol.
Cuidadosamente, a coluna foi colocada em um novo eppendorf estéril de 1,5mL,
onde foi aplicado 50uL de agua livre de nucleases direcionados para o centro da
coluna sem contato com a membrana. As amostras foram incubadas por 1 minuto e
centrifugadas por 1 minuto a 14.000 x g. Em seguida, a coluna foi descartada e o
sobrenadante contendo o acido desoxirrobonucléico (DNA) eluido e purificado foi
armazenado a 4°C para utilizacdo no sequenciamento e no teste de limite de
deteccéo do BKPyV e JCPyV.

4.6.6 Sequenciamento do DNA

Para garantir que os produtos gerados na PCR Semi-Nested eram especificos
dos virus BKPyV e JCPyV, foram escolhidas trés amostras positivas de BKPyV e

trés amostras positivas para JCPyV. Os produtos de PCR provenientes destas



51

amostras foram purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (PROMEGA). Os produtos purificados foram encaminhados para
sequenciamento automéatico utilizando 10 uM (10pmol) de iniciadores internos (BKf
ou JCf) ou anti-senso (BKJCr) e agua de injecao para um volume final de 7,5 uL. O
sequenciamento de DNA foi realizado na empresa MYLEUS (http://myleus.com/),

utilizando o método de Sanger automatizado.

4.6.7 Anélises citolégicas

O exame citologico de urina foi realizado para diagnoéstico de células decoy
gue foram identificadas por coloracéo de Papanicolaou em urina fixada em amostras
citocentrifugadas. As laminas para citologia foram obtidas ap0s a obtencdo do
sedimento de urina de amostras centrifugadas a 3.500 x g, por 5 minutos, na
centrifuga EXCELSA BABY II, modelo 206-R (FANEM®). O sedimento formado na
lamina da sedimentoscopia urinaria foi fixado em alcool etilico PA absoluto
(SYNTH®) por, no minimo, 24 horas. Este sedimento embebido em alcool foi corado
em Papanicolau para andlise das células decoy. As laminas foram coradas pela
equipe do Laboratorio de Patologia Molecular da Faculdade de Odontologia da
UFMG. A andlise da citologia urinaria foi realizada em parceria com o Instituto de
Nefropatologia, sob a direcéo técnica do nefropatologista Stanley de Almeida Araujo
e do nefropatologista David Campos Wanderley, que gentilmente analisaram as
laminas. Adicionalmente, estes pesquisadores forneceram o resultado das bidpsias

renais dos pacientes avaliados no presente estudo.

4.7 Analises Estatisticas

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPadPrism
(versdo 8.0) e IBM SPSS Software (versdo 23.0). A normalidade dos dados foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. As varidveis normais foram avaliadas pelo teste
T-Student ou ANOVA para dois ou trés grupos, respectivamente, e expressas como
média + desvio padrdo. Ja as variaveis nao-paramétricas foram comparadas pelo
teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, seguido pela corre¢cao de Bonferroni, para

dois ou trés grupos, respectivamente, e expressas como mediana e intervalo
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interquartilico (1Q). As varidveis categoricas foram comparadas pelo teste de Qui-
quadrado (x?) de frequéncias ou Fisher quando aplicAvel. Foram consideradas
significativas diferengas cujo valor de p foi <0,05.

A associacdo entre a nefropatia crénica e as variaveis independentes foi
investigada por meio de regresséo logistica univariada. Como as variaveis podem
atuar como fator de confuséo, posteriormente foi feita uma analise multivariada por
bloco, com todas aquelas variaveis independentes que apresentaram nivel de
significancia de p<0,20 na andlise univariada. Foram consideradas diferencas

significativas valores de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados do estudo retrospectivo de 2013 e 2014

O presente estudo incluiu 155 pacientes submetidos ao transplante renal no
ano de 2013 e 2014. Os principais dados demograficos (idade, sexo e cor) dos
participantes do estudo estdo apresentados na Tabela 5, sendo os valores dados
em numero absoluto, frequéncia (%) e a mediana da idade em anos com intervalo

interquartilico.

Tabela 5 — Caracterizacdo demografica do estudo

retrospectivo

Parametros Valores
Idade (anos)
Receptor 45 (33-56)
Doador 44 (31-53)
Sexo do doador [n(%)]
Masculino 82 (52,9%)
Feminino 73 (47,1%)
Sexo do receptor [n(%)]
Masculino 88 (56,8%)
Feminino 67 (43,2%)
Cor autodeclarada do receptor [n(%)]
Branca 54 (34,8%)
Preta 26 (16,8%)
Parda 64 (41,3%)
N&o especificada 11 (7,1%)

A mediana de idade foi representada em anos com intervalo
interquartilico; os dados de frequéncia foram apresentados como
valores absolutos (frequéncia em %); n: quantidade de pacientes

transplantados renais.

A mediana de idade prevalente dos receptores do transplante renal foi de 45
anos, com intervalo interquartilico variando entre 33-56 anos. A mediana de idade
prevalente dos doadores foi de 44 anos, com intervalo interquartilico variando entre

31-53 anos.



54

Com relag&o ao sexo do doador, foram mais frequentes os doadores do sexo
masculino (52,9%) em relacdo ao sexo feminino (47,1%). Em relacdo ao sexo do
receptor, foram mais frequentes os receptores do sexo masculino (56,8%) em
relacéo ao sexo feminino (43,2%). No que se refere a cor autodeclarada do receptor,
a populagao parda (41,3%) foi a mais frequente submetida ao transplante renal nos
anos de 2013 e 2014. Os principais dados clinicos e laboratoriais dos participantes
do estudo estdo apresentados na Tabela 6. Sendo os valores dados em numero
absoluto e frequéncia (%).

Tabela 6 — Caracterizagéo clinica e laboratorial do estudo retrospectivo

Parametros

Valores

Causa primaria de DRC [n(%)]
Hipertenséo
Diabetes mellitus

18 (11,6%)
32 (20,7%)

DRPAD 15 (9,7%)
Glomerulopatias 55 (35,5%)
Litiase renal 1 (0,6%)
Indeterminada 28 (18%)
Outras 6 (3,9%)

Tempo pds-Tx (anos) [n(%)]
Tempo do Tx< ou igual a 5 anos
Tempo do Tx entre 6 a 10 anos
Tempo do Tx indeterminado

71 (45,8%)
70 (45,2%)
14 (9%)

Tipo de doador [n(%)]
Falecido
Vivo Relacionado

106 (68,4%)
39 (25,2%)

Vivo Nao Relacionado 10 (6,5%)
Comorbidades adquiridas p6s-Tx [n(%)]

Hipertensao 1 (0,6%)
ITU 1 (0,6%)
Glomerulopatias 3 (1,9%)
Multiplas (HA, DM, ITU, dislipidemias e/ou glomerulopatias) 108 (69,7%)
Nao relatado 13 (8,4%)

Outras (hiperuricemia, gota, distUrbios psiquiatricos, policitemia)

29 (18,7%)

Terapia renal pré-Tx [n(%)]

HD 124 (80%)
Conservador 7 (4,5%)
DP 5 (3,2%)
Didlise néo especificada 10 (6,5%)
Nao informada 7 (4,5%)
HD + DP 2 (1,3%)

Imunossupresséo pos-Tx [n(%)]
MMFNa +TAC+ PDN
MMFNa +AZA+ PDN

137 (88,4%)
4 (2,6%)

/Continua
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MMFNa+ SIRO+ PDN 8 (5,2%)
MMFNa+ EVE+ PDN 1 (0,6%)
MMF+ TAC+ PDN 3 (1,9%)
Outros 2 (1,3%)

Indugdo p6s-Tx [n(%)]
Thymo

Simulect

Solumedrol

Sem indugéo

Thymo + solumedrol

34 (21,9%)
52 (33,6%)
1 (0,6%)
36 (23,2%)
18 (11,6%)

Simulect + solumedrol 10 (6,5%)
Simulect + thymo 4 (2,6%)
Infec¢Bes virais adquiridas [n(%)]

Herpes virus tipo 1 (HHV-1) 13 (8,4%)
Poliomavirus 5 (3,2%)
Citomegalovirus (HHV-5) 28 (18%)
Hepatites virais 1 (0,6%)
Papilomavirus 1 (0,6%)
Arbovirus 5 (3,2%)
Multiplas (arbovirus, herpes virus, poliomavirus e/ou hepatites) 12 (7,7%)
Outras (Varicella Zoster, HIV) 1 (0,6%)

Sem infec¢do

89 (57,4%)

Compatibilidade HLA [n (%0)]
0 a 3 matchs/compatibilidade
4 a 6 matchs/compatibilidade
N&o relatado

122 (78,7%)
25 (16,1%)
8 (5,2%)

Rejeicdo prévia [n(%)]
Rejeicdo aguda
Rejeicao cronica

Nao

24 (15,5%)
11(7,1%)
120 (77,4%)

Nefropatia crbnica do enxerto [n(%)]
Sim
Nao

53 (34,2%)
102 (65,8%)

Dados laboratoriais

eRFG CKD-EPI (mL/min/1,73m?2)*** 54,9 (£ 22,7)
Creatinina (mg/dL)** 1,3(1,1-1,9)
Ureia (mg/dL)** 43 (36-59)

Os dados de frequéncia foram apresentados como valores absolutos (frequéncia em %); n:
guantidade de pacientes transplantados renais. Os valores de referéncia do Hospital Felicio
Rocho para creatinina sdo divididos por sexo, para homens com valores entre 0,7 a 1,3mg/dL
e mulheres entre 0,6 a 1,2mg/dL. E os valores de referéncia de ureia entre 15 a 54mg/dL
para ambos 0s sexos**. Os dados ndo paramétricos estdo apresentados como mediana e
intervalo interquartil (Mann-Whitney) ***. Os dados paramétricos estdo apresentados como
média e desvio padréo (T-Student). N: quantidade de pacientes tranplantados renais; DRC:
Doenca renal crbénica; DRPAD: Doenc¢a Renal Policistica Autossémica Dominante; LES:
LUpus eritematoso sistémico; Tx: transplante; ITU: Infeccdes do trato urinario; HA:
Hipertensao; DM: Diabetes mellitus; HD: Hemodidlise; DP: Dialise peritoneal; MMFna: Mofetil
Micofenolato de so6dio; TAC: Tacrolimus; PDN: Prednisona; AZA: Azatioprina; SIRO:

Sirolimus; EVE: Everolimus; MMF: Micofenolato mofetil; Thymo: Timoglobulina; HIV: Virus
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da imunodeficiéncia humana; HLA: Antigeno leucocitario humano; eRFG: Ritmo de Filtragéo

Glomerular Estimado.

Em relacéo as doencas primérias que levaram ao desenvolvimento da doenca
renal cronica (DRC), as Glomerulopatias representaram a doenca mais frequente na
populacédo total (35,5%) seguidas pelo Diabetes mellitus (20,7%) como mostra a
Tabela 6. No que diz respeito a presenca de comorbidades detectadas ap6s o
transplante renal, as multiplas comorbidades foram as mais comuns e incluiam
pacientes que apresentaram duas ou mais doencas (69,7%). Foram incluidas neste
grupo os pacientes que apresentaram Hipertensao, Diabetes mellitus, Dislipidemias
e/ou Glomerulopatias. Cerca de 8,4% dos pacientes nao apresentaram
comorbidades ou ndo possuiam o dado disponivel nos prontuarios. Foram raros

(0,6%) os casos de pacientes que apresentaram apenas uma doenca.

Com relacdo ao tempo pos-transplante, o mesmo foi dividido em categorias,
sendo 71 pacientes com tempo inferior ou igual a 5 anos (45,8%), 70 pacientes com
tempo entre 6 a 10 anos (45,2%) e 14 pacientes com tempo de Tx indeterminado
(9%). O doador falecido foi o tipo mais frequente (68,4%), seguido do doador vivo
relacionado (25,2%) e, por ultimo, o doador vivo néo relacionado (6,5%). A terapia
renal substitutiva pré-transplante foi dividida em categorias, sendo a hemodialise a
mais frequente (80%). As demais categorias apresentaram o tratamento conservador
(tratamento medicamentoso) (4,5%), a dialise peritoneal (3,2%), a dialise néo
especificada (6,5%) e hemodialise em conjunto com dialise peritoneal (1,3%), e uma
categoria representando a ndo informacéo a respeito da terapia renal substitutiva no
pré-transplante (4,5%). A terapia imunossupressora tripla com Micofenolato Mofetil
de Sodio (MMFna), Tacrolimus (TAC) e Prednisona (PDN) foi a mais utilizada nos
pacientes avaliados no presente estudo (88,4%). A menos comum era composta por
tratamento triplo com MMFna, Everolimus e PDN (0,6%). Com relag&o a inducao pos-
transplante, na maioria dos pacientes foi utilizado o medicamento Simulect (33,6%).
Vale ressaltar que em 23,2% da populacéo estudada néo foi realizado tratamento de

indugdo pos-transplante.

Com relagéo as infecg¢des virais adquiridas no pés-transplante, em 57,4% dos
pacientes nédo foi relatado a presenca de infec¢bes. O Citomegalovirus (HHV-5) foi

0 virus mais prevalente (18%), seguido do Herpes Virus tipo 1 (HHV-1) (8,4%). Os
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poliomavirus foram relatados em 5 pacientes da populacdo do estudo (3,2%). E
importante ressaltar que o diagnostico de poliomavirus no hospital onde os pacientes
do presente estudo foram selecionados é realizado apenas por biopsia renal. Esta
técnica é executada somente em pacientes que apresentam significativas
complicacdes pos-transplante e também naqueles em que a equipe médica julgue

necessaria a realizacdo do procedimento.

Comrelacdo a compatibilidade HLA (antigeno leucocitario humano), a maioria
dos pacientes apresentaram entre 0 a 3 matchs/compatibilidade HLA entre doador e
receptor (78,7%).

Com relacdo a nefropatia cronica do enxerto, a maioria dos pacientes nao
apresentou nenhuma complicacdo diagnosticada nas bidpsias renais analisadas
(65,8%), Corroborando com este dado, a maioria dos pacientes ndo apresentou

rejeicao prévia ao enxerto (77,4%).

Com relacdo aos dados laboratoriais foi possivel obter uma média de
54,9mL/min/1,73m? em relacdo ao ritmo de filtracdo glomerular estimado dos
pacientes analisados. A mediana dos niveis de creatinina plasmatica foi de 1,3mg/dL
e dos niveis de ureia de 43mg/dL (Tabela 6). Sendo os valores de referéncia do
Hospital Felicio Rocho para creatinina divididos por sexo, para homens com valores
entre 0,7 a 1,3mg/dL e mulheres entre 0,6 a 1,2mg/dL. E os valores de referéncia de

ureia entre 15 a 54mg/dL para ambos 0s sexos.

A evolucdo da creatinina e ureia plasmatica dos pacientes do estudo

retrospectivo estdo mostradas na Tabela 7.

Tabela 7 — Evolucéo da creatinina e ureia plasmaticas dos pacientes do

estudo retrospectivo

Dosagens séricas Pré-Tx P6s-Tx (< 1 més) | POs-Tx (6 meses) p
Creatinina (mg/dL) 8,5 (6,7-10,7) 1,4 (1-1,8) 1,2 (1-1,6) <0,0001*
Ureia (mg/dL) 102 (83-143,5) 46 (36-61) 40 (33-51) <0,0001*

Teste Kruskal-Wallis seguido pela corre¢éo de Bonferroni para trés grupos. *O valor de p<0,05

foi considerado significativo.
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As medianas dos niveis de creatinina e ureia no pré-transplante foram
significativamente maiores em relagédo ao pos-transplante (até um més pés-cirirgico)
e apés 6 meses de transplante dos pacientes avaliados no presente estudo
(p<0,0001) (Tabela 7).

5.2 Resultados do estudo transversal-observacional

O presente estudo transversal-observacional incluiu 92 pacientes submetidos
ao transplante renal. Os principais dados demograficos (sexo, idade e cor) dos
participantes do estudo estdo apresentados na Tabela 8. Sendo os valores dados

em numero absoluto, frequéncia (%) e a mediana da idade em anos.

Tabela 8 — Caracterizacdo demografica do estudo

transversal-observacional

Parametros Valores

Idade (anos)

Receptor 40 (34,5-53,5)

Doador 40 (33-50)
Sexo do doador [n(%)]

Masculino 46 (50%)

Feminino 41 (44,6%)

N&o especificado 5 (5,4%)
Sexo do receptor [n(%)]

Masculino 49 (53,3%)

Feminino 43 (46,7%)

Cor autodeclarada do receptor [n(%)]

Branca 56 (60,9%)

Preta 9 (9,8%)

Parda 23 (25%)

Amarela 1 (1%)

N&o especificada 3 (3,3%)

A mediana de idade foi representada em anos com intervalo
interquartilico; os dados de frequéncia foram apresentados como
valores absolutos (frequéncia em %); n: quantidade de pacientes

transplantados renais.

A mediana de idade prevalente dos receptores do transplante renal foi de 40

anos, com intervalo interquartilico variando entre 34,5-53,5 anos. A mediana de
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idade prevalente dos doadores foi de 40 anos, com intervalo interquartilico variando
entre 33-50 anos.

Com relacdo ao sexo do doador, os doadores do sexo masculino foram mais
frequentes (50%) em relacdo ao sexo feminino (44,6%). Em relacdo ao sexo do
receptor, foram mais frequentes os receptores do sexo masculino (53,3%) em
relacdo ao sexo feminino (46,7%), mas observa-se que praticamente é homogénea
as quantidades de pacientes submetidos ao transplante quando relacionados ao

SeXo.

b

Quanto a cor autodeclarada do receptor, a populacdo branca foi a mais
frequente (60,9%), apesar da populacdo parda também ser considerada comum, ja
gue estava presente em 25% dos casos, como mostra a Tabela 8. Os principais
dados clinicos dos participantes do estudo transversal-observacional estao
apresentados na Tabela 9. Sendo os valores dados em frequéncia (%) e niumero

absoluto.

