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RESUMO

O poliomavirus BK (BKV) é um agente patogénico que esta fortemente
associado a perda do enxerto em pacientes transplantados renais e € de
grande prevaléncia na populacdo. Os métodos diagnédsticos utilizados para
deteccado do BKV ou mais especificamente das células decoy (células epiteliais
tubulares renais modificadas pelo BKV) sdo trabalhosos, onerosos e muitas
vezes requerem procedimentos invasivos, como por exemplo, a bidpsia renal.
A analise do sedimento urinario por contraste de fase ja se mostrou eficiente
para detecgao destas células, porém, este recurso € muito pouco utilizado em
laboratérios de analises clinicas. A analise do sedimento urinario por
microscopia 6ptica convencional (campo claro) também pode ser utilizada para
identificacdo destas células. O objetivo deste trabalho foi padronizar a técnica
de detecgao das células decoy utilizando microscopia de campo claro, a fim de
introduzir este elemento na gama de achados reportados no exame comum de
urina. Os resultados obtidos com este trabalho evidenciaram concordancia
entre os achados de células decoy por microscopia de campo claro e por
coloracdo de Papanicolaou (P<0,001). Também houve concordancia do
achado de células decoy com a viruria (P<0,001) e a viremia por BKV
(P<0,001). Sensibilidade e especificidade da microscopia de campo claro,
quando comparado ao padrao-ouro (imunoistoquimica da bidpsia renal) foi 80%
e 52%, respectivamente. Conclui-se que €& possivel realizar a identificacao
segura e confiavel das células decoy no sedimento urinario sem utilizar
qualquer tipo de coloragéo e com recurso de microscopia de campo claro, que
estd amplamente disponivel em todos os laboratérios de analises clinicas. Este
achado permite que se forneca de maneira rapida, indolor e com baixo custo a

informagao de uma possivel reativacédo do BKV.

Palavras-chave: Células decoy, Poliomavirus BK, Sedimento urinério,

Microscopia de campo claro



ABSTRACT

The polyomavirus BK (BKV) is a pathogenic agent strongly associated
with graft loss in renal transplant recipients and have high prevalence in the
population. The diagnostic methods used for detection of BKV or more
specifically the decoy cells (renal tubular epithelial cells modified by the BKV)
are laborious, expensive and often require invasive procedures, such as kidney
biopsy. The analysis of urine sediment by phase contrast has proved efficient
for the detection of these cells, however, this feature is rarely used in clinical
laboratories. The analysis of fresh and unstained urinary sediment by bright
field microscopy can be used to identify these cells. The objective of this study
was to standardize the detection of decoy cells using bright field microscopy in
order to introduce this find on the elements that can be reported during routine
urine sediment analysis. The results obtained in this study revealed agreement
between the finding of decoy cells by bright field microscopy in the fresh urine
sediment and by Papanicolaou staining (P<0.001) . There was also agreement
between the finding of decoy cells with BKV viruria (P<0.001) and BKV viremia
(P< 0.001). Bright field microscopy sensitivity and specificity, compared to gold
standard (immunohistochemistry of the kidney biopsy) were 80% and 52%,
respectively. Thus, we can conclude that it is possible to perform safe and
reliable identification of decoy cells in urine sediment without using any kind of
stain and using bright field microscopy, which is widely available in all clinical
laboratories. This finding allows to provide quick, painless and inexpensive
information of a possible reactivation of BKV .

Keywords: Decoy cells, Polyomavirus BK, Urine sediment, Bright field

microscopy
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1 INTRODUCAO

1.1 Poliomavirus

A familia Polyomaviridae inclui trés membros: o JC virus (JCV), o
simian virus 40 (SV40) e o BK virus (BKV) [1,2]. Tratam-se de virus com
estrutura molecular muito semelhante, medindo 40 nm de didmetro e que
possuem genoma circular de 5,1-kb, composto de DNA dupla fita. Enquanto o
SV40 € comumente encontrado em macacos, sendo de pouco significado em
humanos, o JCV é um importante causador de doenga neuroldégica em
pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), agente de
leucoencefalopatia progressiva multifocal [3]. Diferentemente do BKV, nenhum
dos demais poliomavirus tém sido associados de modo consistente com
nefropatia pés-transplante renal.