Tabela 9 — Caracterizacao clinica do estudo transversal-observacional

Parametros

Valores

Causa primaria de DRC [n(%)]
Hipertensao

Diabetes mellitus

DRPAD

Glomerulopatias

Indeterminada

Outras

10 (10,9%)
15 (16,3%)
6 (6,5%)
26 (28,3%)
23 (25%)
12 (13%)

Tempo pos-Tx (anos) [n(%)]
Tempo do Tx< ou igual a 5 anos
Tempo do Tx entre 6 a 10 anos
Tempo do Tx> 10 anos

41 (44,6%)
28 (30,4%)
23 (25%)

Tipo de doador [n(%)]
Falecido
Vivo Relacionado

49 (53,3%)
39 (42,4%)

Vivo N&o Relacionado 4 (4,3%)
Comorbidades adquiridas pos-Tx [n(%)]

ITU 2 (2,2%)
Multiplas (HA, DM, ITU, dislipidemias e/ou glomerulopatias) 75 (81,5%)
Nao relatado 1(1,1%)

Outras (hiperuricemia, gota, distUrbios psiquiatricos, policitemia)

14 (15,2%)

Terapiarenal pré-Tx [n(%)]
HD
Conservador

72 (78,3%)
1 (1,1%)

/Continua



DP 5 (5,4%)
Didlise néo especificada 3 (3,3%)
N&o informada 5 (5,4%)
HD + DP 6 (6,5%)

Imunossupresséao pos-Tx [n(%)]
MMFNa +TAC+ PDN

62 (67,4%)

MMFNa+ EVE+ PDN 1(1,1%)
Outros 17 (18,5%)
N&o relatado 12 (13%)
Inducédo pos-Tx [n(%)]

Thymo 34 (37%)
Simulect 17 (18,5%)
Solumedrol 1 (1%)
Sem indugéo 31 (33,7%)
Thymo + solumedrol 5 (5,5%)
Simulect + solumedrol 3 (3,3%)
Simulect + thymo 1(1%)

Infec¢Bes virais adquiridas [n(%)]

Herpes virus tipo 1 (HHV-1)

Poliomavirus

Citomegalovirus (HHV-5)

Papilomavirus

Arbovirus

Multiplas (Arbovirus, herpes virus, poliomavirus e/ou papilomavirus)
Outras (Varicella Zoster, HIV)

Sem infeccdo

10 (10,9%)
2 (2,2%)
16 (17,4%)
1 (1%)

9 (9,8%)
3 (3,3%)
1 (1%)
50 (54,4%)

Compatibilidade HLA [n (%)]
0 a 3 matchs/compatibilidade
4 a 6 matchs/compatibilidade
N&o relatado

48 (52,2%)
19 (20,7%)
25 (27,2%)

Rejeicéo prévia [n(%)]
Rejeicdo aguda
Rejeicao cronica

N&o

15(16,3%)
4 (4,3%)
73 (79,4%)

Nefropatia crébnica do enxerto [n(%)]
Sim
N&o

24 (26,1%)
68 (73,9%)

Os dados de frequéncia foram apresentados como valores absolutos (frequéncia em %); n:
guantidade de pacientes transplantados renais; DRC: Doenca renal cronica; DRPAD: Doenca
Renal Policistica Autossémica Dominante; LES: LUpus eritematoso sistémico; Tx: transplante;
ITU: Infecgdes do trato urinario; HA: Hipertensao; DM: Diabetes mellitus; HD: Hemodidlise; DP:
Dialise peritoneal; MMFna: Mofetil Micofenolato de sédio; TAC: Tacrolimus; PDN: Prednisona;
AZA: Azatioprina; SIRO: Sirolimus; EVE: Everolimus; Thymo: Timoglobulina; HIV: Virus da

imunodeficiéncia humana; HLA: Antigeno leucocitario humano.
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Em relacéo as doencgas primérias que levaram ao desenvolvimento da DRC,
€ importante destacar que grande parte dos pacientes ndo possuia causas primarias
definidas (25%). Dentre as doencas de base citadas, vale ressaltar que as
Glomerulopatias apresentaram a maior prevaléncia com 28,3% da populacdo do
estudo.

Com relacdo ao tempo poés-transplante, o mesmo foi dividido em categorias,
sendo 41 pacientes com tempo inferior ou igual a cinco anos (44,6%), 28 pacientes
com tempo entre 6 a 10 anos (30,4%) e 23 pacientes com tempo superior a 10 anos
(25%). O doador falecido foi o tipo mais frequente (53,3%), seguido do doador vivo
relacionado (42,4%) e, por ultimo, o doador vivo ndo relacionado (4,3%).

No que diz respeito a presenca de comorbidades detectadas apds o
transplante renal, as comorbidades mdultiplas foram as mais comuns e incluiram
pacientes que apresentaram duas ou mais patologias (81,5%). Foram incluidas
neste grupo, 0s pacientes que apresentaram Hipertensdo, Diabetes mellitus,
Dislipidemias e/ou Glomerulopatias. Cerca de 15,2% dos pacientes apresentaram
outras comorbidades, ou seja, pacientes com hiperuricemia, gota, disturbios
psiquiatricos e policitemia. Foram raros 0s casos de pacientes que apresentaram

apenas uma patologia, como observado na Tabela 9.

A terapia renal substitutiva pré-transplante foi dividida em categorias, sendo a
hemodialise a mais frequente (78,3%). Demais categorias apresentaram o
tratamento conservador (1,1%), a dialise peritoneal (5,4%), a dialise nao
especificada (3,3%), hemodialise em conjunto com a dialise peritoneal (6,5%) e

casos nao informados (5,4%).

A terapia imunossupressora tripla com Mofetil Micofenolato de Sodio (MMFa),
Tacrolimus (TAC) e Prednisona (PDN) foi a mais utilizada nestes pacientes (67,4%),

sendo a menos comum o tratamento triplo com MMFna, Everolimus e PDN (1,1%).

Com relacado a inducéo pds-transplante, na maioria dos pacientes foi utilizado
o medicamento Timoglobulina (37%). E importante ressaltar que em 33,7% da

populagdo estudada néo foi realizado tratamento de inducéo pos-transplante.

Com relacado as infec¢des virais adquiridas pos-transplante, em 54,4% dos

pacientes nédo foi relatado a presenca de infec¢bes. O Citomegalovirus (HHV-5) foi
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0 mais prevalente dos virus relatados (17,4%), seguido do Herpes Virus tipo 1 (HHV-
1) (10,9%). Os poliomavirus foram relatados em apenas dois pacientes da populagéo
do estudo (2,2%).

Com relagcdo a compatibilidade HLA, a maioria dos pacientes apresentaram

entre 0 a 3 matchs/compatibilidade HLA entre doador e receptor (52,2%).

Por fim, a maioria dos pacientes ndo apresentou rejeicao prévia ao enxerto
(79, 4%) e a maioria também nao apresentou nenhuma complicacéo diagnosticada
relacionada a nefropatia crénica do enxerto nas bidpsias renais analisadas (73,9%),
como mostra a Tabela 9.

5.2.1 Avaliacdo da PCR Semi-Nested (nsPCR) para deteccdo do BKPyV e JCPyV

Em 2018, Souza e colaboradores desenvolveram uma técnica de PCR
convencional Semi-Nested para deteccdo simultdnea dos poliomavirus BKPyV e
JCPyV em amostras clinicas (DE SOUZA et al., 2018).

Para avaliar o desempenho desta reacdo em nosso laboratorio, foi otimizada
as condi¢des 6timas da PCR, utilizando nestas reacdes os controles positivos para
BKPyV e JCPyV descritos no item 4.6.2.

Primeiramente, foi realizada a reacdo como descrita por De Souza e
colaboradores (2018) utilizando diferentes temperaturas de anelamento dos
iniciadores, sendo observada a amplificacdo do fragmento de 284pb do BKPyV nas
temperaturas de 45°C (canaletas 2 e 4), 55°C (canaleta 6) e 60°C (canaleta 7). Para
0 JCPyV, observamos a amplificacdo do fragmento de 190pb do JCPyV com bandas
especificas nas temperaturas de 45°C (canaleta 10), 50°C (canaleta 11), 55°C

(canaleta 12) e 60°C (canaleta 13), como mostra a Figura 5.

Para o controle interno (B-actina), foi obtido o fragmento com tamanho
esperado (220pb) nas temperaturas de 50°C (canaleta 16), 55°C (canaleta 17) e
60°C (canaleta 18). O gel de avaliacdo da nsPCR para BKPyV e JCPyV e da PCR

convencional de B-actina foi ilustrado na Figura 5.
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BKPyV (284pb) JCPyV (190pb) e B-actina (220ph)

500pb

8 910 11 12 131415 16 17 18

Figura 5: Avaliacdo da 22 reacdo da nsPCR para BKPyV e JCPyV e 12 reacdo de B-actina. A) As
temperaturas de anelamento foram testadas para amplificacdo do BKPyV. Foram obtidos os
fragmentos de BKPyV (284pb) da nsPCR visualizado em gel de agarose 2% corado com brometo de
etideo.1) Padrdao de tamanho molecular 1Kb 2) Controle positivo de BKPyV com temperatura de
anelamento a 45°C. 3) Branco. 4) Controle positivo de BKPyV com temperatura de anelamento a
45°C. 5) Controle positivo de BKPyV com temperatura de anelamento a 50°C. 6) Controle positivo de
BKPyV com temperatura de anelamento a 55°C. 7) Controle positivo de BKPyV com temperatura de
anelamento a 60°C. Observacéo: o controle positivo de BKPyV foi realizado em duplicata, pois foi a
temperatura de anelamento escolhida para a padronizagéo. B) As temperaturas de anelamento foram
testadas para amplificacdo do JCPyV e B-actina. Foram obtidos os fragmentos de JCPyV (190pb) da
nsPCR e de B-actina (220pb) da PCR convencional, visualizados em gel de agarose 2% corado com
brometo de etideo. 8) Padrao de tamanho molecular 100pb. 9) Branco. 10) Amostra positiva de JCPyV
com temperatura de anelamento a 45°C. 11) Amostra positiva de JCPyV com temperatura de
anelamento a 50°C. 12) Amostra positiva de JCPyV com temperatura de anelamento a 55°C. 13)
Amostra positiva de JCPyV com temperatura de anelamento a 60°C.14) Branco de B-actina. 15)
Amostra negativa de B-actina com temperatura de anelamento a 45°C. 16) Amostra positiva de -
actina com temperatura de anelamento a 50°C. 17) Amostra positiva de B-actina com temperatura de

anelamento a 55°C. 18) Amostra positiva de B-actina com temperatura de anelamento a 60°C.

Apoés avaliar as melhores temperaturas de anelamento, realizamos um teste
para determinacdo do limite de deteccdo das reacdes. Para o BKPyV, o limite de
deteccdo foi semelhante ao encontrado no estudo de Souza e colaboradores (2018)
com 10! cépias do genoma por pL. Porém em nosso experimento, o resultado foi
diferente para o JCPyV que apresentou um limite de 102 cépias de genoma por pL
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(dados ndo-mostrados). Portanto, o JCPyV apresentou maior nimero de copias com

limite minimo de deteccdo em relacdo ao BKPyV.

5.2.2 Avaliacéo da prevaléncia de BKPyV e JCPyV na populacao estudada

Posteriormente a avaliacdo da PCR, foram analisadas as amostras coletas
dos pacientes incluidos em nosso estudo. A primeira avaliagdo foi da amplificacdo

do nosso controle interno (B-actina).

Das 92 amostras de plasma coletadas, em apenas uma nao foi possivel a
amplificagdo da B-actina. Por outro lado, das 89 amostras de urina incluidas (trés
pacientes ndo conseguiram coletar a urina), somente 45 apresentaram amplificacao

do controle interno, conforme observado na Tabela 10.

Tabela 10 — Resultado do diagnéstico molecular de B-actina

Resultado B-actina (urina) B-actina (plasma)
Nao amplificac&o 44 (47,8%) 1(1,1%)
Com amplificacédo 45 (48,9%) 91 (98,9%)
Sem amostra coletada* 3 (3,3%) 0 (0%)
Total 92 92

*Observacao: sem amostra coletada de urina.

Uma vez que a amplificagado da -actina é utilizada como controle interno da
reacdo para avaliar possiveis inibicdes na matriz da amostra ou para avaliar
possiveis erros no processo da extracdo de DNA, foram retiradas das andlises as
amostras que néo apresentaram amplificacao para os alvos (JCPyV e BKPyV) e que

também nao apresentaram amplificagéo para B-actina na urina ou no plasma.
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Entretanto, foram incluidas nas andlises, as amostras que apresentaram
amplificacédo para os alvos (JCPyV e BKPyV) e que néo apresentaram amplificacéo
para (-actina na urina ou no plasma, visto que a amplificacdo do virus alvo confirma

a correta execucao dos processos de extracdo do DNA e de amplificacdo na PCR.

Além disso, ao se comparar a PCR de B-actina com a Semi-Nested de BKPyV
e JCPyV, a do controle endégeno é uma Unica reacao, enquanto a dos virus sédo

duas reacoes.

Dos pacientes incluidos no estudo, 39 (43,8%) deles apresentaram virdria por
BKPyV (amplificacdo do fragmento de BKPyV na urina) e 41 (46%) apresentaram
viraria por JCPyV (lembrando que o total de amostras de urina foi de 89). Ja para a
viremia (a amplificacdo do fragmento no plasma), 27 (29,4%) dos pacientes
apresentaram viremia por BKPyV e 27 (29%) apresentaram viremia pelo JCPyV. Os

dados descritos acima estdo sumarizados na Tabela 11.

Tabela 11 — Resultado do diagndéstico molecular do BKPyV e JCPyV

Resultado BKPyV BKPyV JCPyV JCPyV
urina plasma urina plasma
Negativo 29 (32,6%) | 64 (69,6%) 24 (27%) 65 (71%)
Positivo 39 (43,8%) | 27 (29,4%) 41 (46%) 27 (29%)
Inconclusivo 21 (23,6%) 1 (1%) 24 (27%) 0 (0%)
Total 89 92 89 92

Foram considerados resultados inconclusivos as amostras de urina e plasma
dos pacientes que ndo apresentaram amplificacdo para fragmentos de B-actina,
BKPyV e JCPyV.

Em algumas amostras houve a amplificacdo de mais de uma banda (bandas

inespecificas) tanto na urina quanto no plasma (Figura 6).
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Figura 6: Resultados da nsPCR de BKPyV e JCPyV na urina e no plasma. Visualizagdo em
gel de agarose 2% corado com brometo de etideo. A) Resultados da PCR do BKPyV de DNA
extraido de urina, fragmento de 284pb. 1) Padrdo de tamanho molecular 50pb. 2) Branco. 3)
Controle positivo de BKPyV com banda inespecifica. 4) Paciente 40 sem amplificacéio para BKPyV.
5) Paciente 41 com amplificacdo para BKPyV. 6) Paciente 42 sem amplificacdo para BKPyV. B)
Resultados da PCR do BKPyV de DNA extraido de plasma, fragmento de 284pb. 7) Padrédo de
tamanho molecular 50pb. 8) Branco. 9) Controle positivo de BKPyV com banda inespecifica.10)
Paciente 64 com amplificacdo para BKPyV. 11) Paciente 65 com amplificacdo para BKPyV. 12)
Paciente 66 sem banda/sinal positivo para BKPyV. C) Resultados da PCR do JCPyV de DNA
extraido de urina, fragmento de 190pb. 13) Padréo de tamanho molecular 50pb. 14) Branco. 15)
Controle positivo de JCPyV. 16) Paciente 1 sem banda/sinal positivo para JCPyV. 17) Paciente 2
sem banda/sinal positivo para JCPyV. 18) Paciente 3 sem banda/sinal positivo para JCPyV e com
banda inespecifica. 19) Paciente 4 com banda/sinal positivo para JCPyV. D) Resultados da PCR
do JCPyV de DNA extraido de plasma, fragmento de 190pb. 20) Padrdo de tamanho molecular
50pb. 21) Controle positivo de JCPyV. 22) Paciente 102 com banda/sinal positivo para JCPyV. 23)
Branco.

Para avaliar a especificidade das bandas geradas, o fragmento de tamanho

esperado para cada virus foi purificado e enviado para sequenciamento na empresa

Myleus Biotecnologia (http://myleus.com/).
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ApoOs andlise do programa Basic Local Alignement Search Tool (BLAST) de
identificacdo de regides de similaridade entre as sequéncias de BKPyV foram
obtidas, a amostra 1 apresentou valores de identidade de 98,41% a 98,81% com
amostras de BKPyV depositadas no GenBank (acesso LR216254.1 e LR216252.1,
respectivamente). A amostra 2 apresentou valores de identidade de 94,19% a
98,79% com amostras de BKPyV depositadas no GenBank (acesso LR216148.1 e
LR216160.1, respectivamente). A amostra 3 apresentou valores de identidade de
98,41% a 98,80% com amostras de BKPyV depositadas no GenBank (acesso
LR216148.1 e LR216160.1, respectivamente).

Para as nossas sequéncias de JCPyV obtidas, a amostra 1 apresentou
valores de identidade de 98,71% a 99,35% de identidade com amostras de JCPyV
depositadas no GenBank (acesso AB048555.1 e AB372037.1, respectivamente). A
amostra 2 apresentou valores de identidade de 98,06% a 98,71% de identidade com
amostras de JCPyV depositadas no GenBank (acesso MF662205.1 e MF662184.1,
respectivamente). A amostra 3 apresentou valores de identidade de 96,99% a
99,35% de identidade com amostras de JCPyV depositadas no GenBank (acesso
AB362362.1 e AF281614.1, respectivamente).

Pelo nosso método de deteccédo, 18 (20,2%) dos pacientes apresentaram 0s
dois virus em conjunto na urina e 5 (5,4%) apresentaram os dois virus no plasma.
Quando relacionada a co-infeccdo com os dois virus em relacdo ao diagndstico
positivo de BKPyV na urina, foi observado que de 18 pacientes co-infectados, 46,2%
eram positivos para BKPyV. E quando relacionados ao diagnostico positivo de
BKPyV no plasma, foi observado que de 5 pacientes co-infectados, 18,5% eram
positivos para BKPyV no plasma. Estes resultados de frequéncia, apresentaram

diferencas estatisticas significativas (p<0,05).