As primeiras poliomaviroses, causadas por BKV e por JCV, foram
coincidentemente isoladas em 1971 por dois grupos independentes: o BKV em
urina de um paciente transplantado renal e o JCV do tecido cerebral de um
paciente com linfoma de Hodking [4]. Classicamente, a infec¢cao primaria por
BKV acontece na infancia, sendo muito comum, variando desde casos
assintomaticos até sintomas sugestivos de um simples resfriado [5,6]. A
transmissao ocorre primariamente por via oral ou respiratéria, sendo também
possivel adquirir o virus através de transfusdes sanguineas, transplantes ou
mesmo por via transplacentaria [7]. Apds a infecgdo primaria, em individuos
imunocompetentes, o virus entra em um periodo de laténcia com tropismo pelo
trato urinario (células tubulares renais, capsula de Bowman e células uroteliais)
[5,6,8]. Recentemente foi evidenciada uma associagdo entre a presenca de
hematuria assintomatica e infec¢cado urinaria por poliomavirus em pacientes
imunocompetentes [9].

A soroprevaléncia para o BKV e para o JCV nos adultos € muito alta:
mais de 90% da populagao adulta é soropositiva para o BKV, enquanto que 50
a 80% dos adultos tem anticorpos para o JCV. Em individuos
imunocompetentes ndo causam patologia, porém, em individuos
imunocomprometidos as poliomaviroses humanas causam doenca primaria

significante, permitindo a reativagcdo de um estado subclinico persistente para
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uma infeccéo litica, resultando em virtria e viremia, potencialmente podendo
conduzir a doenca severa ou fatal [4]. Para o BKV, a reativagdo € mais comum
em pacientes que receberam transplante de medula e em pacientes que
receberam transplante renal, onde a infecgao litica do BKV resulta em cistite
hemorragica e em nefropatia por poliomavirus, respectivamente. Ano passado,
pela primeira vez foi reportado que a replicacdo do BKV nos pacientes
receptores de transplante renal tem origem no doador. A urina de 249 pares
doador/receptor foi investigada para a presenca de DNA de BKV por qPCR
antes do transplante e consecutivamente depois do transplante [10]. A
reativagao tem sido observada em individuos com condi¢des imunes alteradas,
incluindo pacientes com HIV [4], transplantados de o6rgdos soélidos [11] e
doencgas autoimunes como lupus eritematoso sistémico. Esta ultima condicéo
foi referenciada pelo nosso grupo, sendo demonstrada pela detecgdo das
células decoy, pela primeira vez na literatura médica, e comprovada através da

reacao em cadeia da polimerase (PCR) [12].

1.2 Nefropatia por poliomavirus (PVN)

A PVN tem se tornado um problema emergente na populagdo de
receptores de transplante renal [13,14]. Com prevaléncia elevada e sem
tratamento especifico, pode levar a perda precoce do enxerto com grande
morbidade, fazendo com que o paciente retorne a programas de terapia de
substituigdo renal, o que eleva os custos do tratamento. Isto tem sido motivo de
estudo em centros transplantadores de todo o mundo. A viraria e a viremia
causadas por BKV, decorrentes da reativagéo, séo encontradas em 80% dos
pacientes de transplante renal e 10% destes pacientes progridem para PVN,
resultando em perda do enxerto em 90% das vezes [4]. A PVN é caracterizada
por necrose dos tubulos proximais e desnudacdo da membrana basal como
resultado da acéo litica da infeccdo pelo BKV nas células epiteliais renais [4].
Com a introdugao de novos e mais potentes regimes de imunossupressao, a
incidéncia de PVN tem aumentado [4], indicando uma relagdo entre a
reativacdo do BKV e o rompimento do sistema imune.

A prevaléncia de nefropatia associada ao BKV esta em torno de 2-8%
[15-19]. Apos o diagndstico da PVN, cerca de 50% dos pacientes evoluem para

12



perda progressiva de funcdo do enxerto renal em 2 anos [16-20], com
necessidade de retorno a terapia renal substitutiva. Um estudo retrospectivo e
comparativo demonstrou sobrevida média do enxerto de 47,8 meses e 88,7
meses, respectivamente, para pacientes com e sem presencga de PVN [16]. Na
auséncia de intervengdes, a perda do enxerto € evidenciada em 45% dos
casos apos 6 meses do diagnostico [21]. O diagndstico precoce da replicagéo
viral permite intervencgao terapéutica com reducao do risco de desenvolvimento
da doenca e, por conseguinte, da perda de enxerto [18,20,22].

Desde 1995 que a PVN vem sendo reconhecida como uma causa
significativa de disfungédo dos rins transplantados com consequente perda do
enxerto. Ela em geral ocorre de 2 a 60 meses depois do transplante, mas é

mais frequentemente identificada dentro do primeiro ano poés-transplante.

1.3Fatores de risco

Os fatores de risco para desenvolvimento de infecgdo por BKV nao sao
totalmente compreendidos. Enquanto estudo envolvendo criangas demonstrou
maior risco de nefropatia por BKV em receptores soronegativos, que
receberam rins de doadores soropositivos [23], Hirsch e colaboradores
demonstraram que 85% dos pacientes com nefropatia por BKV apresentavam
sorologia positiva pré-transplante [15]. Pacientes do sexo masculino e com
idade avancgada apresentam maior incidéncia de nefropatia por BKV [16]. O uso
de stents ureterais tem sido associado com a ocorréncia de viruria persistente
por BKV [24] Outros fatores relacionados ao receptor, tais como variaveis
demograficas e imunoldgicas, bem como tempo de isquemia e a fungéo inicial
do enxerto, nao parecem se associar com risco aumentado para
desenvolvimento da nefropatia por BKV [2,25].

A introdugdo de novos agentes imunossupressores, tais como
micofenolato mofetil (MMF) e tacrolimus, tem demonstrado relagdo temporal
com a ocorréncia de nefropatia por BKV. Uma incidéncia aumentada da doenca
tem sido descrita em pacientes recebendo esquema imunossupressor triplice
com MMF, tacrolimus e prednisona [26], 0 que ndo tem sido observado em
todos os estudos [25]. Ja o uso de anticorpos policlonais para terapia de
indugcao nao teve associagdo com presenca de células decoy ou nefropatia por
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BKV [15]. Embora o uso de novas medica¢des imunossupressoras tenha sido
implicado como fator associado ao aumento na incidéncia de nefropatia por
BKV, o principal fator determinante ainda é desconhecido, uma vez que a
infeccdo € diagnosticada em receptores que nunca usaram esquemas
imunossupressores potentes, assim como em pacientes em uso de sirolimo e
em esquemas livres de corticosterdides [2].

Marcadores nao invasivos como as células decoy, viruria e viremia e
anticorpos séricos contra o BKV podem ser Uteis como marcadores adjuvantes
para o diagnostico da PVN e marcadores para o monitoramento da replicacao
do BKV e a resposta da PVN a intervengdes terapéuticas. Entretanto a reducgéo
da imunossupressao deve ser balanceada contra riscos inerentes de rejeigdo.
Em casos onde a rejeicao se apresenta simultaneamente com PVN ou ocorre
depois do diagnéstico da PVN, um procedimento em duas etapas é
recomendado consistindo de um aumento inicial da imunossupressao para
tratar o episoédio de rejeicdo, seguido de uma diminuigdo da imunossupressao.
Atualmente, ndo existem drogas efetivas ndo nefrotoxicas para o tratamento
antiviral para a PVN [27].