5.2.3 Marcadores clinicos e laboratoriais
5.2.3.1 Evolucéo da creatinina e ureia plasmaticas

O presente estudo incluiu 92 pacientes submetidos ao transplante renal. Os
dados laboratoriais dos participantes avaliados relativos & evolucdo dos niveis de

creatinina e ureia estdo apresentados nas figuras a seguir.
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A Figura 7 mostra a evolucdo da creatinina plasmética dos pacientes
transplantados analisadas em quatro periodos distintos, no pré-transplante, no pos-
transplante (até um més pas-cirdrgico), apds seis meses do transplante e no dia da
coleta (fevereiro a marco de 2019), sendo esta evolugéo avaliada separadamente
nos pacientes diagnosticados como BKPyV positivo (BKPyV +) ou negativo (BKPyV

-) nas amostras de urina e plasma, respectivamente.
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Figura 7: Evolucdo da creatinina em pacientes com diagnéstico positivo e negativo para
BKPyV. A) Evolucdo da creatinina plasmética (mg/dL) dos pacientes diagnosticados como BKPyV
positivo ou negativo na urina. B) Evolu¢cdo da creatinina plasmatica (mg/dL) dos pacientes
diagnosticados como BKPyV positivo ou negativo no plasma. A evolucéo foi considerada no pré-
transplante, pos-transplante até um més apos a cirurgia, apds seis meses do transplante e no dia da
coleta. Teste Kruskal-Wallis seguido pela correcdo de Bonferroni para os quatro grupos. *O valor de

p<0,05 foi considerado significativo.

A mediana dos niveis de creatinina no pés-transplante foi significativamente
menor nos pacientes que tiveram o diagndstico positivo ou negativo para BKPyV na
urina e no plasma em relacdo a mediana do grupo no pré-transplante (p<0,0001),
como mostra a Figura 7 (A) e Figura 7 (B). Esta reducéo ja era esperada, sendo um

indicativo de sucesso do transplante.

Na Figura 8, foi demonstrada a evolucdo da ureia plasmatica dos pacientes

transplantados. Para avaliar essa evolugdao em pacientes diagnosticados como



69

BKPyV positivo ou negativo na urina e no plasma, foi realizada a avaliacao dos niveis
destes marcadores de filtracdo renal em relagdo aos mesmos grupos pré e pos-

transplante descritos anteriormente.

Esta evolucédo foi avaliada separadamente nos pacientes diagnosticados

como BKPyV positivo ou negativo nas amostras de urina e plasma, respectivamente.
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Figura 8: Evolucéo da ureia em pacientes com diagndstico positivo e negativo para BKPyV.
A) Evolucgdo da ureia plasmatica (mg/dL) dos pacientes diagnosticados como BKPyV positivo ou
negativo na urina. B) Evolugdo da ureia plasmatica (mg/dL) dos pacientes diagnosticados como
BKPyV positivo ou negativo no plasma. A evolucéo foi considerada no pré-transplante, pos-
transplante até um més apds a cirurgia, apos seis meses do transplante e no dia da coleta. Teste
Kruskal-Wallis seguido pela corre¢do de Bonferroni para os quatro grupos. *O valor de p<0,05 foi

considerado significativo.

A mediana dos niveis de ureia no pés-transplante foi significativamente menor
nos pacientes que tiveram o diagndstico positivo ou negativo para BKPyV na urina e
no plasma em relacdo a mediana do grupo no pré-transplante (p<0,0001), como
mostra a Figura 8 (A) e Figura 8 (B). Esta reducéo j& era esperada, sendo um

indicativo de sucesso do transplante.

A Figura 9 demonstra a evolucdo da creatinina plasmatica dos pacientes

transplantados analisadas em quatro periodos distintos, no pré-transplante, no pos-
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transplante (até um més pas-cirlrgico), apds seis meses do transplante e no dia da
coleta (fevereiro a margo de 2019).

Esta evolucédo foi avaliada separadamente nos pacientes diagnosticados
como JCPyV positivo (JCPyV+) ou negativo (JCPyV-) nas amostras de urina e

plasma, respectivamente.
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Figura 9: Evolucdo da creatinina em pacientes com diagnéstico positivo e negativo para
JCPyV. A) Evolugdo da creatinina plasmética (mg/dL) dos pacientes diagnosticados como JCPyV
positivo ou negativo na urina. B) Evolucdo da creatinina plasmatica (mg/dL) dos pacientes
diagnosticados como JCPyV positivo ou negativo no plasma. A evolugdo foi considerada no pré-
transplante, pos-transplante até um més apos a cirurgia, apds seis meses do transplante e no dia da
coleta. Teste Kruskal-Wallis seguido pela correcdo de Bonferroni para os quatro grupos. *O valor de
p<0,05 foi considerado significativo.

A mediana dos niveis de creatinina no pos-transplante foi significativamente
menor nos pacientes que tiveram o diagndstico positivo ou negativo para JCPyV na
urina e no plasma em relacdo a mediana do grupo no pré-transplante (p<0,0001),
como mostra a Figura 9 (A) e Figura 9 (B). Esta reducao ja era esperada, sendo um
indicativo de sucesso do transplante.

Na Figura 10, foi demonstrada a evolucao da ureia plasméatica dos pacientes
transplantados. Para avaliar essa evolugdo em pacientes diagnosticados como

JCPyV positivo ou negativo na urina e no plasma, foi realizada a avaliagcdo dos niveis
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destes marcadores de filtracdo renal em relagdo aos mesmos grupos pré e pos-

transplante descritos anteriormente.

Esta evolucédo foi avaliada separadamente nos pacientes diagnosticados
como JCPyV positivo ou negativo nas amostras de urina e plasma, respectivamente.
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Figura 10: Evolucéo da ureia em pacientes com diagndéstico positivo e negativo para JCPyV.
A) Evolucdo da ureia plasmatica (mg/dL) dos pacientes diagnosticados como JCPyV positivo ou
negativo na urina. B) Evolucdo da ureia plasmética (mg/dL) dos pacientes diagnosticados como
JCPyV positivo ou negativo no plasma. A evolugéo foi considerada no pré-transplante, pos-transplante
até um més apoés a cirurgia, apos seis meses do transplante e no dia da coleta. Teste Kruskal-Wallis
seguido pela corre¢cdo de Bonferroni para os quatro grupos. *O valor de p<0,05 foi considerado

significativo.

A mediana dos niveis de ureia no pos-transplante foi significativamente menor
nos pacientes que tiveram o diagndstico positivo ou negativo para JCPyV na urina e
no plasma em relacdo a mediana do grupo no pré-transplante (p<0,0001), como
mostra a Figura 10 (A) e Figura 10 (B). Esta reducéo ja era esperada, sendo um

indicativo de sucesso do transplante.
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5.2.3.2 Avaliacdo dos parametros bioquimicos e hematolégicos em funcao do

diagnostico dos poliomavirus

Foi realizada a avaliagdo dos niveis de creatinina e ureia, assim como do ritmo
de filtracdo glomerular estimado em funcdo do diagnéstico de BKPyV na urina
(representado pelas letras A, B e C) e no plasma (representado pelas letras D, E e
F), como mostra a Figura 11.
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Figura 11: Avaliacdo dos niveis de creatinina e ureia e eRFG em funcdo dos pacientes
diagnosticados como BKPyV- e BKPyV+. Sigla NS: nado significativo. A) Niveis de creatinina
plasmética (mg/dL) em funcdo dos pacientes diagnosticados como BKPyV- e BKPyV+ na urina. B)
Niveis de ureia plasmética (mg/dL) em fun¢&o dos pacientes diagnosticados como BKPyV- e BKPyV+
na urina. C) Ritmo de filtracdo glomerular estimado (mL/min/1,73m?) em funcdo dos pacientes
diagnosticados como BKPyV- e BKPyV+ na urina. D) Niveis de creatinina plasmatica (mg/dL) em
funcdo dos pacientes diagnosticados como BKPyV- e BKPyV+ no plasma. E) Niveis de ureia
plasmética (mg/dL) em funcéo dos pacientes diagnosticados como BKPyV- e BKPyV+ no plasma. F)
Ritmo de filtracdo glomerular estimado (mL/min/1,73m?) em funcdo dos pacientes diagnosticados
como BKPyV- e BKPyV+ no plasma. Teste de Mann-Whitney para dois grupos. *O valor de p<0,05

foi considerado significativo.
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Os niveis de ureia foram significativamente maiores em pacientes
diagnosticados como BKPyV+ em amostras de plasma em relagcdo aos pacientes
diagnosticados como BKPyV- (p=0,0320). Nao foram encontradas diferencas

significativas nas demais analises, como mostra a Figura 11.

Foi realizada a avaliacdo dos niveis de creatinina e ureia plasméticas e do
eRFG em funcdo dos pacientes diagnosticados como JCPyV- e JCPyV+ na urina
(representado pelas letras A, B e C) e no plasma (representado pelas letras D, E e
F), como mostra a Figura 12.
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Figura 12: Avaliagdo dos niveis de creatinina e ureia plasméticas e eRFG em funcéo dos
pacientes diagnosticados como JCPyV- e JCPyV+. Sigla NS: ndo significativo. A) Niveis de
creatinina plasmética (mg/dL) em funcdo dos pacientes diagnosticados como JCPyV- e JCPyV+ na
urina. B) Niveis de ureia plasmatica (mg/dL) em funcao dos pacientes diagnosticados como JCPyV-
e JCPyV+ na urina. C) Ritmo de filtracdo glomerular estimado (mL/min/1,73m?) em funcéo dos
pacientes diagnosticados como JCPyV- e JCPyV+ na urina. D) Niveis de creatinina plasmatica

(mg/dL) em funcao dos pacientes diagnosticados como JCPyV- e JCPyV+ no plasma. E) Niveis de
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ureia plasmatica (mg/dL) em fun¢do dos pacientes diagnosticados como JCPyV- e JCPyV+ no
plasma. F) Ritmo de filtragdo glomerular estimado (mL/min/1,73m?) em funcdo dos pacientes
diagnosticados como JCPyV- e JCPyV+ no plasma. Teste de Mann-Whitney para dois grupos. *O

valor de p<0,05 foi considerado significativo.

N&o foram encontradas diferencas significativas nas andlises dos niveis de
creatinina e ureia, assim como do eRFG, em fun¢édo do diagnostico de JCPyV no
plasma e na urina, como pode ser observado na Figura 12.

Foi realizada a avaliacéo dos niveis de creatinina e ureia plasméaticas e eRFG
em funcdo dos pacientes diagnosticados como BKPyV+ e JCPyV+ na urina
(representado pelas letras A, B e C) e no plasma (representado pelas letras D, E e
F), como mostra a Figura 13.
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Figura 13: Avaliacdo dos niveis de creatinina e ureia plasméticas e eRFG em funcéo dos
pacientes diagnosticados como BKPyV+ e JCPyV+. Sigla NS: ndo significativo. A) Niveis de
creatinina plasmatica (mg/dL) em funcéo dos pacientes diagnosticados como BKPyV+ e JCPyV+ na
urina. B) Niveis de ureia plasmética (mg/dL) em fun¢&o dos pacientes diagnosticados como BKPyV+

e JCPyV+ na urina. C) Ritmo de filtracdo glomerular estimado (mL/min/1,73m?) em funcéo dos
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pacientes diagnosticados como BKPyV+ e JCPyV+ na urina. D) Niveis de creatinina plasmatica
(mg/dL) em funcdo dos pacientes diagnosticados como BKPyV+ e JCPyV+ no plasma. E) Niveis de
ureia plasmatica (mg/dL) em funcdo dos pacientes diagnosticados como BKPyV+ e JCPyV+ no
plasma. F) Ritmo de filtragcdo glomerular estimado (mL/min/1,73m?) em funcdo dos pacientes
diagnosticados como BKPyV+ e JCPyV+ no plasma. Teste de Mann-Whitney para dois grupos. *O

valor de p<0,05 foi considerado significativo.

Os niveis de ureia plasmatica em funcao dos pacientes diagnosticados como
BKPyV+ no plasma foi maior do que dos pacientes JCPyV+, sendo observado
diferencas estatisticas (p= 0,0179). Nao foram encontradas diferencas estatisticas
significativas nas demais analises, conforme mostra a Figura 13.

Foi realizada a avaliagao entre a contagem global de leucécitos, hemoglobina
e plaguetas em funcdo dos pacientes diagnosticados como BKPyV- e BKPyV+
(representado pelas letras A, B e C) e no plasma (representado pelas letras D, E e
F), como mostra a Figura 14.
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Figura 14: Avaliacdo da contagem global de leucécitos, hemoglobina e plaquetas em funcgéo
dos pacientes diagnosticados como BKPyV- e BKPyV+. Sigla NS: ndo significativo. A) Contagem
global de leucécitos/mm?® em fungdo dos pacientes diagnosticados como BKPyV- e BKPyV+ na

urina. B) Dosagem de hemoglobina (g/dL) em funcéo dos pacientes diagnosticados como BKPyV-
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e BKPyV+ na urina. C) Contagem de plaquetas/mm?em funcgdo dos pacientes diagnosticados como
BKPyV- e BKPyV+ na urina. D) Contagem global de leucécitos/mm?® em fungéo dos pacientes
diagnosticados como BKPyV- e BKPyV+ no plasma. E) Dosagem de hemoglobina (g/dL) em funcéo
dos pacientes diagnosticados como BKPyV- e BKPyV+ no plasma. F) Contagem de plaguetas/mm?
em funcdo dos pacientes diagnosticados como BKPyV- e BKPyV+ no plasma. Teste de Mann-

Whitney para dois grupos. *O valor de p<0,05 foi considerado significativo.

A contagem global de leucécitos em funcdo dos pacientes diagnosticados
como BKPyV- no plasma foi maior do que dos pacientes BKPyV+, sendo observado
diferencas estatisticas (p= 0,0420). N&o foram encontradas diferengas estatisticas
significativas nas demais andlises realizadas, conforme mostra a Figura 14. Foi
realizada a avaliacdo entre a contagem global de leucdcitos, hemoglobina e
plaquetas em funcdo dos pacientes diagnosticados como JCPyV- e JCPyV+ na
urina (representado pelas letras A, B e C) e no plasma (representado pelas letras D,
E e F), como mostra a Figura 15.
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Figura 15: Avaliacdo da contagem global de leucdcitos, hemoglobina e plaquetas em func¢ao
dos pacientes diagnosticados como JCPyV- e JCPyV+. Sigla NS: ndo significativo. A) Contagem
global de leucécitos/mm3em funcdo dos pacientes diagnosticados como JCPyV- e JCPyV+ na urina.
B) Dosagem de hemoglobina (g/dL) em fun¢éo dos pacientes diagnosticados como JCPyV- e JCPyV+
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na urina. C) Contagem de plaguetas/mm?® em funcéo dos pacientes diagnosticados como JCPyV- e
JCPyV+na urina. D) Contagem global de leucécitos/mm3em funcéo dos pacientes diagnosticados
como BKPyV- e JCPyV+ no plasma. E) Dosagem de hemoglobina (g/dL) em fun¢éo dos pacientes
diagnosticados como JCPyV- e JCPyV+ no plasma. F) Contagem de plaguetas/mm?® em funcdo dos
pacientes diagnosticados como JCPyV- e JCPyV+ no plasma. Teste de Mann-Whitney para dois

grupos. *O valor de p<0,05 foi considerado significativo.

A avaliacao da contagem global de leucécitos, dosagem de hemoglobina e
contagem de plaquetas mostrou que todos os parametros foram maiores nos
pacientes JCPyV+ (detectado tanto na urina quanto plasma) do que dos pacientes
JCPyV-, porém estas diferencas ndo foram estatisticamente significantes, como
mostra a Figura 15.

Foi realizada a avaliacdo entre a contagem global de leucécitos, hemoglobina
e plaquetas em funcéo dos pacientes diagnosticados como BKPyV+ e JCPyV+ na
urina (representado pelas letras A, B e C) e no plasma (representado pelas letras D,

E e F), como mostra a Figura 16.
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Figura 16: Avaliacdo da contagem global de leucécitos, hemoglobina e plaquetas em func¢ao
dos pacientes diagnosticados como BKPyV+ e JCPyV+. Sigla NS: néo significativo. A) Contagem

global de leucacitos/mm?®em funcdo dos pacientes diagnosticados como BKPyV+ e JCPyV+ na urina.
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B) Dosagem de hemoglobina (g/dL) em fungcdo dos pacientes diagnosticados como BKPyV+ e
JCPyV+ na urina. C) Contagem de plaquetas/mm? em fungdo dos pacientes diagnosticados como
BKPyV+ e JCPyV+ na urina. D) Contagem global de leucdcitos/mm3em funcdo dos pacientes
diagnosticados como BKPyV+ e JCPyV+ no plasma. E) Dosagem de hemoglobina (g/dL) em fungéo
dos pacientes diagnosticados como BKPyV+ e JCPyV+ no plasma. F) Contagem de plaguetas/mm?
em fungcdo dos pacientes diagnosticados como BKPyV+ e JCPyV+ no plasma. Teste de Mann-

Whitney para dois grupos. *O valor de p<0,05 foi considerado significativo.

A avaliacado da contagem global de leucdcitos, dosagem de hemoglobina e
contagem de plaguetas mostrou que apresentaram diferencas estatisticas
significativas, como mostra a Figura 16.

5.2.3.3 Analises citoldgicas

Dos 92 pacientes avaliados, trés ndo realizaram a coleta de urina, portanto a
analise citologica foi realizada em 89 pacientes, dos quais 7 (7,9%) apresentaram
células decoy na urina (resultado positivo). Abaixo esta ilustrada uma imagem de

uma ceélula decoy para um paciente positivo para BKPyV (Figura 17).

Figura 17: Célula decoy observada no estudo transversal-observacional. Imagem da
lamina corada em Papanicolau 400x, apresentando célula decoy na urina do paciente 33 com
alteracéo da relacao nucleo-citoplasma, nicleo hipercromatico, cromatina irregular e multiplas

inclusdes hialinas virais.