1.4Diagnodstico da PVN

O padrao atual de diagnéstico da PVN inclui a analise de bidpsias
renais usando histopatologia ou imunohistoquimica, tanto para detectar
mudangas citopaticas como resultado de injuria ou de lise das células epiteliais
tubulares renais, ou para detectar a expressao genética do virus. Também é
utilizada a avaliacéo da citologia urinaria para detectar a presenca de células
decoy, que sédo células epiteliais com corpos de inclusdo viral intranuclear, e
PCR para detectar os genomas virais e quantificar a liberagdo viral nas
amostras de sangue ou de urina [4]. O PCR e a citologia urinaria s&o
especialmente uteis para detectar os estagios iniciais de reativacdo e PVN,
pois permitem diagndsticos e intervengdes rapidas, com um consequente
aumento da sobrevida do transplantado [4].

A técnica do PCR em tempo real permite diagnosticar e quantificar
genomas de BKV em células humanas de sangue periférico de maneira rapida
e acurada, com alta sensibilidade e especificidade [6], de forma nao invasiva,
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sendo um novo instrumento no diagnéstico de PVN. Ainda hoje, tal metodologia
possui custo elevado para sua inser¢cdo em massa como rotina diagnéstica na
suspeita de infecgdo por BKV. Embora os testes moleculares sejam hoje mais
amplamente disponiveis, € necessario que se determinem os valores de ponto
de corte utilizados para predizer o risco de desenvolvimento de nefropatia
associada ao virus, indicando o melhor momento para o inicio do tratamento da
infecgdo antes que se instale dano tecidual renal irreversivel. Em um estudo
piloto, foi demonstrado que viruria e viremia por BKV foram documentados em
62% e 42% dos pacientes transplantados renais evidenciando disfungdo do
enxerto renal [28]. Neste estudo, que empregou técnica de PCR semi-nested, a
presengca (qualitativa) de viruria intensa (+++) foi associada com maior
probabilidade de viremia por BKV. Em trabalho realizado por nosso grupo
testando dois protocolos diferentes de extracdo de DNA viral, um analisando a
amostra de urina total e outro analisando o sedimento urinario observamos que
existiu uma diferenca estatisticamente significativa na quantidade de DNA viral
detectada no sedimento urinario, comparado com a urina total, o que demostra
uma maior capacidade de deteccdo do patdbgeno quando se utiliza este
procedimento pré-analitico [29] . Uma vez que testes quantitativos de PCR em
tempo real se encontram agora disponiveis, é preciso definir com maior
exatiddo o ponto de corte de viruria e de viremia que possam predizer a
presenca de nefropatia por BKV. A detecgdo de viruria através do método
qualitativo de PCR é observada em 30-40% dos receptores de transplante
renal [15], sendo um exame com excelente valor preditivo negativo, mas com
valor preditivo positivo baixo (40%); € considerado também, um bom teste de
rastreamento [2]. A deteccdo da presenca de BKV no plasma, utilizando
técnica de PCR é util ao diagnostico, precedendo a ocorréncia de PVN [2,7].

A analise por imunohistoquimica pode ser realizada em secc¢des de
tecido obtidos de biopsia, fixados em formalina e conservados em parafina
usando anticorpos comercialmente disponiveis para detecgdo do antigeno
SV40 que € comum para o JCV, BKV e SV40 [30].

A PVN desenvolve-se, em geral, no final do primeiro ano do
transplante, com média entre 10-16 meses [15,16,25]. A presenca do virus na
urina, demonstrada por citologia urinaria (observacao de células decoy) e do

DNA viral, precede em aproximadamente 4 semanas o diagnostico da viremia e
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em 12 semanas a confirmacado histolégica [15]. Portanto, métodos
diagnésticos que permitam a identificacdo precoce de pacientes em risco de
desenvolver doenga por BKV devem ser utilizados, devido a possibilidade da
administracao de intervencdes terapéuticas precoces que visem a manutencao

da funcao do enxerto.