Os pacientes foram distribuidos de acordo com o diagnéstico citolégico
realizado, sendo avaliados os pacientes com células decoy (+) e sem células decoy
(-) na urina, em funcdo do diagndstico molecular encontrado para BKPyV na urina e

no plasma. As analises de frequéncia foram realizadas, dadas em nimero absoluto
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e porcentagem. A frequéncia de células decoy apdés diagnostico de BKPyV na urina
esta demonstrada na Tabela 12.

Tabela 12 — Frequéncia de células decoy apds diagnéstico de BKPyV

na urina
Diagnéstico molecular (urina) Decoy - Decoy + p
0, 0,
BKPyV- 29 (100%) 0 (0%)
0,0175*
0, 0,
BKPyV+ 32 (82,1%) 7 (17,9%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintotico; os dados foram apresentados como valores

absolutos (frequéncia em %). *Valor de p<0,05 foi considerado significativo.

Foi observada uma maior frequéncia de pacientes sem células decoy com
diagnostico de BKPyV- na urina, em relacédo aos pacientes com células decoy e com
0 mesmo diagnéstico molecular. O mesmo foi observado quando analisado os
pacientes diagnosticados com BKPyV+ na urina que apresentaram menor frequéncia
de células decoy (+) na urina. Nesta analise houve diferencas estatisticas
significativas com p=0,0175, sensibilidade de 52,5% e valor preditivo positivo de

82,1%, como mostra a Tabela 12.

A frequéncia de células decoy apds diagnéstico de BKPyV no plasma esta
demonstrada na Tabela 13.

Tabela 13 — Frequéncia de células decoy apds diagnéstico de BKPyV no

plasma
Diagndéstico molecular (plasma) Decoy - Decoy + p
BKPyV- 60 (96,8%) 2 (3,2%)
0,0249*
BKPyV+ 22 (81,5%) 5 (18,5%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como valores

absolutos (frequéncia em %). *Valor de p<0,05 foi considerado significativo.

Foi observada uma maior frequéncia de pacientes sem células decoy com
diagnéstico de BKPyV- no plasma em relacdo aos pacientes com células decoy com
o0 mesmo diagnostico molecular. O mesmo foi observado quando analisado os

pacientes diagnosticados com BKPyV+ na urina que apresentaram menor frequéncia
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de células decoy (+) no plasma. Nesta analise houve diferencas estatisticas
significativas com p= 0,0249, sensibilidade de 26,8%, especificidade de 28,6%, valor
preditivo positivo de 81,5% e valor preditivo negativo de 3,2%, como mostra a Tabela
13.

5.2.3.4 Analises das bidpsias renais

Foi possivel constatar que a nefrite crénica tlbulo intersticial foi encontrada
em todos o0s pacientes com o diagnostico de infeccdo por poliomavirus
diagnosticados por biopsia renal. Estes dados foram coletados dos prontuarios
medicos do hospital.

Ao todo foram sete pacientes com diagnostico de nefrite cronica tubulo
intersticial em atividade secundaria a infeccdo por poliomavirus, sendo cinco
pacientes do estudo epidemiologico de 2013-2014 e dois do estudo transversal
observacional.

Os presentes achados morfologicos estdo de acordo com os padrdes
descritos pela Classificacdo histopatoldgica das rejei¢des (critério Banff) (1997-2017)
gue configuram a Nefrite Cronica Tubulo-intersticial como secundaria a infeccéo por
poliomavirus (Classe B2).

Dos sete pacientes diagnosticados, cinco pacientes (71,4%) perderam o
enxerto, com necessidade de terapia renal dialitica ou re-transplante. Desta forma,
fica clara a importancia do diagnostico precoce de BKPyV em pacientes

transplantados renais.

5.2.3.5 Analise de regresséo

Foi realizado um levantamento das frequéncias das variaveis BKPyV, JCPyV,
citomegalovirus (CMV), células decoy, rejeicdo poés-transplante, creatinina
plasmatica, ureia plasmatica, eRFG, hemoglobina, global de leucécitos e plaquetas
dos pacientes do estudo transversal-observacional diagnosticados por biépsia renal
com NCE (n=24). Os dados das bidpsias renais foram obtidos nos prontuarios
médicos. Os dados qualitativos foram descritos em nimero absoluto e frequéncia
(%). Os parametros bioquimicos e hematoldgicos foram descritos como mediana e

intervalo interquartilico (Tabela 14).



Tabela 14 - Levantamento de dados das

variaveis clinicas e laboratoriais de pacientes

com NCE
Parametros Valores
BKPyV no plasma 9 (37,5%)
BKPyV naurina 10 (42%)
JCPyV no plasma 8 (33,3%)

JCPyV naurina

11 (45,8%)

CMV

11 (45,8%)

Células decoy

3 (12,5%)

Rejeicdo pos-Tx

13 (54,2%)

Creatinina (mg/dL)

1,51 (1,2-2,9)

Ureia (mg/dL)

53,5 (42-100)

eRFG (mL/min/1,73m?)

51 (20-70,6)

Hemoglobina (g/dL)

10,4 (8,8-12)

Global de leucécitos/mm?

5.900 (3.100-8.000)

Plaquetas/mm?

208.000 (148.500-240.500)
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Os dados obtidos na Tabela 14 foram utilizados para direcionar as variaveis

de interesse na analise de regressao.

Em seguida, foi realizada a andlise de regressao conforme Tabela 15. Foram
mostrados os resultados obtidos ap6s analise de regressdo univariada, com 0s
valores da exponencial B, intervalo de confianga (95%) e valor de p, relacionando a
nefropatia crénica do enxerto (variavel dependente) com as variaveis independentes
(BKPyV, JCPyV, citomegalovirus, células decoy, rejeicdo pds-transplante, creatinina
plasmatica, ureia plasmatica, eRFG, hemoglobina, global de leucécitos e

plaguetas).
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Tabela 15 — Resultados da andlise de regressao univariada

Exponencial (B) Intervalo de confianca (95%) p
BKPyV no plasma 0,612 0,228-1,643 0,330
BKPyV naurina 1,655 0,497-5,507 0,411
JCPyV no plasma 1,263 0,464-3,438 0,647
JCPyV naurina 1,833 0,511-6,571 0,352
CMV 7,253 2,363-22,26 0,001*
Células decoy 2,287 0,471-11,104 0,305
Rejeicdo pos-Tx 10,13 3,301-31,090 0,000*
Creatinina 2,820 1,346-5,906 0,006*
Ureia 1,025 1,006-1,045 0,009*
eRFG 0,978 0,956-1,0 0,048*
Hemoglobina 1,412 0,693-2,877 0,342
Global de leucdcitos 1,0 1,0-1,0 0,123*
Plaquetas 1,0 1,0-1,0 0,452

CMV: citomegalovirus; eRFG: ritmo filtragdo glomerular estimado; Rejeigdo p6s-Tx: rejeicdo pos-transplante. Andlise de
regressdo binaria univariada,validada pelo teste de Hosmer Lemeshow (p>0,05) e teste Omnibus (p<0,05). *O valor de

p=<0,20 foi considerado significativo.

Houve associacdo entre a NCE e a infeccéo por citomegalovirus, rejeicdo pos-
transplante, creatinina, ureia e contagem global de leucécitos com p<0,20. Este valor
de p<0,20 foi um ponto de corte para incluir as variaveis na analise multivariada.

Desta forma, na Tabela 16 foram mostrados os resultados obtidos apos
analise de regressao multivariada, com os valores da exponencial (3, intervalo de
confianca (95%) e valor de p, relacionando a NCE (variavel dependente) com as
variaveis independentes (CMV, rejeicdo pos-transplante, creatinina plasmatica, ureia

plasmatica, eRFG e global de leucécitos).
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Tabela 16 — Resultados da anélise de regressao multivariada

Exponencial (B) Intervalo de confianga (95%) p
CMV 12,429 3,133-49,314 0,000*
Rejeicdo pos-Tx 7,215 1,880-27,686 0,004*
Creatinina 3,327 1,344-8,233 0,009*
Ureia 0,974 0,940-1,011 0,163
eRFG 1,027 0,977-1,080 0,294
Global de leucdcitos 1,000 0,999-1,000 0,120

CMV: citomegalovirus; eRFG: ritmo filtragdo glomerular estimado; Rejeicdo pds-Tx: rejeicdo pos-transplante. Analise de
regressao binaria univariada,validada pelo teste de Hosmer Lemeshow (p>0,05) e teste Omnibus (p<0,05). *O valor de

p<0,05 foi considerado significativo.

ApOs 0 ajuste, permaneceu a associagao entre a nefropatia cronica do enxerto

e a infeccao por CMV, rejeicdo pos-transplante e creatinina plasmatica com p<0,05.

5.2.3.6 Fluxograma do estudo transversal-observacional

No fluxograma foi ilustrado o diagnéstico molecular da infeccdo por BKPyV
no plasma e urina e a sua relagdo com o desenvolvimento da nefropatia cronica do
enxerto e rejeicdo ao enxerto (APENDICE C).

Dos 92 pacientes do estudo transversal-observacional, foram avaliados os
pacientes com relacdo ao desenvolvimento da NCE pos-transplante, dos quais 24
pacientes apresentaram alteracdes morfolégicas renais sendo considerados
pacientes nefropatas e dos quais 68 pacientes foram considerados ndo nefropatas.

Dos 24 pacientes com diagnostico de NCE, 10 pacientes apresentaram
diagndstico molecular positivo para BKPyV na urina, nove pacientes apresentaram
diagndstico inconclusivo e cinco pacientes apresentaram diagndstico molecular
negativo para BKPyV na urina.

Dos 10 pacientes nefropatas crénicos e positivos para BKPyV na urina, trés
pacientes apresentaram células decoy na urina e sete pacientes ndo apresentaram.
Dentre os trés pacientes com presenca de células decoy na urina, dois pacientes

apresentaram diagndéstico molecular positivo para BKPyV no plasma e um paciente
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foi negativo. Os dois pacientes positivos para BKPyV no plasma e positivos para
células decoy ndo apresentaram rejeicdo ao enxerto renal.

Em relagéo aos 10 pacientes considerados nefropatas cronicos e que tiveram
diagndstico molecular positivo para BKPyV na urina, sete pacientes apresentaram
diagnéstico positivo para BKPyV no plasma e trés pacientes tiveram diagndstico
negativo no plasma. Dentre os trés pacientes nefropatas crénicos e positivos para
BKPyV na urina, mas negativos no plasma, apenas um teve rejei¢ao e dois pacientes
nao tiveram rejeicdo ao enxerto. Dos sete pacientes nefropatas cronicos, positivos
para BKPyV no plasma e na urina, quatro pacientes nao tiveram rejeicado e trés
pacientes tiveram rejeigao.

Nove pacientes foram considerados duplo positivos, 2 pacientes cujo 0s
resultados das células decoy foram positivas no diagnéstico de BKPyV na urina e
no plasma juntamente com 7 pacientes cujo diagnéstico molecular de BKPyV na
urina e no plasma foi positivo.

Dos 24 pacientes com diagnostico de NCE, cinco pacientes apresentaram
diagnositco negativo para BKPyV na urina e no plasma. Sendo que destes cinco
pacientes, quatro pacientes apresentaram rejeicdo ao enxerto e um paciente néo
teve rejeicao.

Em relacdo ao 68 pacientes que ndo desenvolveram a NCE, 29 pacientes
apresentaram diagnostico molecular positivo para BKPyV na urina, 15 pacientes
apresentaram diagnostico inconclusivo e 24 pacientes apresentaram diagnostico
molecular negativo para BKPyV na urina.

Dos 29 pacientes ndo nefropatas crénicos e positivos para BKPyV na urina,
guatro pacientes apresentaram células decoy na urina e 25 pacientes nao
apresentaram. Dentre 0s quatro pacientes com presenca de células decoy na urina,
trés pacientes apresentaram diagnéstico molecular positivo para BKPyV no plasma
e 1 paciente foi negativo. Os 3 pacientes positivos para BKPyV no plasma e positivos
para células decoy, ndo apresentaram rejeicdo ao enxerto renal.

Dos 29 pacientes considerados ndo nefropatas cronicos e que tiveram
diagndstico molecular positivo para BKPyV na urina, 16 pacientes apresentaram
diagndstico positivo para BKPyV no plasma e 13 pacientes tiveram diagndstico
negativo no plasma. Dentre os 16 pacientes nao nefropatas cronicos e positivos
para BKPyV na urina e no plasma, apenas 1 teve rejeicdo e 15 pacientes néo

tiveram rejeicdo ao enxerto. Dentre os 13 pacientes que tiveram diagnostico positivo
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para BKPyV na urina, mas negativo no plasma, 12 pacientes tiveram rejeicdo ao
enxerto e apenas 1 paciente nao teve rejeigcao.

Em relagéo aos 24 pacientes nao nefropatas crénicos, negativos para BKPyV
na urina, 0 pacientes tiveram diagnéstico de BKPyV positivo no plasma e 24
pacientes tiveram diagndstico negativo para BKPyV no plasma e na urina. Dentre
estes 24 pacientes, 2 pacientes tiveram rejeicdo ao enxerto e 22 pacientes nao
apresentaram rejeicdo, sendo estes considerados duplo negativos.

Em resumo, foram avaliados 92 transplantados renais, dos quais 24
desenvolveram NCE e 68 ndo desenvolveram. Dentre os 24 nefropatas cronicos, dez
foram positivos para BKPyV na urina e apenas sete confirmados no plasma, havendo
rejeicdo em apenas trés pacientes.

Pode-se inferir que apenas trés pacientes com virdria e viremia associada ao
BKPyV desenvolveram rejei¢cdo ao enxerto com o desenvolvimento da NCE.

O presente estudou mostrou baixo indice de casos de desenvolvimento da

NCE associada a infeccéao pelo BKPyV na populacdo estudada.

5.2.3.7 Desenvolvimento da NCE apds analise do fluxograma
Os pacientes foram distribuidos de acordo com o resultado das biopsias renais
obtidas, sendo avaliados os pacientes com ou sem nefropatia crénica do enxerto em

relacdo ao diagnoéstico molecular encontrado para BKPyV na urina e no plasma.

Os pacientes foram agrupados em dois grupos, os que desenvolveram
nefropatia crénica e os pacientes sem nefropatia crénica, sendo que a frequéncia de
pacientes diagnosticados com presenca de nefropatia cronica nesta andlise
deveriam ser positivo para BKPyV na urina e no plasma conjuntamente, sendo
considerados duplos positivos. E os pacientes ndo nefropatas crénicos deveriam ser
negativo para BKPyV na urina e no plasma conjuntamente, sendo considerados

duplos negativos.

A Tabela 17 foi criada a partir dos dados coletados no fluxograma. As analises

de frequéncia foram realizadas, dadas em numero absoluto e a frequéncia (%).



Tabela 17 - Frequéncia de nefropatas cronicos ou nao

relacionando ainfec¢cdo por BKPyV na urina e no plasma

BKPyV- (duplos

BKPyV+ (duplos

negativos) positivos)
Sem nefropatia cronica 24 (60%) 16 (40%)
Com nefropatia crénica 5 (41,7%) 7 (58,3%)

Teste Qui-Quadrado de Pearson Assintético; os dados foram apresentados como

valores absolutos (frequéncia em %).

Foi realizado o Teste Qui-Quadrado de Pearson sendo que a maior frequéncia
de pacientes do estudo foram duplos negativos para BKPyV e sem o
desenvolvimento da NCE e esta relacdo apresentou uma especificidade de 30,4% e
sensibilidade de 82,8%, com valor preditivo positivo de 60,0% e valor preditivo

negativo de 58,3%. As analises realizadas nao apresentaram diferencas estatisticas

significativas.

86
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo clinica, demografica e laboratorial do estudo retrospectivo

de 2013-2014

As caracteristicas demograficas mostradas na Tabela 5 corroboram com
dados da literatura, segundo Batista e colaboradores (2017) e Alves (2018), a maior
parte dos individuos em lista de espera pelo transplante sdo do sexo masculino com
idade compreendida entre 51 a 60 anos. Condizentes com a pesquisa de De Oliveira
e colaboradores (2014) realizada nas regides Sul, Sudeste e Nordeste, nas quais
verificou-se que a maioria dos pacientes inscritos em programas de hemodialise e
gue aguardam o transplante renal tem idade acima de 50 anos e sexo masculino
predominante (DE OLIVEIRA; FORMIGA; ALEXANDRE, 2014). De acordo com o
Ministério da Saude, os homens sdo mais vulneraveis as doencas crbnicas, em
especial hipertensao arterial sistémica e diabetes mellitus, principais fatores de risco
para doenca renal crénica. Observa-se, no cotidiano dos servi¢cos de saude, que 0s
homens em idade ativa de trabalho procuram menos atendimento do que as
mulheres, uma vez que estas buscam mais os servi¢cos de saude devido a cuidados
ginecologicos. Este fato pode estar relacionado a vulnerabilidade masculina com
propensdo a sugerir superioridade nas filas de espera pelo transplante renal
(BATISTA et al.,, 2017). Os efeitos prejudiciais da testosterona, como suas
propriedades pro-apoptoticas e pro-fibroticas também estédo relacionadas ao maior
namero de casos de insuficiéncia renal nos homens. Além disso, os efeitos
renoprotetores dos estrogénios na idade reprodutiva podem favorecer o menor
namero de casos de transplante renal em mulheres (ALVES, 2018). Apesar da maior
prevaléncia do sexo masculino, em nosso estudo ndo houve grande diferenca com

relacdo ao sexo feminino, apesar do predominio ainda ser masculino.

No presente trabalho, a cor parda foi a mais prevalente, porém, em um estudo
com 3.614 transplantados renais no Hospital do Rim em S&o Paulo foi observada a
prevaléncia da cor branca em 1.906 pacientes (52,7%) desta populagédo de estudo,
0 que foi similar em outras pesquisas (PESTANA, 2017; BATISTA et al., 2017). A

diferenca do nosso estudo quando comparado aos demais pode ser explicado pela
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miscigenacgdo da populacgédo brasileira que talvez no hospital Feliico Rocho foi mais

prevalente e também pela cor ser autodeclarada.

As causas primarias de doenca renal crébnica mais prevalentes neste estudo
foram as glomerulopatias, seguido das doencas primarias de causas indeterminadas
(Tabela 6). Em um estudo com 3.614 pacientes transplantados renais as doencas
indeterminadas foram as mais prevalentes (33,6%) e as glomerulopatias estavam
presentes em 18,2% (PESTANA, 2017). Outro estudo sobre o perfil epidemioldgico
constatou que as doencas de base como hipertensao arterial sistémica e diabetes
mellitus sdo comumente identificadas como as principais responsaveis por cerca de
metade das doencgas em pacientes em tratamento dialitico no Brasil e as causas de
etiologia desconhecida para doenca renal crénica também aparecem
constantemente nos registros (BATISTA et al., 2017). Portanto, as causas primarias

foram distintas entre os centros medicos hospitalares.

O tempo pos-transplante menor ou igual a 5 anos indica que o estudo
retrospectivo de 2013-2014 apresentou um tempo de sobrevida do enxerto

satisfatoria.

O tipo de doador falecido foi 0 mais prevalente nesta populacao, presente em
106 pacientes, o que corrobora com os achados da literatura. Segundo o Registro
Brasileiro de Transplantes, em 2018 foram realizados no Brasil 4.905 transplantes
com doadores falecidos e 1.018 transplantes com doadores vivos (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE TRANSPLANTES DE ORGAQS - ABTO, 2019). O nimero elevado
de transplantes com doadores falecidos se deve a uma politica nacional e local que
visa aprimorar a aquisicdo de orgdos e promover a doacdo de Orgaos entre as
familias, frutos de um sistema de transplante nacional publico competente,

sistematico e financiado pelo governo (PESTANA, 2017).

Com base nos resultados encontrados para as comorbidades adquiridas pos-
transplante, as mais prevalentes em nosso estudo foram as mudltiplas. O que
corrobora com um achado na literatura em que a maioria dos transplantados sofre
de hipertensédo arterial sistémica; seguido de glomerulonefrite crbnica, diabetes
mellitus e de doencas ndo especificadas nos prontuarios médicos. Apesar do

aparecimento de tais comorbidades, a mortalidade por doencas cardiovasculares é
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menos comum apods o transplante quando comparada aos pacientes dialiticos
(SANTOS et al., 2017).

Com relacéo a terapia renal substitutiva pré-transplante, a hemodialise foi a
mais prevalente. A taxa de prevaléncia global de pacientes em tratamento dialitico €
de 552 pacientes por milhdo da populacdo, sendo a hemodialise a terapia renal
substitutiva mais prevalente no mundo (SESSO et al., 2016). No Brasil, segundo o
censo de didlise de 2014, ha um total estimado de 112.004 pacientes em tratamento
dialitico, sendo que, desses, 91% tém como modalidade de dialise a hemodidlise
(LESSA et al., 2018).

A imunossupressdo pos-transplante mais prevalente foi o regime
imunossupressor triplo com Micofenolato Mofetil de Sodio (antiproliferativo),
Tacrolimus (inibidor de calcineurina) e Prednisona (corticéide) (Tabela 10).0 que
corrobora com dados da literatura, segundo o “Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas”, portaria SAS/MS n° 712, de 13 de agosto de 2014, para receptores
de doador vivo (HLA idéntico ou distinto) ou falecido, recomenda-se o esquema de
imunossupressao triplice com Prednisona, Azatioprina e Ciclosporina ou Tacrolimus.
Alternativamente o esquema com Prednisona, Micofenolato de Mofetila ou de sodio
e Ciclosporina ou Tacrolimus pode ser adotado, sendo que 0 uso dos precursores
do acido micofendlico (MMFNa) fica reservado para situagcdes como intolerancia
clinica comprovada a Azatioprina, evidenciada clinicamente por leucopenia intensa
e precoce ou, laboratorialmente, pela deficiéncia da enzima tiopurina
metiltransferase, outra situacao seria nefropatia crénica do enxerto comprovada com
dados clinicos e histolégicos; ou apos rejeicbes celulares agudas recorrentes,
histologicamente comprovadas, ou diante de comprovada rejeicdo mediada por
anticorpos. Em ambas as situacdes recomenda-se também a reformulacéo de outros
imunossupressores, com reajuste na dose dos imunossupressores ou troca de
Ciclosporina por Tacrolimus. No Hospital Felicio Rocho, foi observado que desde o
inicio da terapia imunossupressora de manutenc¢ao os pacientes eram tratados com

a imunossupressao triplice mais prevalente em nosso estudo.

O tratamento de inducdo pos-transplante mais prevalente em nosso estudo
foi com o medicamento Simulect (anticorpos monoclonais anti-receptores de IL-2),
se administrado em 2 doses de 20 miligramas, a primeira no dia zero e a segunda

no quarto dia pés-operatorio, podem reduzir a frequéncia de rejeicdes agudas sem
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ocasionar maior incidéncia de infec¢gbes ou de doenca linfoproliferativa. Embora na
literatura tenha sido encontrado que a terapia de indugéo com anticorpos anti-células
T propicia melhores resultados, com menores taxas de rejeicao. A terapia de inducao
com imunoglobulina anti-timécito € o tratamento que se associa a melhores
respostas e, posteriormente, a esquema de manutencdo sem corticosteroides

(PROTOCOLO CLINICO E DIRETRIZES TERAPEUTICAS, 2014).

Com relacgéo as infeccgdes virais adquiridas, a infeccao por citomegalovirus foi
a mais prevalente, o que corrobora com dados da literatura, onde o citomegalovirus
€ uma das principais manifestacdes que ocorrem ap0s o transplante, com alto indice
de morbidade e mortalidade entre o primeiro e o quinto més pos-transplante renal.
Em casos mais graves, 0s pacientes podem apresentar disfagia, odionofagia,
nauseas, vomitos, dor abdominal, sangramento gastrointestinal, perfuracédo e
diarréia (T1ZO & MACEDO, 2015).

Com relacdo a compatibilidade HLA, a maioria apresentou entre 0 a 3 alelos
HLA correspondentes entre doador e receptor. Na atual rotina laboratorial dos
exames de histocompatibilidade pré-transplante séo avaliados os locos HLA-A, HLA-
B, HLA-C e HLA-DRBL1. No presente estudo foram avaliados os locos HLA-A,Be C
do doador e receptor, totalizando o maximo de 6 matchs/compatibilidades alélicas.
Em nosso estudo e segundo dados da literatura, os receptores de transplante
incompativeis ou com baixa compatibilidade HLA tém maior chance de desenvolver
anticorpos especificos do doador (DSA), associados a baixa sobrevida do aloenxerto
(KRAMER et al., 2017). O polimorfismo HLA € importante do ponto de vista biologico,
pois dota os individuos de uma maior abrangéncia de moléculas apresentadoras de
antigenos ao sistema imune. E no que se refere aos antigenos principais de
histocompatibilidade, tal diversidade reduz e/ou dificulta as chances de se encontrar

doadores nao relacionados com os mesmos haplotipos HLA (RUIZ, 2004).

Com relacdo ao diagnostico de rejeicdo, a maioria ndo desenvolveu rejeicao
pos-transplante. Segundo dados da literatura, a rejeicdo celular aguda é a mais
acometida, entre 20% a 80% dos receptores podem adquirir esta rejeicao (T1ZO &
MACEDO, 2015). O desenvolvimento da rejeicdo pode estar relacionado ao perfil
dos receptores, as condicdes ambientais, as praticas assistenciais, as técnicas
cirargicas, entre outros fatores. Na pratica clinica, observa-se que os principais sinais

e sintomas que caracterizam a rejeicao sao febre, hipertensdo arterial sistémica,
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aumento do volume e dor sobre o enxerto, diminuicdo do volume urinério e o
aumento do valor da creatinina sérica sem outra explicacdo para a ascenséo. O
diagnéstico precoce da rejeicao aguda é crucial para funcéo e sobrevida do enxerto
(CORREA et al., 2013).

Com relagao ao desenvolvimento da NCE, a maioria ndo desenvolveu, o que
indica que o monitoramento poés-transplante tem sido satisfatério, com o uso de
tratamento imunossupressor adequado bem como de outros medicamentos
associados, atrelado aos habitos de vida saudaveis. Como demonstrado
anteriormente sobre a imunossupressao, a terapia imunossupressora tripla utilizada
no Hospital Felicio Rocho previne o possivel desenvolvimento de nefropatia cronica
do enxerto, por isso, a baixa prevaléncia de casos de nefropatia na populacéo
estudada, além dos pacientes serem bem monitorados (PROTOCOLO CLINICO E
DIRETRIZES TERAPEUTICAS, 2014).

Os rins sdo os 6rgados primarios para a eliminacdo de produtos indesejaveis
do metabolismo. Dentre estes produtos estéo incluidos a ureia (principal metabdlito
nitrogenado derivado da degradacdo protéica) e a creatinina (metabdlito derivado de
aminoacidos oriundo do metabolismo muscular da creatina e da ingestao de carne)
(BIAVA et al., 2014). A creatinina é filtrada livremente no glomérulo, ativamente
secretada em pequena parcela, mas o suficiente para estimar o RFG, sendo muito
utilizada como marcador de avaliacdo para a funcdo renal. Este exame é
rotineiramente solicitado no poés-transplante renal para monitorar os pacientes e
detectar precocemente a existéncia de rejeicdo ao Orgao transplantado (MOTA,
2012).

A ureia apesar de ser filtrada livremente pelo glomérulo, ndo pode ser
reabsorvida nem secretada ativamente, representando um fraco preditor do RFG,
mas sua determinacdo em conjunto com a creatinina pode indicar estados
patolégicos distintos. E o0 RFG é definido como o volume plasmatico de uma
substancia que pode ser completamente filtrada pelos rins em uma determinada
unidade de tempo (SODRE; COSTA; LIMA, 2007).

Os niveis plasmaticos de ureia e creatinina sdo indicadores tardios do
funcionamento normal do rim e quando aumentados séo indicadores de disfungéao
renal (MITTAL et al., 2012; PANDYA et al., 2016).
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Segundo Santos e colaboradores (2018), a doenca renal cronica consiste no
comprometimento lento, insidioso e irreversivel da funcéo renal que ocorre em
decorréncia do excesso de produtos hidrogenados (ureia e creatinina) no sangue, 0s
guais impossibilitam os rins de manterem o equilibrio corporal. Diante deste contexto,
0s niveis plasméticos de ureia e creatinina foram mensurados. Os pacientes deste
estudo apresentaram bom monitoramento poés-transplante em relacdo aos
parametros bioquimicos analisados, vale ressaltar que apesar de serem
transplantados renais, eles ndo deixaram de ser doentes renais crénicos (Tabela 7).
Em relacdo ao RFG, ele € comumente calculado usando equacdes de estimativa
baseadas nos valores da creatinina plasmatica sendo que o desempenho destas
equacdes em receptores do transplante renal ndo estad claro, apresentando
resultados conflitantes entre os estudos. ApoOs o transplante renal, a composi¢ao
corporal pode sofrer algumas alteracdes, com alta prevaléncia de obesidade e perda
de massa muscular devido ao uso de esterodides, o que poderia alterar os resultados
destas equacdes. Assim, para estes receptores, a validacao especifica de equacdes
da funcao renal se faz necessaria. Mas o que se pode afirmar com os valores do
ritmo de filtracdo glomerular é de que eles tendem a declinar a partir dos 40 anos,
independentemente se o individuo € transplantado ou ndo, o que corrobora com o
achado do estudo (POTTEL et al., 2017). Além disso, a média do RFG encontrada &

semelhante ao achado em transplantados renais.

6.2 Caracterizacao clinica, demogréfica e laboratorial do estudo transversal-

observacional

As caracteristicas demogréficas e clinicas desta populacao foram semelhante
ao estudo retrospectivo discutido acima, com excecdo da cor autodeclarada dos
pacientes (Tabela 8). A imunossupressao pos-transplante mais prevalente também
foi semelhante ao estudo anterior. J4 o tratamento de indu¢éo pos-transplante mais
prevalente neste estudo foi com o medicamento Timoglobulina, usado em 34
pacientes, e como discutido anteriormente ele é considerado o tratamento de
escolha, apesar das vantagens do uso do Simulect ja discutidas. Com relacdo as
infec¢Bes virais adquiridas, a infeccdo por citomegalovirus foi a mais prevalente,

semelhante ao achado do estudo anterior. Com relacdo ao diagnéstico de rejeicéo e
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NCE, a maior parte ndo as desenvolveram, o que indica que o monitoramento pos-

transplante tem sido satisfatério, semelhante ao descrito anteriormente no item 6.1.

A evolucéo dos niveis plasmaticos de creatinina e ureia ap0s o transplante
demonstram bom monitoramento e boa recuperacédo da funcao renal pds-transplante
tanto dos pacientes diagnosticados com BKPyV ou JCPyV positivo quanto negativo,
sendo os niveis encontrados dentro da normalidade. E como descrito por Varella e
colaboradores (2014), o virus estabelece uma fase latente, persistindo
indefinidamente em diferentes tecidos, em especial no trato urinario, 0 que poderia
explicar a auséncia de alteracdes aparentes nos parametros bioquimicos. Diretrizes
internacionais recomendam a triagem da replicacéo viral, avaliando-se a urina ou
plasma, pelo menos a cada trés meses durante os primeiros dois anos apos o
transplante, em seguida, anualmente durante cinco anos, e se houver um aumento

inexplicavel da creatinina sérica poOs-tratamento € indicativo de rejeicdo aguda
(NIHEI; PIERROTTI; DAVID-NETO, 2016).

Os niveis elevados de ureia (Figura 11 e 13), segundo Bastos & Kirsztain
(2011), podem ocorrer devido a dieta com alto consumo de proteinas, destruicao
tedicual, hemorragia gastrointestinal ou terapia com corticosteréides. O estudo de
Giacomelli & Pedrazzi (2001), também demonstrou que varias alteracbes que
modificam as taxas de filtracdo glomerular, de ureia e creatinina plasmaticas, sao
alteradas devido ao uso de farmacos. Estes achados corroboram com os nossos
resultados, além da questao farmacolégica. O uso de imunossupressores representa
um fator importante de reativacdo do BKPyV. A imunossupressao necessaria para
sustentar o aloenxerto predispde o0s receptores de transplantes a infeccdes
oportunistas, que atualmente representam uma causa significativa de morbidade e
mortalidade (MYSOREKAR et al., 2012). O local inicial da reativacdo do BKPyV € o
trato urinario e a sua primeira manifestacao é a excrecao assintomatica do virus na
urina. Dependendo do grau de reatividade, o virus pode ser eliminado na urina sem
entrar na corrente sanguinea, pode persistir na urina ou progredir para viremia e
desenvolver a nefropatia (MONTAGNER et al.,, 2007). As taxas aumentadas de
infeccdes virais em receptores de transplantes séo recorrentes. O CMV e o BKPyV
sdo as causas mais comuns de infec¢do apds o transplante renal e sGo comumente
adquiridas durante a dialise ou através de transfusdo sanguinea. No entanto, em

nosso estudo ndo foram observadas diferencas estatisticas nos niveis de creatinina.
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Apesar da dosagem sérica de creatinina ser um marcador da funcao renal, a sua
analise isolada ndo € capaz de definir a causa da disfuncdo dos pacientes
transplantados renais (SANTOS et al., 2004). O que corrobora com o estudo de Maia
(2008) avaliando 50 transplantados renais, 0s niveis séricos elevados de uréia e
creatinina, utilizados isoladamente, nao diferenciaram pacientes que apresentaram
disfuncdo do enxerto devido a rejeicdo celular aguda ou em decorréncia de
replicacéo viral pelo BKPyV (p>0,05). J4 a correlacdo dos niveis alterados de uréia
e creatinina, com a presenca ou auséncia das células decoy, foi estatisticamente
significativa (p < 0,05). No entanto, segundo Kayler e colaboradores (2008), quando
hé progressao para nefropatia esta € marcada pelo aumento dos niveis séricos de
creatinina, podendo ser detectada a presenca de BKPyV na urina e no plasma.
Embora em nosso estudo ndo tenha sido encontrada diferencas estatisticas nos

niveis de creatinina plasmatica.

Com relacdo a avaliacdo dos niveis de ureia plasmatica em funcdo dos
pacientes diagnosticados com virdria e viremia por BKPyV e JCPyV, foi observado
maiores niveis de ureia nos pacientes com viremia por BKPyV em relacdo aos
pacientes com viremia por JCPyV, com diferencas estatisticas (p=0,0179), conforme
mostra a Figura 13. O que corrobora com dados da literatura, uma vez que o BKPyV
estd mais associado a complicagbes renais quando comparado ao JCPyV
(VARELLA et al., 2014; DIVERS et al., 2019).

Segundo Divers e colaboradores (2019), o JCPyV e BKPyV séo notaveis por
seu tropismo pelo rim, onde eles permanecem em estado latente, mas sofrem
reativacao periodica levando a sua excrecédo na urina. Cerca de 60-80% dos adultos
Sa0 soropositivos para esses virus, e 20 a 40% excretam o virus na urina a qualquer
momento. Porém, altos niveis de replicacéo viral podem levar a morte celular e ao
desenvolvimento de outras doencas. Aproximadamente 10% dos receptores do
transplante sofrem de nefropatia cronica associada ao BKPyV podendo resultar em
perda do enxerto. Da mesma forma, a replicacdo de BKPyV esta associada ao
declinio da funcéo renal em receptores de transplante alogénico de células-tronco
hematopoiéticas. Em contraste com o BKPyV, a doenca causada pelo JCPyV & mais
associada ao sistema nervoso central (DIVERS et al., 2019). Além disso, segundo
Divers e colaboradores (2019), h&a evidéncias de uma associagdo protetora entre a

presenca de JCPyV na urina e a nefropatia ndo-diabética. Apesar do resultado
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paradoxal da associagdao protetora, foi demonstrado no estudo de Pires e
colaboradores (2011) a presenca de taxas mais baixas de doenga renal avangada
em pacientes com JCPyV presente na urina (PIRES et al., 2011). A virtria de JCPyV
também estd associada a taxas mais baixas de rejeicdo aguda e falha do aloenxerto
em receptores do transplante de rins e possui menor probabilidade de causar
inflamacéo no parénquima renal (gerador de glomerulosclerose e/ou doenca renal
cronica) (DIVERS et al., 2019). A virtria de JCPyV é postulada como sendo um
marcador do sistema imunoldgico do hospedeiro mas que falha ao erradicar virus
nao-nefropéticos. Diante deste achado, pode-se dizer que a associacédo do JCPyV
com complicagBes renais pos-transplante € baixa quando comparada ao BKPyV, o
gue explicaria a maior elevacdo da ureia plasmatica nos individuos BKPyV+.
Segundo Divers e colaboradores (2019) o cenario clinico sugere que o JCPVV exibe
uma relacdo comensal com o urotélio e as células renais, o que também explicaria

os resultados néo significativos encontrados na Figura 12.