1.5Pesquisa de células decoy

A presenca de células decoy pode ser um achado de relevancia
diagndstica para indicar a reativacdo do poliomavirus. Usualmente as mesmas
sdo identificadas por coloracdo de Papanicolaou em urina fixada, tanto em
esfregacos de amostra total quanto em amostras citocentrifugadas [19,31]. Em
estudo recente foi evidenciado que a pesquisa de células decoy através da
citologia urinaria demonstrou ser um método ndo invasivo de grande utilidade
para o diagnéstico de nefropatia pelo poliomavirus BK, chegando a encontrar
especificidade de 99,7% [32]. Os resultados obtidos em um trabalho publicado
por pesquisadores da UFCSPA, conduzido na Irmandade da Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre, indicaram 84,6% de sensibilidade para as células
decoy quando comparadas com os resultados das biopsias renais [33]. Pela
coloracdo de Papanicolaou (Figura 1), muitas células decoy mostram um
nucleo muito aumentado, que é ocupado por uma inclusao basofilica rodeada
pela cromatina, que confere uma aparéncia de campo vitreo ou gelatinosa.
Algumas vezes a inclusao nuclear tem um aspecto vesicular, ou pode ser
rodeada por um halo, e a cromatina estar aderida a ele [19,31]. Quando as
células decoy derivam do uroepitélio, um nucleo muito aumentado e alterado,
assim como a forma irregular do corpo da célula podem mimetizar as
mudancgas observadas em células neoplasicas [19,31].

Na analise do sedimento urinario por microscopia de contraste de fase
(Figura 2) [31], as células decoy mostram as mesmas anormalidades descritas
pelos espécimes corados pelo método de Papanicolaou, isto é, aumento do
nucleo com uma aparéncia de campo vitreo ou vesicular, cromatina alterada,
nucléolos aumentados, a presenca de um halo, e, as vezes, também vacuolos

citoplasmaticos. Estas caracteristicas fazem as células decoy diferentes das
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células epiteliais tubulares e transicionais, encontradas em todas as outras

condigdes.

Figura 1 — Células decoy coradas por Papanicolaou (400x).

Figura 2 — Célula decoy vista em microscopia de contraste de fase (400x).

Poucos laboratérios de analises clinicas possuem microscopios

equipados com filtros para contraste de fase, recurso considerado dispendioso
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na maioria das vezes, devido a pouca valorizagdo que é dada para o Exame
Qualitativo de Urina (E.Q.U.) em muitos centros. Pela primeira vez no Brasil,
conseguimos comprovar a possibilidade de identificacdo das células decoy no
sedimento urinario de amostras de pacientes que realizam exames no setor de
Uroanalise do Laborat6rio Central de Andlises Clinicas da Irmandade da Santa
Casa de Misericéridia de Porto Alegre (ISCMPA) e, de maneira inédita na
literatura, o fizemos utilizando microscopia Optica de campo claro sem utilizar
qualquer coloracéo [34].

Uma situagdo de importancia para a literatura médica no contexto da
nefrologia e mais especificamente da uroanalise, é que antes de 2009 nao se
encontravam livros com imagens de células decoy em sedimento urinario n&o
corado, fato que comegou a mudar neste ano com a publicagédo do livro do Dr.
Giovanni B. Fogazzi “The urinary sediment — an integrated view” [35] onde s&o
apresentadas imagens de células decoy em sedimento urinario vistas por
microscopia de contraste de fase. Em 2012, Dr. Fogazzi publicou o livro “The
urinary sediment by sediMAX” [36] apresentando imagens das células decoy
obtidas através da utilizagdo deste equipamento que realiza analise
automatizada do sedimento urinario por obtencédo de imagens e de um software
de reconhecimento dos elementos. Ano passado Dr. Mark A. Perazella em
conjunto com Dr. Robert F. Reilly Jr. publicaram o livro “Nephrology in 30 days”
[37] onde entre outras imagens consta uma de uma célula decoy vista em
sedimento urinario ndo corado através de microscopia de campo claro. Esta
imagem que consta neste livro foi obtida no Laboratorio Central de Analises
Clinicas da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre.

As amostras de urina dos pacientes transplantados renais sdo um
desafio a parte para os microscopistas que atuam em laboratérios de analises
clinicas que atendem este perfil de pacientes. Sdo necessarias inumeras horas
de treinamento para que um profissional esteja apto a conduzir uma analise
segura que possibilitara, por exemplo, alertar ao médico assistente para uma
possivel reativacdo do BKV. A facilidade e simplicidade do exame comum de
urina ndo podem jamais levar o profissional ao relaxamento dos padrées de
qualidade necessarios para a obtencdo de resultados fidedignos. O maior
prejuizo que um profissional de analises clinicas que realiza analise de

sedimento urinario pode causar € deixar de fornecer uma informacgéo
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clinicamente util ou classificar determinado elemento erroneamente. O foco
principal deste trabalho € apresentar esta célula para estes profissionais que se
deparam diariamente com este elemento (Ex.: no Laboratério Central de
Analises Clinicas — Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre,
de 1 a 5 pacientes dos aproximadamente 70 receptores de transplante renal
que comparecem aos postos de colheita do laboratério apresentam células
decoy nos sedimentos urinarios) e precisam ter o conhecimento adequado para
fornecer uma informacao correta. Desta forma, este tipo de célula € um achado
de rotina para os profissionais do Laboratério Central justificando a condugéo
deste trabalho para padronizacdo do procedimento de pesquisa das células
decoy.

1.6 Tratamento

O manejo da infecgéo por BKV tem como objetivo reduzir a replicagao
viral, evitar episddios de rejeicdo aguda associada a infeccdo e preservar a
funcdo renal. A reversdo da imunossupressdao é a estratégia utilizada com
maior freqléncia neste contexto, permitindo ao sistema imune hospedeiro
combater a infecgéo viral [24,18]; tais medidas podem, no entanto, implicar em
aumento do risco de rejeicdo aguda [16]. Sabe-se que a reducdo da
imunossupressao estabiliza a funcao renal de transplantados com nefropatia
por BKV, reforcando-se a importancia de se estabelecer um diagnéstico
precoce para esta condigao [25,38].

O tratamento farmacologico da nefropatia por BKV envolve o uso de
drogas que reduzam a carga viral do BKV. O tratamento com leflunomida,
associado a reducédo da imunossupresséo, demonstrou importante redugédo na
viremia e viruria [39]. Cidofovir tem sido utilizado no tratamento da infec¢éo; no
entanto, este agente & nefrotoxico e excretado pelo rim, necessitando-se
maiores cuidados relacionados a hidratacdo do paciente [40]. Imunoglobulina
humana e ciprofloxacino s&o descritos como opc¢des terapéuticas [41,42].
Estudos prospectivos e randomizados sao ainda necessarios para que se
defina a eficacia das terapias atualmente empregadas para nefropatia por BKV.
A prevencao da nefropatia por BKV através do monitoramento da carga viral
por PCR e da pesquisa de células decoy em sedimento urinario pode ser uma
importante abordagem, permitindo o diagnostico precoce de pacientes em risco
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para desenvolver a doenca e oportunizando intervencao terapéutica antes da
lesdo renal ser estabelecida, preservando a fungdo do enxerto. Estudos de
Brennan e Hussain, com seus respectivos colaboradores, demonstraram que a
reducao precoce da imunossupressao em pacientes com viremia por BKV foi
eficiente e segura em prevenir o aparecimento de nefropatia por este
poliomavirus [24,43]. Em criangas, ha evidéncias de que a avaliagao seriada de
viremia e viruria, com reducdo da imunossupressdo em pacientes virémicos, foi
eficaz em reduzir o risco de desenvolvimento de nefropatia por BKV, sem

aumento do risco de rejeicdo aguda [23].

1.7Prognéstico

Apds o diagnéstico da nefropatia por BKV, em torno de 50% dos
pacientes evoluem para perda progressiva de funcdo do enxerto renal, ao
longo de dois anos de seguimento [16-20] com necessidade de retorno a
terapia renal substitutiva. Um estudo retrospectivo demonstrou sobrevida média
do enxerto de 48 meses e 89 meses, respectivamente, para pacientes com e
sem presenca de nefropatia por BKV [16]. Na auséncia de qualquer
intervencdo, a perda do enxerto € evidenciada em 45% dos casos apos seis
meses do diagndstico [21]. A determinag&o precoce da replicagéo viral permite
intervencao terapéutica, com redugao do risco de desenvolvimento da doenca
e, consequentemente, da perda de enxerto [18,20,23,38].