O hemograma completo € um dos exames mais solicitados no laboratorio
clinico, pois apresenta grande importancia na avaliacdo geral do paciente, no auxilio
ao diagnostico, assim como no acompanhamento do tratamento de diversas
doencas, além de ser essencial na investigacdo das doencas adquiridas ap0s o
transplante. Dentre as principais alteracbes avaliadas, podemos citar as anemias
carenciais, anemias associadas a doencas cronicas, poliglobulias, leucocitoses
infecciosas e as leucemias. Sendo que 0 organismo possui um sistema imune
especifico de combate aos diferentes agentes toxicos e infecciosos, seja por
destruicdo de agentes invasores ou pela formacéo de anticorpos e linfécitos capazes
de destruir patégenos (RENA et al., 2001; GROTTO, 2009; HLAVAC, 2012). Diante
deste contexto foi realizada a analise hematologica dos pacientes no pré e pés-
transplante renal. A contagem global de leucécitos avaliada em funcdo do
diagnostico de BKPyV no plasma, mostrou que os pacientes positivos para BKPyV
tiveram a global de leucdcitos significativamente menor do que em pacientes
negativos para BKPyV, mas com valores leucocitarios ainda dentro da normalidade,
pode-se dizer que h&d uma predisposi¢do dos pacientes com viremia pelo BKPyV de
desenvolver quadros de leucopenia, porém ainda sem alteracdes aparentes no
hemograma, como mostra a Figura 14. O que corrobora com dados da literatura. O

BKPyV pode atuar como agente imunomodulador, tornando os pacientes mais
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suscetiveis a infecgbes por outros organismos. No entanto, no estudo de Pérez-
Torres e colaboradores (2010), foi descrito que nenhum episédio de leucopenia foi
relatado em pacientes do grupo controle quando comparado aos pacientes com
BKPyV (p=0,001). Também foi observado que nove de 17 transplantados renais
desenvolveram a nefropatia cronica e apresentaram leucopenia grave em algum
periodo proximo ou no momento da bidpsia. Sendo levantado o seguinte
guestionamento, se a leucopenia representa um fator de risco para o
desenvolvimento da infeccdo por BKPyV ou se ela é o resultado da infec¢do por
BKPyV, esta resposta néo foi esclarecida no estudo de Pérez-Torres e colaboradores
(2010) e permanece em aberto apds a nossa analise e busca na literatura. Além
disso, medicamentos profilaticos, incluindo Inibidores da calcineurina,
Sulfametoxazol mais Trimetoprima, Valganciclovir e Micofenolato Mofetil sdo bem
conhecidos por causarem leucopenia/neutropenia (SMITH et al., 2014), sendo estes
medicamentos bastante utilizados pelos transplantados renais. Outro estudo em
pacientes oncoldgicos mostraram que a presenca de infeccdo por BKPyV foi
significativamente associada a uma diminuicdo na contagem global de leucdcitos

entre os pacientes com tumores sélidos (p= 0,025) (LOUTFY et al., 2017).

6.3 Diagndéstico Molecular

As técnicas moleculares para obtengao do fragmentode B-actina (220pb), bem
como de BKPyV (284pb) e JCPyV (190pb) mostraram-se satisfatorios. Sendo este
experimento realizado com base nos primers construidos anteriormente pelo estudo
de De Souza e colaboradores (2018). Apesar da utilizacdo dos iniciadores ja
desenhados, foi realizada alteragdes nas condi¢cfes 6timas da PCR, como descrito
em materiais e métodos, sendo possivel a adaptacdo da técnica em nosso
laboratorio, seguindo as nossas proprias condicdes. Em nosso experimento o limite
de deteccdo encontrado para BKPyV foi de 10*copias/pL, semelhante ao estudo de
De Souza e colaboradores (2018). E o limite encontrado para JCPyV foi de 102
copias/pL. No estudo de De Souza e colaboradores (2018) a PCR Semi-Nested pode
detectar 10 cépias do modelo de DNA plasmidial de cada virus por microlitro.
Portanto, nosso estudo mostrou-se reprodutivel em relacdo ao BKPyV em
comparacdo com o outro estudo. E o JCPyV apresentou maior numero de copias

com limite minimo de detecgcdo em relagdo ao BKPyV.
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Em relacdo ao sequenciamento realizado, todas as trés sequéncias de BKPyV
produzidas no nosso estudo apresentaram similaridade acima de 90% com
sequencias especificas de BKPyV depositadas no GenBank. No caso do JCPyV, as
trés sequéncias apresentaram identidade acima de 95% com sequéncias especificas
do GenBank, mostrando que os produtos produzidos na PCR sao especificas dos

virus estudados.

Avaliando-se os dados de amplificagéo nos dois tipos de amostras, observa-
se que na urina 48,9% das amostras tiveram amplificagdo do controle endégeno -
actina, comparado a 98,9% nas amostras de sangue como observado na Tabela 10.
Esses dados sugerem que possa ter existido degradacdo de DNA ou presenca de
inibidores entre os dois tipos de amostras analisadas. Em especial nas amostras de
urina, trabalhos da literatura descrevem que essas amostras podem possuir menor
contetudo de DNA enddgeno (molécula alvo da amplificagdo da B-actina), ou maior
degradacéao do DNA enddgeno livre na urina. Essa observacgéo pode ser devido as
diferencas de filtracao renal ou diferencas no grau de degradacéo de DNA na urina,
intrinsecas de cada paciente, ou mesmo do periodo de coleta desse tipo de amostra,
além disso a coleta sendo feita em qualquer horario e com qualquer jato pode nédo
ter DNA suficiente para a PCR, a ureia também é considerada inibidor da PCR e
problemas no kit de extracdo também devem ser considerados, estes seriam 0s
principais motivos para a amplificacdo do controle enddgeno ter apresentado
limitacbes (BALI et al.,, 2014; HOORFAR et al., 2004; KHAN et al., 1991). Uma
limitacdo encontrada em amostras extraidas de urina seria a inibicdo do processo de
amplificacéio por substancias que permanecem no extrato de DNA. E sabido que a
ureia € um forte inibidor da amplificacdo da PCR. Na urina, por exemplo, a ureia em
uma concentracdo de 50mM ou acima pode gerar inibicio da PCR devido a
desnaturacao de polimerases, e portanto a baixa porcentagem de amostras de urina
negativas para o alvo e para o controle endégeno podem indicar a presenca de
inibidores, e a necessidade de otimizac&o no processo de extracado de DNA (Hedman
& Radstrom, 2013; BALI et al., 2014; KHAN et al., 1991). No entanto, segundo
Hedman & Radstrom (2013) para inibidores com solubilidades semelhantes ao DNA,
como é o caso da ureia, uma estratégia de purificacdo seria necessaria para remover
inibidores solGveis em agua na etapa de extragcdo do DNA. A exemplo da lavagem

com &gua, exclusdo por tamanho ou ligacdo de proteinas a uma fase sdlida (como a
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membrana de silica). Sendo que em nosso estudo foi utilizado kit de extracdo com
silica, mas ndo se pode afirmar que esta purificagdo removeu todos os inibidores. O
kit de extrag&o utilizado em nosso estudo apresentou um rendimento de DNA inferior
a 10ng/uL nas amostras urinarias, mesmo tendo sido realizado a re-extragdo das
mesmas. Segundo Bali e colaboradores (2014), a auséncia de sequéncia alvo
presente na reagdo pode significar também que a reacgéo foi inibida, devido ao mau
funcionamento do termociclador, mistura incorreta da PCR e baixa atividade da
polimerase. Vale ressaltar o tempo da coleta e processamento da amostra. A
primeira urina da manhd deve ser a amostra de escolha a ser coletada, por
apresentar maior concentragéo celular neste periodo. Mas na pratica, nem sempre
esta coleta é facilmente obtida. Até mesmo o armazenamento da urina deve ser
cuidadosamente realizado prevenindo o crescimento bacteriano e a degradacéao do
DNA. E importante armazenar as amostras de urina em condi¢des especificas e a
extracdo ndo deve ser realizada imediatamente apos a coleta (BALI et al., 2014). A
presenca do controle enddgeno € apenas um indicador de falha na PCR, e por si s
ndo tem nenhum efeito contra fatores inibitorios (HOORFAR et al., 2004). E bem
conhecido também que o DNA proveniente de urina é fragmentado como resultado
da atividade de nucleases enddgenas presentes na urina (BALI et al., 2014,
HOORFAR et al., 2004). Diante deste contexto, a padronizacédo para o diagnostico
molecular de amostras de urina é de dificil realizacdo, apesar de serem amostras

nao invasivas e de facil coleta.

Avaliando-se os dados de amplificacdo para os dois virus, observa-se que na
urina 43,8% das amostras tiveram amplificacdo para o BKPyV e 46% para JCPyV.
Comparado a 29,4% de amplificacdo do BKPyV nas amostras de plasma e 29% de
amplificacdo do JCPyV, como observado na Tabela 11. Segundo a literatura, a
excrecdo de JCPyV e de BKPyV na urina de pacientes transplantados € bastante
variavel, sendo relatado valores que variam de 20% a 90% (PIRES, 2009). A virtria
por JCPyV varia de 3-27% (HIRSCH & STEIGER, 2003; KNOWLES, 2006;
DRACHENBERG et al., 2007; HELANTERA et al., 2009; PIRES et al.,, 2011;
BOUKOUM et al., 2015). E a viremia por JCPyV nos receptores de transplante renal
parece ser muito rara, transitoria e de indice baixo (DELBUE et al., 2013; BOUKOUM
et al.,, 2015). A baixa viremia associada ao JCPyV nado é surpreendente, sendo

considerada incomum e mais frequentemente assintomatica (RANDHAWA; VATS,;
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SHAPIRO, 2005; DRACHENBERG et al., 2007; HELANTERA et al., 2009; CHENG
et al., 2011).

Segundo Varella e colaboradores (2014), a virdria por BKPyV acomete entre
30 a 40% da populacao transplantada e a viremia acomete entre 11 a 20% desta
mesma populacédo, sendo esta presuntiva do desenvolvimento de nefropatia. Esta
nefropatia s6 é considerada definitiva quando é comprovada a lesdo do enxerto. No
entanto, no estudo de Montagner e colaboradores (2010) foram encontrados 61,7%
de urinas positivas para BKPyV coletadas de pacientes transplantados renais na
regido sul do Brasil. E Pires e colaboradores (2011) também encontraram
significativa diferenca na deteccdo de BKPyV; enquanto 27,1% dos transplantados
foram positivos, apenas em 2,2% do grupo controle foram detectados BKPyV.

As variacoes nos resultados de deteccdo viral encontradas podem ocorrer
devido a diferencas na sensibilidade das técnicas de deteccdo, diferencas de
aspectos clinicos e estado imunologico dos individuos testados, ou mesmo
diferencas demograficas dos pacientes (COMERLATO, 2012). Apesar da variedade
de métodos de triagem disponiveis para diagnosticar os virus, a metodologia ideal
nao foi definida, existindo variacbes intralaboratoriais e interlaboratoriais que
influenciam na sensibilidade analitica e na padronizag&o da técnica. E recomendado
0 monitoramento mais intenso dos pacientes no primeiro ano apos o transplante e
guando é identificada a disfuncéo renal de causa inexplicada (TROFE-CLARK &
SAWINSKI, 2016). Embora a prevaléncia dos virus em nosso estudo tenha sido
maior na urina e no plasma em relacdo aos demais trabalhos da literatura, houve

semelhanca em relagdo ao predominio dos virus na urina em relacao ao plasma.

6.4 Analises citoldgicas

A deteccéo de células decoy na urina € um importante marcador de replicacéo
do BKPyV, mas pobre preditor de nefropatia crénica associada ao BKPyV (PINTO et
al., 2016). No entanto, no estudo de Drachenberg e colaboradores (2001) avaliando
as células decoy na urina, o valor preditivo positivo da citologia urinaria para o
diagndstico de nefropatia viral foi de 90%), comprovada por bidpsia renal realizada
no mesmo dia. Os nossos resultados demonstram que dentre os 89 pacientes

analisados por citologia urinaria, a maioria ndo apresentou células decoy na urina,
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as quais foram encontradas em apenas sete (7,9%) pacientes, como mostra as
Tabela 12 e Tabela 13. Este resultado foi inferior aos achados encontrados na
literatura, apesar de termos obtido valores preditivos positivos elevados mas com
sensibilidade analitica inferior a 50%.

Segundo Drachenberg e colaboradores (2004) e Geramizadeh e
colaboradores (2006), a prevaléncia de células decoy encontradas na urina de
transplantados renais varia entre 20-60%. Segundo o estudo de Nickeleit et al.
(2003), de 212 receptores do transplante renal, apenas 51(24%) foram positivos para
células decoy. Em outro estudo, com 221 transplantados analisados ap6s um més
do transplante, a prevaléncia de células decoy foi de 16% (16,9% em receptores de
rim, 5,9% em receptores simultdneo de rim-pancreas e 20% em receptores de
pancreas isolado) e ndo houve diferencas entre os pacientes com citologia urinaria
positiva ou negativa para as células decoy em relacdo aos dados demograficos
(sexo, idade e cor) ou clinicos (tempo pés-transplante, tipo de doador [falecido versus
doador vivo], presenca de funcéo tardia do enxerto ou rejeicdo, outras infeccdes
virais associadas e tipo de drogas imunossupressoras) (KROTH et al., 2012). Ja no
estudo de Geramizadeh e colaboradores (2006) foi observada uma relagcao
significativa entre o aumento da idade e uma maior incidéncia de células decoy
presentes na urina, assim como uma maior incidéncia de células decoy entre

pacientes maiores de 20 anos.

6.5 Avaliacdo das bidpsias renais

A confirmacdo da NCE associada ao BKPyV requer bidpsia do enxerto renal
gue € o método padrao-ouro de deteccéo, sendo esta realizada sempre que a funcao
do enxerto estiver comprometida (ALMEIDA et al., 2006; DA SILVA; ROTTA;
POLONI, 2013). Foi possivel constatar que a nefrite crénica tubulo intersticial foi
observada em todos os pacientes com o diagndstico de infeccdo por poliomavirus
diagnosticados na bidpsia renal, dos quais, 71,4% tiveram perda do enxerto com
necessidade de terapia dialitica ou re-transplante,

Segundo Krejci e colaboradores (2018), o achado histolégico pode ser
falsamente negativo, pois as lesdes sdo naturalmente focais, em particular no inicio

da nefropatia crénica. O BKPyV afeta principalmente a medula renal em relacéo aos
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tubulos corticais. As caracteristicas imunohistoquimicas revelaram que as lesdes das
células tubulares proximais aparecem nos estagios avancados da NCE, apds ter
afetado os canais coletores renais. Além de alteracdes glomerulares significativas
terem sido relatadas.

Foram avaliados 92 transplantados renais, dos quais 24 desenvolveram NCE
e 68 ndo desenvolveram. como mostra 0 APENDICE C. Pode-se inferir que apenas
trés pacientes com virlria e viremia associada ao BKPyV desenvolveram rejeicédo
com desenvolvimento da NCE. Segundo dados da lietratura, a virtria € geralmente
considerada insignificante, a viremia e o desenvolvimento da nefropatia cronica
representam o gatilho para iniciar a terapia de reducdo da imunossupressao, ja que
ainda ndo existe tratamento comprovado. Em transplantados renais, a viraria de
BKPyV assintomatica se desenvolve em 30% dos pacientes, no entanto, apenas 1-
2% dos pacientes desenvolvem a nefropatia viral no primeiro ano pos-transplante
(CHEHADEH & NAMPOORY, 2013). Os achados corroboram com a literatura,
segundo Varella e colaboradores (2014),cerca de 25-40% dos pacientes com altos
niveis de virdria e positividade para células decoy, desenvolvem a viremia, sendo a
prevaléncia da NCE entre 1% a 10% dos receptores do transplante. E em até 80%
dos casos de nefropatia crénica associada ao BKPyV o desfecho clinico é a perda
do enxerto. Varios estudos demonstram que a viremia no plasma de transplantados
renais esta associada ao maior risco de desenvolvimento da NCE (VARELLA et al.,
2014; AMBALATHINGAL et al., 2017; PINTO & DOBSON, 2014).

Segundo Ambalathingal e colaboradores (2017), a PCR qualitativa é
altamente sensivel para detectar a replicacdo viral ativa e tem um valor preditivo
positivo (VPP) entre 30 a 50% para diagnostico de NCE, o que corrobora com os
nosso achados. De fato, no presente estudo, 0 método analitico de diagndsitco para

o BKPyV, relacionado a NCE, apresentou-se mais sensivel que especifico.

6.6 Analises de regressao

A regressdo multivariada revelou que existe uma associagao significativa
entre o desenvolvimento da NCE e infec¢cdo por citomegalovirus, rejeicdo pos-
transplante e creatinina plasmética, como mostra as Tabela 16. Esta relacdo nao foi

significativa para o JCPyV e BKPyV quando relacionados a NCE, embora tenhamos
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encontrado uma sensibilidade alta (82,8%) em nossos pacientes diagnosticados com
BKPyV.

Segundo o estudo de Mengel e colaboradores (2003), os pacientes
transplantados renais diagnosticados com poliomavirus apresentaram um aumento
significativo da creatinina sérica e episodios de rejeicdo aguda no primeiro més apos
o transplante e um aumento significativo no nimero total de episédios de rejeicdo
em relacéo aos pacientes do grupo controle, apresentando diferencas significativas
na terapia imunossupressora utilizada entre os dois grupos. No estudo de Barton e
colaboradores (2006), a viremia por BKPyV e JCPyV foi encontrada em 26% dos
transplantados renais, sendo a viremia por BKPyV associada a casos de rejeicéo ao

enxerto.