A possibilidade de fornecer a informacéo da presenca do BKV através
da observacdo das células decoy em um exame simples, pouco oneroso
financeiramente, com amostra de facil obtencdo faz com que este novo
parametro além de auxiliar os pacientes transplantados renais agregue um
valor inestimavel ao (E.Q.U.), um exame muito utilizado em todos os paises
para triagem de pacientes, mas, que € muito subestimado quanto a relevancia
de seus resultados. Permite também que se crie uma pesquisa especifica para
células decoy, se esta for a necessidade julgada pelo médico assistente.
Devido a possibilidade de se conseguir um dado precoce sobre a infec¢éo pelo
BKV, esta andlise pode atuar como uma fonte de informacéao util para auxiliar
na prevencédo do desenvolvimento da PVN, e em pacientes transplantados,

atuar precocemente na prevengdo da perda ao enxerto.
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2 JUSTIFICATIVA

O transplante renal € a modalidade terapéutica de escolha para o
manejo de pacientes com insuficiéncia renal em estagio terminal. Nos anos
recentes, a importancia do BKV como agente de disfun¢gdo do enxerto ganhou
grande notoriedade na literatura médica. Isto pode ser exemplificado pela
freqiéncia com que ocorre reativacdo de BKV latente apds o transplante de
rim, bem como pela elevada proporcédo de pacientes que perdem o enxerto
uma vez que nefropatia por BKV ocorra. Frente ao exposto acima e
considerando a importancia do diagnéstico precoce da reativacdo do
poliomavirus na populacdo de transplantados renais, sugerimos a realizagao
deste trabalho a fim de difundir a possibilidade de utilizagdo de uma
metodologia simples, barata e rapida com excelente resultado final para
deteccao deste patdogeno oportunista. Esta metodologia inovadora trara grande
beneficio para a populacdo consideravel de transplantados renais que o

complexo hospitalar da ISCMPA assiste.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Validar a técnica de pesquisa de células decoy utilizando a microscopia

Optica convencional para auxiliar no diagnéstico de PVN.

3.2 Objetivos especificos

- Validar os dados obtidos através da microscopia Optica convencional em
comparagao com os dados da pesquisa de células decoy através do uso da
coloracéo de Papanicolaou e da imunoistoquimica (biopsia renal);

- Descrever as caracteristicas morfolégicas das células decoy observadas em
microscopia Optica convencional;

- Realizar avaliagcao quantitativa de células decoy em urina e relacionar com
parametros de imunosupressao;

- Correlacionar os testes de citopatologia urinaria (células decoy) com a
deteccao quantitativa de DNA de BKV na urina e no sangue, através da técnica
de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em tempo real;

- Avaliar o tempo médio de aparecimento de células decoy, pos-transplante
renal,

- Determinar a taxa de incidéncia de PVN em pacientes transplantados renais

da ISCMPA para o periodo do estudo, avaliando fatores de risco.
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Abstract

Background: Polyomavirus BK (BKV) is an important pathogen that can be
reactivated on kidney allograft recipients leading to BKV nephropathy, an
important cause of graft loss. Decoy cells are one of the hallmarks of BKV
reactivation and are possible to identify in the urine sediment.

Methods: A cohort of 102 patients was accompanied during months 3 and 6
after the kidney transplant procedure. Blood and urine samples were collected
to determine the presence of BKV. Urine samples were evaluated to identify the
presence of decoy cells in the fresh and unstained urine sediment under bright
field microscopy and by Papanicolaou stain. Also BKV viruria was performed
by PCR. Blood samples were analysed to evaluate BKV viremia and to
determine Tacroliums levels. Immunohistochemistry of the kidney biopsy was
also conducted to identify BKV nephropathy.

Results: Decoy cells were found on 15 patients on the evaluated months and
BKV nephropathy in 4 patients. There was agreement (P<0,001) between the
results observed in the unstained urine sediment analysed by bright field
microscopy and the results obtained by Papanicolaou stain, BKV viruria and
viremia. Bright field microscopy sensitivity and specificity, compared to gold
standard (immunohistochemistry of the kidney biopsy) were 80% and 52%,
respectively.