Embora infeccdes por CMV em receptores de transplante sejam bem
conhecidas, pouco se conhece sobre a sua ocorréncia em pacientes com
glomerulonefrites. A nefrite lUpica e as vasculites associadas ao anticorpo
citoplasmatico anti-neutrofilo (ANCA), podem levar o paciente a doenca renal em
estagio terminal e a morte. O uso de terapia imunossupressora melhora a sobrevida
do paciente e do enxerto, porém € um fator de risco para o desenvolvimento de
infeccdo por CMV (LIM et al., 2019).

Segundo Morgantetti e colaboradores (2019), a infeccdo por CMV é uma
causa importante de morbidade e mortalidade em receptores do transplante renal.
Apesar de bem documentado como uma doenca sistémica em pacientes
transplantados renais, acometendo tecidos ndo renais, como o trato gastrointestinal
e respiratorio, poucos casos foram relatados envolvendo lesdes do aloenxerto renal
secundarias ao CMV (SUNEJA & NAIR, 2008). Embora em nosso estudo revelou-
se bastante significativa. Portanto, a possibilidade de infecc¢éo direta do rim pelo CMV

precisa ser reconhecida para a realizacao de tratamento eficaz.

Uma média de 60% dos receptores de transplante renal tem infeccdo ativa
pelo CMV e 20% desenvolvem doenca sintomatica. O CMV pode causar
pneumonite, colite, esofagite, gastrite, hepatite, nefrite, entre outras manifestacoes.
E pode estabelecer estado de laténcia semelhante aos poliomavirus. Outro estudo
corroborou com o anterior citado, demonstrando que a doencga invasiva provocada

por CMV no aloenxerto renal sdo incomuns, mas quando ocorrem tem o padrao tipico
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de envolvimento tubulo-intersticial (SUNEJA & NAIR, 2008). No estudo de Shaver
e colaboradores (1999) foi demonstrado que a infeccao por CMV esta associada com
um risco aumentado de infecgbes bacterianas e oportunistas, rejeicdo aguda e
cronica, perda de aloenxerto e morte. No estudo citado, o paciente infectado por
CMV foi associado a disfuncéo do aloenxerto agudo apresentando inclusdes virais
sem rejeicdo aguda ou anormalidade glomerular na biépsia renal realizada. Apesar
da auséncia de lesdo morfolégica, o tratamento com ganciclovir foi acompanhado
por uma melhora da funcdo renal. Porém mais estudos sdo necessarios para
estabelecer o mecanismo de disfungdo do aloenxerto na auséncia de alteracdes

inflamatoérias em pacientes com infeccdo por CMV.

Diante dos resultados e discussdes apresentados, uma continuidade nos
estudos dos poliomavirus se faz necessaria, uma vez que s&o patdogenos
emergentes e negligenciados na saude publica. Estes virus juntamente com o CMV
sao importantes para o sucesso do transplante renal bem como do combate da PML
associada ao JCPyV. Até o momento nao existem técnicas moleculares
padronizadas e nem terapia antiviral especifica para os poliomavirus, o que torna a
infeccdo adquirida preocupante principalmente no contexto dos transplantes.
Pretende-se nos futuros estudos padronizar uma técnica de avaliacdo da carga viral
destes virus, auxiliando no diagndstico precoce, sendo utilizada como uma
promissora ferramenta no monitoramento clinico e no progndstico de pacientes

transplantados renais.
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7 CONCLUSOES

» Apo6s caracterizacdo clinica, demogréafica e laboratorial dos pacientes, a
prevaléncia de poliomavirus foi de 3,2% no estudo retrospectivo de 2013-2014 e
de 2,2% no estudo transversal-observacional, mostrando uma baixa prevaléncia
desta infeccdo associada a nefropatia crénica do enxerto diagnosticada por

biépsia renal.

» A prevaléncia de viraria associada ao diagnéstico molecular realizado para
BKPyV foi de 43,8% e para JCPyV de 46%. E a prevaléncia de viremia
associada ao BKPyV foi de 29,4% e para JCPyV de 29% na populagcdo do

estudo transversal-observacional.

» Foi observada uma baixa associacao entre a positividade de células decoy na

urina e a infeccao por BKPyV ou ao desenvolvimento da NCE.

» Os pacientes com viremia associada ao BKPyV apresentaram niveis elevados
de ureia plasmatica e valores diminuidos da global de leucocitos, mostrando
uma potencial interferéncia desses virus na funcdo renal e nos parametros

hematoldgicos.

» Os testes de diagndstico molecular empregados no estudo mostraram-se mais

sensiveis que especificos.

» A presenca de virlria e/ou viremia mostrou baixa associa¢do com a rejeicao ao

enxerto e com o desenvolvimento da NCE.

» A infeccdo viral por CMV e o0s niveis de creatinina plasmatica foram
indepentemente associados ao desenvolvimento da NCE na populagao

selecionada neste estudo.
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PERSPECTIVAS DO ESTUDO

Reavaliar a padronizacdo do controle endégeno de B-actina em amostras de
urina por meio da avaliacao de novos kits de extracao, realizar a troca do controle
enddgeno se julgar necessario ou utilizar um controle exégeno na forma de

plasmideo com primer especifico a ser desenhado.

Padronizacdo da PCR quantitativa (RealTime) para avaliacdo da carga viral de
BKPyV e JCPyV em amostras de urina e plasma.

Pesquisar a associacdo entre o citomegalovirus com o desenvolvimento da
nefropatia crénica do enxerto em pacientes transplantados renais bem como a

sua associacdo com a co-infeccdo com o BKPyV.

Realizar a técnica de imuno-histoquimica para identificacéo de células decoy.

Retornar os resultados obtidos para a equipe médica da Unidade de Transplantes

do Hospital Felicio Rocho.
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Outros curriculolattes. pdf 1200772018 |Ana Paula Lucas Aceito
10:52.01 | Mota

Folha de Rosto FolhaDeRostoAssinada.docx 15/05/2018 [Ana Paula Lucas Aceito

_ 14:29:36 | Mota

Outros 9175591 Baprovacaoassinada. pdf 210082018 |Vivian Resende Aceito
09:54:05

Outros 0175501 Bparecerassinado. pdl Z1/08/2018 |Vivian Resende Aceilo
09:54:15

Enderego: Av. Presidente Ant3nio Carlos 6627 2° Ad 5| 2005

Bairre: Unidade Adrministrativa I CEP: 31.270-901

UF: MG Municipie: BELO HORIZONTE

Telefone: |31)3408-4502 E-mail: coep@prpg.ufmeg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS

Contnuagdo do Parecer: 2.832 853

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

BELO HORIZONTE, 21 de Agosto de 2018

Assinado por:
Vivian Resende
(Coordenador)

Endereco: Av. Presidente Antdnio Carlos 6627 2° Ad S| 2005
Bairro: Unidade Administratva |l CEP: 31.270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: (31)3409-4552 E-mail: coep@prpg.ufmg.br
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ANEXO B - APROVAGCAO DO COEP DO HOSPITAL FELICIO ROCHO

%ﬁ‘g é 5.35 HOSPITAL FELICIO W

ROCHO/MG

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicdo Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagao de receptores do transplante renal associando o Poliomavirus BK com
complicagdes pds-transplante & rejeicao ao enxerto.

Pesquisador: Ana Paula Lucas Mota

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 91755918.9.3001.5125

Institulgdo Proponente: Hospital Felicio Rocho/MG

Patrocinador Princlpal: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MIMNAS GERAIS

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 3.010.946

Apresentacio do Projeto:

O Poliomavinus BK (BKPyW) ¢ um agente causal da nefropatia, estenose ureteral e cistite hemorragica em
receptores do transplante renal sendo considerado uma infeccio emergente nos ransplantes (WARELLA, et
al, 2014), com potencial risco de rejeic3o ao enxerto renal.

Como o BKPyV permanece [atente no tecido renal e esta relacionado & imunossupressao, pacientes com
insuficiéncia renal crdnica e transplantados renais, =30 grupos nos quais o diagndstico precoce desses vinus
& interessante, a fim de prevenir a evolugao da infecgdo viral @ as subsequentes doencas relacionadas a
eles (ALVES, 2015).

A reducdo da imunossupressao & a pedra angular no manejo de pacientes infectados pelo BKPyW. O
diagndstico tardio estd geralmente associado ao declinio ireversivel da fungao do enxerto em pacientes
nefropatas.

Dados recentes sugerem que o risco de patologia relacionada com BKPyW resulta de fatores pré e pds-
transplante. Multiplos estudos identificaram o tacrolimus como um fator de risco para desenvolvimento de
viremia por BKPyV ou nefropatia. Em conftraste, a ciclosporina A parece suprimir a replicagao BKPyY in
vitro, mas ndo estad claro se este efeito antiviral estd presente nos receptores de transplante. Isso sugere
que a escolha da imunossupressao desempenha um papel

Endere¢o: Avenida do Conlomo, 9.530

Bairro: Barro Preto CEP: 30.110-834
UF: MG Municipia: BELD HORIZOMTE
Telefone: (31)3514-TE2E Fax: ([31)3514-TE26 E-mail: cepifleliciorocha.ong.br
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importante nos crescentes casos de BKVYN nas dltimas décadas, uma vez que a maioria dos receptores de
transplante renal recebe terapia imunogsupressora com Tacrolimus.

Em transplante renal, a ocorréncia de infecgio relacionada ao poliomavirus representa uma das maiocres
complicaghes no periodo pds-transplante. Sua prevaléncia nesta populagao é elevada, com alta morbidade
& com sobrevida reduzida de enxerto. Atualmente, pouco se sabe sobre oz mecanismos de ativacio do
poliomavirus. Mickeleit @ colaboradores propuseram a hipdtese de reativagao em 2 etapas (“reactivation in

two-hits"), a primeira & relacionada ao estimulo de multiplicacio secundério 4 imunossupressao por drogas,

como tacrolimus ou micofenclato. Como a minoria dos pacientes que recebem estas duas medicagbes
simultaneamente desenvolve BKVN, a segunda etapa, ou seja, uma lesao tubular (episddio de rejeicio
aguda, por exemplo) parece necessdria 4 replicagdo viral (NICKELEIT, et al, 2003). Os estudos s3o0 pouco
esclarecedores.

O trabalho pretende avaliar receptores do transplante renal de maneira retrogpectiva @ prospectiva,

verificando a ocoméncia de Poliomavirus BK (BEPyV) & sua associagio com complicagdes pds-transplante e
com a rejeigao ao enxerto. Serdo selecionados cerca de 350 voluntirios para a pesquisa, sendo uma
porcentagem sem diagndstico de infeccdo por BEPyV e o restante portadores deste diagndstico. Serao
coletadas amostras bioldégicas para determinagdo dos seguintes parametros: genctipagem por PCR
convencional (PCR Semi-nested), andlise da carga viral por PCR Real Time (PCR gquantitativo), exame
citoldgico da urina (Células Decoy) e avaliagdo de parametros bioguimicos.

Dessa forma, acredita-se que o presente estudo poderd contribuir para:

1. Um melhor entendimento sobre o mecanismo de acao do BKPyW,

2. Um maior entendimento da relacdo entre a infecgdo pelo BKPyV e as complicacbes associadas,
3. Um maior entendimento da relacao entre o virus e a rejeigao ao enxerto;
4. Um melhor entendimento da relagdo entre o uso de imunossupressores com a incidéncia do virus.

Objetive da Pesquisa:
OBJETIVO GERAL

Avaliar pacientes transplantados renais no perlodo de 2008 e 2009 e avaliar o= receptores no pré e pds-
ransplante no periodo de 2018 e 2019, verificando a ocorréncia do BKPyW e sua associagio

Enderegn:  Avenida do Conlomo, 9.530

Bairre: Barro Preto CEP: 30.110-934
F: MG Municipio: BELO HORIZOMTE
Telefone:  [31)3514-TE28 Fax: [(31)3514-TE26 E-mail: cepifeliciorocho.org. br
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Continuagao do Parecer: 3010946
com complicagies pds-transplante @ com a rejeigao ao enxerio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar, por meio de um estudo comparativo entre um grupo de pacientes submetidos ao transplante renal &
um grupo controle, as seguintes variavels:

Estudo retrospectivo

1. Andlize da ocorréncia do BKPyY nos pacientes que realizaram o transplante renal em 2008 e 2009 e
verificar oz que fizeram o re-transplante.

2. Identificacdo viral por métodos de genotipagem e citologia urinaria (células decoy).

3. Awaliagio da carga viral através de PCR quantitative (qgPCR).

4. Correlacionar todos os paradmetros entre zi @ com outros fatores de risco, como o uso de
imunossupressores, infecgbes adquiridas e dados bioguimicos.

Estudo prospectivo

1. Andlise da ccorréncia do BEPyY nos pacientes gue serfio submetidos ao transplante nos anos de 2018 e
2019, bem coma o monitoraments pds-transplante desses pacientes.

2. ldentificacao viral por métodos de genotipagem e citologia urindria.

3. Avaliacio da carga viral através de PCR quantitative (gPCR).

4. Acompanhar o8 pacientes verificando se hé o desenvolvimento de complicacies pds-transplante ou perda
do enxerto.

5. Correlacionar todos os pardmetros entre si @ com outros fatores de risco, como o uso de
imunossupressoras, infecgdes adguiridas e dados bioguimicos coma da creatininia & o ritmo de filragao
glomerular.

Avallagio dos Riscos & Beneficlos:

Riscos:

O projeto inclui riscos minimos, uma vez que todos os procedimentos de biosseguranga serao tomados. Em
relagao aos pacientas, existe um risco minimo de possiveis incdmodos durante a puncao venoga, como dor
local, tonteira ou sensacio de desmaio e, apds a coleta, o possivel surgimento de uma mancha roxa, devido
ap extravasamento de sangue de um vaso sanguineo. Geralmente nao ha complicagies e essa mancha
roxa desaparece em poucos dias.

Beneficios:

Endere¢o: Avenida do Coniomno, 9.530

Bairro:  Barro Preto CEP: 30.110-934
F: MG Munigipio: BELO HORIZOMTE
Telefone:  [31/3514-T626 Fax: ([31)3514-TE2G E-mail: ceplelicionocho.org. br
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Os voluntirios participantes estardo contribuindo para a confirmagio ou a exclusio das hipdteses geradas
em torno das alteracies em exames laboratoriais ¢ clinices enconfrados em pacientes fransplantados renais
e possivelmente infectados com o poliomavirus BE, auxiliario na prevencao da perda do enxerto e
desenvolvimento de complicagbes pds-transplants. Bem como irdo contribuir para a geragao de materiais
didaticos, que possuem o objetivo de instruir @ esclarecer os participantes sobre o tratamento & a prevencio
de diversas complicacies associadas ao transplante.

Comentirios @ Conslderacies sobre a Pesquisa:
A investigadora principal providenciou a folha de rosto assinada pelo Hospital Felicio Rocho & anexou na
Plataforma Brasil.

Foi realizado ez TERMOS DE COMPROMISS0S tanto da UFMG quanto do Hospital Felicio Rochoe gue
também foram anexados na Plataforma Brasil. Esses termos devidamente assinados constam que:

- serjo anexados os resultados da pesquisa na Plataforma Brasil;

- sera garantido o sigilo relative 4s propriedades intelectuais e patentes industriais;

- s&rd garantido que os beneficios resultantes do projeto retormem aos participantes da pesquisa, seja em
termos de retorno social. acesso aos procedimentos, produtos ou agentes da pesguisa;

- ha infraestrutura necessaria e apta ao desenvolvimento da pesquisa para atender eventuais problemas
que dela resultem,

- ha concorddncia da instituigdo e/ou organizagio por meio de seu responsavel maior com
compet&ncia/coordenador da clinica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

Folha rosto = Adequada

Projeto completo - Adequado

Brochura do Investigado — Adequado

TCLE - adequado

Termo de funcionamento do biomepaositirio - Adequado

Parecer consubstanciado do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farmacia
CV do investigador

Recomendacbes:
Alualizar as tarefas desenhadas com inicio posterior 4 data de aprovacio da pesquisa pelo CEP-

Enderégo: Avenida do Contoma, 9.530

Bairro: Barro Preto CEP: 30.110-934
UF: M Munieipio: BELOD HORIZOMNTE
Telefomne: (31)3514-TE26 Fax: ([31)3514-TE26 E-mail: cepiilelicionocha.ong.br
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ROCHO/MG

HFR.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Nao se aplica.

Consideractes Finals a critério do CEP:

HOSPITAL FELICIO

Conforme Rescluclo CHS 466/12: comunicar toda e qualguer alteracdo do projeto e do termo de

consentimento via emenda na Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocormdo

durante o desenvolviments da pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de

notificacio relatbrics parciais do andamento do mesmeo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa

encaminhar a este Comité um sumdrio dos resultados do projeto (relatdrio final).

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacglo
Informagoes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS DO P | 101072018 Aceilo
do Projeto ROJETO 1205102 pf 10:59:34
Falha de Rosto FolhadeRostoAssinadaHF R_pdf 101072018 |Ana Paula Lucas Aceito
10:58:58  |Mota

Declaracio de DeclaracaoProfessorafnaPaulaMota. pdf]  08M0/2018 |Ana Paula Lucas Aceito

Pesguisadores _ 17:21:00 | Mota

Declaracao de DeclaracacDraSandraVilacaHF R pdf 08M10/2018 |Ana Paula Lucas Aceito

Instituicio e 17:20:47  |Mota

Infraestrutura - - — — -

Outros 89175591 Bparecerassinado.pdf 21082018 |Vivian Resende Aceito
09:54:15

Outros 9175591 Baprovacaoassinada. pdf 20812018 |Vivian Resende Aceito
09:54:05

Outres biorrepositono.docx 2F0T2018 [Ana Paula Lucas Aceito
16:40:43 | Mota

TCLE / Termos de | TCLE.docx 2F07F2018 [Ana Paula Lucas Aceito

Assentimento / 16:36:23 | Mota

Justificativa de

Auséncia

Parecer Anterior CartaRespostaaoCoep docx 2F0T2018 [Ana Paula Lucas Aceito
16:36:08  |Mota

Projeto Detalhado /| ProjetoPolicmaVirus. doc 271072018 |Ana Paula Lucas Aceito

Brochura 16:35:49 [Mota

Investigadar _

Outros curriculolattes_pdf 12/07/2018 |Ana Paula Lucas Aceito
10:52:01  |Mota

Endereco:  Avenida de Contorne, 9.530

Bairro: Barro Prato CEPF: 30.110-934

UF: MG Municipie: BELO HORIZOMTE

Telefone: (31)3514-TE2E Fax: [31)3514-TE26 E-mail: cepileliciorocho.ong br
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ROCHO/MG

Contnuaglo do Parecer: 3.010.9486

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

BELO HORIZONTE, 09 de Novembro de 2018

Assinado por:
Selme Silqueira de Matos
(Coordenador(a))

Endereco: Avenida do Contorno, 9.530

Bairro: Barro Preto

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3514.7626 Fax: (31)3514-7626

CEP: 30.110-934

E-mail: cep@feliciorecho.org.br
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ANEXO C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Submisséo e aprovacdo do COEP CAAE: 91755918.9.0000.5149

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Grupo de Pacientes Cronicos)

Titulo do Projeto:

Avaliacao de receptores do transplante renal associando o Poliomavirus BK com
complicagcdes pos-transplante e rejeicdo ao enxerto.

Professor orientador e pesquisador responsavel:

Ana Paula Lucas Mota

Vocé estd sendo convidado para participar como voluntario de uma pesquisa,
proposta intitulada “ESTUDO RETROSPECTIVO E PROSPECTIVO DE
RECEPTORES DO TRANSPLANTE RENAL ASSOCIANDO O POLIOMAVIRUS BK
COM COMPLICACOES POS-TRANSPLANTE E REJEICAO AO ENXERTO” que

esta descrita a seqguir:

Pesquisas em humanos tém demonstrado efeitos benéficos do diagndstico
precoce de infeccdo por Poliomavirus BK bem como o tratamento e a tomada de
medidas profilaticas precoces em pacientes submetidos ao transplante renal. O
diagndstico precoce é uma boa maneira de evitar complicacfes pés-transplante, a
exemplo das seguintes patologias: nefropatia, cistite hemorragica, estenose ureteral
e o fator de maior impacto a rejeicdo ao enxerto. Nesta pesquisa pretendemos avaliar
pacientes submetidos ao transplante renal, antes e ap0s a sua realizacao,
verificando se h& presenca do Poliomavirus BK no organismo do paciente. E h&
diversas maneiras de realizar a identificacdo do virus, através de amostras bioldgicas

de urina, sangue e em casos mais especiais por bidpsia renal. Este virus infecta mais
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de 80% da populagdo, mas a maioria dos individuos ndo manifesta nenhuma
sintomatologia. O problema ocorre em individuos imunocomprometidos, estando
bastante relacionado com complicacdes pds-transplante, sendo o desenvolvimento
de nefropatia o principal fator que leva a perda do enxerto. Pesquisas tém
demonstrado que o virus se torna reativo principalmente nestes pacientes
imunocomprometidos. Sendo assim, € de suma importancia conhecer melhor sobre
a infeccdo causada por esse virus e desta forma, evitar a perda do enxerto ou demais
complicacdes poés-transplante. Fazer a pesquisa do virus representa um aliado

importantissimo no sucesso do transplante.

Com o aumento da expectativa de vida, aumenta a preocupacao, por parte da
populacdo e dos orgaos publicos de saude, em relacdo a prevencédo de doencas
infecciosas e demais comorbidades. E no caso do transplante, o publico alvo ja
merece uma atencao especial, uma vez que o tratamento com imunossupressores é

continuo e pra vida toda.

Esta pesquisa visa avaliar as alteracdes clinicas e laboratoriais de pacientes
transplantados renais. A avaliacdo de exames laboratoriais poderia fornecer
ferramentas Uteis para o diagndstico e monitoramento dessas doencas. Vocé esta

sendo convidado para participar desta pesquisa de forma voluntaria e gratuita.

Para decidir se vocé deve concordar ou ndo em participar desta pesquisa, leia
atentamente todos os itens a seguir que irdo informa-lo (a) e esclarecé-lo(a) de todos
0s procedimentos, riscos e beneficios pelos quais vocé passara segundo as
exigéncias da Resolucédo 466/12 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da

Saude.

1. Objetivo da pesquisa:

Avaliar os receptores do transplante renal antes e apds a realizacdo do
transplante verificando a incidéncia do Poliomavirus BK e sua associacdo com
complicacdes pos-transplante e com a rejeicdo ao enxerto. Os prontuarios medicos

serao avaliados para coletas de dados.

2. Descricéo detalhada e explicacdo dos procedimentos realizados:
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Sua participacéo é voluntaria. E sua identidade sera mantida em sigilo, a coleta
€ anonimizada, portanto sua identificacdo antes e ap0s a coleta se dara por codigos
numeéricos e/ou letras, assegurando o sigilo e confidencialidade. A coleta sanguinea
ocorrera através da puncao venosa utilizando agulhas estéreis e descartaveis e
tubos a vacuo, também estéreis. Serdo coletadas amostras de urina aleatoria, ndo
sendo necessaria neste procedimento a obtencdo de amostra de urina de 24 horas,
apenas seguindo o protocolo laboratorial de desprezar o primeiro jato de urina. Suas
amostras de sangue e urina serdo coletadas no Hospital Felicio Rocho no dia da
consulta médica ja agendada pelo médico responséavel da Unidade de Transplante.
Sendo que as amostras coletadas nédo serdo utilizadas apenas para este estudo,
mas também para a rotina médica ja estabelecida. Serao coletadas as amostras dos

individuos que assinarem o TCLE.

Pedimos a sua autorizacdo para a coleta, o depésito, 0 armazenamento, a
utilizacédo e descarte das amostras de sangue e urina. A utilizacdo do seu material
biologico esta vinculada somente a este projeto de pesquisa, ou se vocé concordar,
em outras pesquisas futuras. Vocé pode retirar, a qualquer momento, o seu
consentimento de guarda e utilizacdo do material bioldégico armazenado. O
biorrepositorio da Faculdade de Farmacia representa o local de armazenamento das
amostras de sangue e urina coletadas, as quais seréo utilizadas na pesquisa. Sendo
gue as amostras de sangue serdo armazenadas em freezer do laboratorio de
Bioquimica, na temperatura de -80°C até o momento da utilizagdo. E as amostras de
urina serdo refrigeradas na geladeira, na temperatura de -20°C deste mesmo
laboratorio e logo serédo utilizadas. O prazo maximo de utilizacdo das amostras sera
de um més, o DNA das amostras devera sera extraido neste intervalo de tempo para
fins da pesquisa. O DNA extraido podera ser utilizado para outras pesquisas, se vocé
concordar, sendo armazenado em freezer a -80°C. As amostras serdo descartadas
em sacos brancos leitosos apo6s o fim da pesquisa, passardo por tratamento para
desinfeccdo e descontaminacdo e serdo desprezadas em um aterro sanitario,
conforme condi¢cdes ja estabelecidas pela Faculdade de Farmacia da UFMG,
atendendo as Resolucdes n° 441/11 e n° 466/12, ambas do Conselho Nacional de
Saude (CNS).

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa envolvem possiveis

incbmodos durante a puncdo venosa, como dor local, tonteira ou sensagdo de



143

desmaio e, apds a coleta, o possivel surgimento de uma mancha roxa, devido ao
extravasamento de sangue de um vaso sanguineo. Essa mancha roxa desaparece
em poucos dias. Os cuidados basicos ap0s a coleta de sangue foram descritos
abaixo: ndo carregar peso imediatamente ap0s a coleta; observar se ndo esta
usando reldgio, pulseira ou mesmo vestimenta que possa estar garroteando o brago
puncionado; ndo massagear o local da puncdo enquanto pressiona o local;
participantes da pesquisa acima de 60 anos ou em uso de anticoagulantes, devem
manter pressdo sobre o local de puncéo por cerca de 3 minutos ou até parar o

sangramento.

Com relacéo a urina, esta sera coletada em frasco estéril ou saco coletor de
urina estéril (em casos de voluntarios acamados, criangas ou em individuos com
dificuldades de mic¢do), mas ndo acarretara em nenhum risco. Se vocé estiver em
uso de sonda, os profissionais da enfermagem e da coleta sdo bem treinados e eles
retirardo a urina com seringa e a transferirdo para um frasco estéril de urina para que
0s exames de rotina sejam feitos. Se o pedido para exame de urina ja tiver sido
realizado pela equipe médica de rotina, esta amostra sera aproveitada pela nossa

pesquisa, ndo sendo necessaria a coleta de uma nova amostra.

Tanto a coleta de sangue quanto de urina para analise ocorrera no Hospital
Felicio Rocho em Belo Horizonte, Minas Gerais. E serdo encaminhadas para o
Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmécia da

UFMG, no laboratério de Bioquimica Clinica.

3. Descricdo dos beneficios da pesquisa:

Se vocé aceitar participar, estara contribuindo para a confirmacdo ou a
exclusado das hipoteses geradas em torno das alteracdes em exames laboratoriais e
clinicos encontrados em pacientes transplantados renais e possivelmente infectados
com o poliomavirus BK, auxiliardA na prevencdo da perda do enxerto e
desenvolvimento de complicacdes pds-transplante. Bem como ira contribuir para a
geracao de materiais didaticos, que possuem o objetivo de instruir e esclarecer os
participantes sobre o tratamento e a prevencdo de diversas complicagbes

associadas ao transplante.
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4. Despesas, compensac0des e indenizagodes:

Vocé ndo tera despesa pessoal nessa pesquisa incluindo transporte, exames
e consultas. As coletas serdo realizadas sempre que vocé comparecer as consultas
de rotina e/ou ao laboratorio para exames. Vocé néo tera compensacéo financeira

relacionada a sua participacdo nessa pesquisa.

5. Direito de confidencialidade:

Vocé tem assegurado que todas as suas informacbes pessoais obtidas
durante a pesquisa serdo consideradas estritamente confidenciais e 0s registros
estardo disponiveis apenas para 0s pesquisadores envolvidos no estudo. Os
resultados obtidos nessa pesquisa poderao ser publicados com fins cientificos, mas

sua identidade sera mantida em sigilo.

6. Acesso aos resultados da pesquisa:

Vocé tem direito de acesso atualizado aos resultados da pesquisa, ainda que

0S mesmos possam afetar sua vontade em continuar participando da mesma.
7. Liberdade de retirada do consentimento:

Vocé tem direito de retirar seu consentimento, a qualquer momento, deixando
de participar da pesquisa, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu cuidado e/ou

tratamento na instituicao.

8. Acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa:

Vocé tem garantido o acesso, em qualquer etapa da pesquisa, aos
profissionais responsaveis pela mesma, para esclarecimento de eventuais davidas

acerca de procedimentos, riscos, beneficios, etc., através dos contatos abaixo:
Professora orientadora: Ana Paula Lucas Mota (responsavel pela pesquisa)

Telefone: 3409 6896 e-mail: aplmota@yahoo.com.br
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9. Acesso a instituicdo responsavel pela pesquisa:

Vocé tem garantido o acesso, em qualquer etapa da pesquisa, a instituicdo
responsavel pela mesma, para esclarecimento de eventuais duvidas acerca dos

procedimentos éticos, através do contato abaixo:

Comité de ética do campus da UFMG: Avenida Anténio Carlos, 6627, Unidade
Administrativa Il, 2° andar, sala 2005, Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG.
CEP: 31270-901.

Telefone (31) 3409 4592. Email: coep@prpg.ufmg.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Fui informado verbalmente e por escrito sobre os dados dessa pesquisa e minhas

duvidas com relacdo a minha participacao foram satisfatoriamente respondidas.

Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, os desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a minha participacdo €
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso aos pesquisadores e a instituicao
de ensino. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e
modificar minha decisédo de participar, se assim o desejar, tendo recebido uma via

deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Declaro que:
() Concordo que o meu material biolégico seja utilizado somente para esta pesquisa.

( ) Concordo que o meu material biolégico possa ser utilizado em outras pesquisas,
mas serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de

consentimento livre e esclarecido que explique para que sera utilizado o material.

() Concordo que o meu material biolégico possa ser utilizado nesta e em outras

pesquisas.

O termo seguird em duas vias com espaco destinado para rubricas e o COEP podera
ser contatado em caso de duavidas éticas: telefone (31) 3409-4592 e e-

mail:coep@prpg.ufmg.br.
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Assinatura do Pesquisador responsavel (por extenso)

Assinatura do Participante (por extenso)

Data de assinaturado TCLE: /[
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APENDICE A — CONDICOES DA PCR SEMI-NESTED

Condicbes da PCR Semi-Nested da Primeira Reagdo de BKPyV

Etapa 1 Etapa 2 (40 ciclos) Etapa 3
Temperatura (°C) 95 95 55 72 72
Tempo (minutos) 5 0,5 0,5 1 10

CondicBes da PCR Semi-Nested da Primeira Reacdo de JCPyV

Etapa 1 Etapa 2 (35 ciclos) Etapa 3
Temperatura (°C) 95 95 45 72 72
Tempo (minutos) 5 0,5 0,5 1 10

Condicbes da PCR Semi-Nested da Segunda Reac¢do de BKPV e JCPyV

Etapa 1 Etapa 2 (35 ciclos) Etapa 3

Temperatura (°C) 95 95 45 72 72

Tempo (minutos) 5 0,5 0,5 1 10




APENDICE B — CONDICOES DA PCR CONVENCIONAL DE B-ACTINA

Condicbes da PCR Convencional de B-actina

Etapa 1 Etapa 2 (35 Etapa 3
ciclos)
Temperatura (°C) 95 95 50 72 72
Tempo (minutos) 5 0,5 0,5 1 10
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APENDICE C — FLUXOGRAMA DO ESTUDO TRANSVERSAL-OBSERVACIONAL

TRANSPLANTE
RENAL

Tem nefropatia cronica?
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Fluxograma do estudo transversal-observacional. Fluxograma relacionando nefropatia crénica do
enxerto (NCE) com infec¢do por BKPyV e rejeicdo ao enxerto, onde foram avaliados 92 transplantados
renais, dos quais 24 pacientes desenvolveram NCE e 68 pacientes ndo desenvolveram. Dentre os 24
nefropatas crénicos, dez foram positivos para BKPyV na urina e apenas sete confirmados no plasma,

havendo rejeicdo em apenas trés pacientes.
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APENDICE D — PARTICIPACAO EM EVENTOS

lll Simpésio Nacional em Ciéncias Farmacéuticas
Data: 7, 8 e 9 de novembro de 2018.
Local: Belo Horizonte (MG).

Apresentacdo de poster: Caracterizacdo clinica, demografica e laboratorial de
pacientes transplantados renais em funcdo da presenca ou auséncia de infeccoes

virais pés transplante.

Recebeu mencao honrosa pela apresentacdo do poéster.

E[Simpésio Nacion

em Ciénclas Farmaceuticas

7,8¢9de novembro de 2018

Certificado

Certificamos que o trabalho CARACTERIZAGAO CLINICA, DEMOGRAFICA E LABORATORIAL DE PACIENTES
TRANSPLANTADOS RENAIS EM FUNGAO DA PRESENGA OU AUSENCIA DE INFECCOES VIRAIS POS
TRANSPLANTE apresentado por Marta Lamounier Moura Vargas Corgozinho do(s) autor(es) CORGOZINHO,
M.LM.V:; LIMA, LEM; GOMES, V.H.F.; MOTA, B.EF. MOTA, AP.L. recebeu mencao honrosa pela apresentacao do pdster no
Il Simpdsio em Ciéncias Farmacguticas - SINCIFAR.

Bewe, 09 de novembro de 2018.
/um A ﬁ,«,u'z W

“Lucas Antdnio Miranda Ferreira (Aaulo Fehelberg/Pinto Broga
Coordenador do Programa de Pds-Graduagdo em Cincios Farmacéuticos Membro do Comissdo Organizadora
Faculdode de Formécio — UFMG 11 SINCIFAR

UFmG T ) Honica e
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Seminérios em Analises Clinicas e Toxicolégicas
Data: 5 de novembro de 2018.
Local: Belo Horizonte (MG).

Apresentacao oral: Avaliagcdo de receptores do Transplante Renal associando o

Poliomavirus BK com complicacdes pos-transplante e rejeicdo ao enxerto.

UFEmG

UNIVERSIDADE FEDERAL
DE MINAS GERAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

CERTIFICADO

Certificamos que Marta Lamounier Moura Vargas Corgozinho apresentou no dia 5 de
novembro de 2018, Seminario no Programa de Pés-Graduacdo em Analises Clinicas e
Toxicolégicas da Faculdade de Farmacia da UFMG, intitulado “Avaliacdo de receptores
do Transplante Renal associando o Poliomavirus BK com complica¢ées pos-transplante e
rejei¢do ao enxerto”.

Belo Horizonte, 5 de novembro de 2018.

W&l C. . de olcdo
Coordenador da Disciplina de!Seminarios em Analises Clinicas e Toxicologicas
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| Simpoésio do Programa de PoOs-graduacdo em Andlises Clinicas e

Toxicologicas
Data: 29 de agosto de 2019.
Local: Belo Horizonte (MG).

Participou como membro da comissao organizadora do | Simpésio do Programa de
Pés-graduacdo em Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farmécia da
UFMG.

UF m G UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS - FACULDADE DE FARMf'\CIA YPPG ACT
== PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS e

Certificamos que MARTA LAMOUNIER MOURA  VARGAS
CORGOZINHO participou como membro da COMISSAO ORGANIZADORA
do I Simpdsio do Programa de Pos-Graduagdo em Andlises Clinicas e
Toxicolégicas da UFMG, que foi realizado no auditério da Faculdade de
Farmécia da UFMG, em Belo Horizonte/MG, no dia 29 de agosto de 2019.

Belo Horizonte, 29 de agosto de 2019

’,r
adunda /d:}cf

Proft Ana Paula L. Mota Prof. uis B. Barros
Coordenadora do Simpésio SIACT Coordenador do PPGACT-UFMG