Conclusions: Bright field microscopy of the unstained urine sediment is a
reliable, fast and cheap method to identify decoy cells due to BKV infection in

the population of kidney allograft recipients.

Key words: Decoy cells, Polyomavirus BK, Urine sediment, Bright field

microscopy
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Introduction

Polyomavirus BK (BKV) is a DNA virus that infects up to 90% of the adult
population [1]. After initial exposure in childhood, the virus becomes latent in
urothelial tissues [2]. In immunosuppressed patients, actually using new and
more potent immunosuppressive regimens, loss of functional antiviral immunity
can result in uncontrolled viral reactivation, which can lead to BK nephropathy
[3]. Prompt detection of reactivation can improve outcomes and is the basis for
recommending routine surveillance after transplantation [4]. During reactivation,
viruria occurs with exfoliation of urinary epithelial cells containing intranuclear
BKYV viral particles, known as “decoy cells” [5]. These are not specific for BKV
infection, but are widely used as a screening test [6]. It is not known at what
level of decoy cell shedding that BKV viruria becomes predictive of viremia or
clinical BK nephropathy.

In some transplant recipients, BKV replication advances to involve the renal
tubular epithelia. Infection may progress to disrupt the tubular basement
membrane and this may be the route of access to the blood stream. The
progression appears to be viral activation, uroepithelial replication, renal tubular
infection and replication, viremia, and clinical nephropathy [7]. Screening tests
for BKV infection include decoy cell identification, urine PCR, qualitative and
quantitative whole blood PCR determination of BKV DNA, urine electron
microscopy, and allograftbiopsy. Once diagnosed with BKV nephropathy,
between 16% and 50% of transplant recipients will lose the graft [8]. Decoy cells
found in voided urine samples contain intranuclear (mainly BK virus) inclusions
that appear as homogenous and glassy viral material on standard light
microscopy of the stained urine sediment. Decoy cells can easily be identified
and counted by cytopathologists in standard Papanicolaou- stained urine
cytology specimen using cytospin preparation. In 2001 Fogazzi et al. described
for the first time the identification of decoy cells in the urine sediment of a kidney
transplantation recipient using phase-contrast microscopy [9]. Our group
reported that decoy cells can also be detected in the urine sediment of kidney
transplant patients by the means of bright field microscopy without any special
stain [10]. Since bright field microscopy is the main technology used to conduct

urinalysis in large clinical analysis laboratories the present study was conducted
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to evaluate the diagnostic utility and validation of this basic technology to
identify decoy cells due to BKV in the fresh and unstained urine sediment of

kidney allograft recipients.

Subjects and Methods

Study Population

From April 2012 to March 2013, we enrolled 102 patients > 18 year-old (58
males and 44 females) kidney allograft recipients (cadaveric or living donor) at
the Post Transplant Unit of Dom Vicente Scherer Hospital — Irmandade da
Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, Porto Alegre/RS - Brazil. An
informed consent form was signed by each patient at the time of collection. The
study was approved by the Ethics Committee of the Irmandade da Santa Casa
de Misericordia de Porto Alegre and by the Ethics Committee of the

Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre.

Clinical Specimens Collection and Processing

This study was carried out on a total of 204 urine samples and 204 blood
samples, collected from a cohort of 102 adult renal allograft recipients at the
month 3 and month 6 after the transplantation procedure. All the urine and
blood samples were collected in the Central Laboratory of Clinical Analysis —
Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre and immediately
sent to the Urinalysis sector.

Urine sample collection: According to the standardized procedure performed in
our center, the patients were asked to furnish the midstream of the first morning
urine. The patients received clear instructions on hygiene of the hands and
external genitalia in order to minimize contamination. All patients collected the
urine samples on sterile containers furnished by the laboratory. Urine samples
were divided in the Urinalysis sector in three parts of aproximatelly 10 mL each,
to urine sediment analysis to decoy cells research), to viruria determination
(Molecular Biology Laboratory) and to Papanicolaou stain of the urine sediment
(Pathology Laboratory).

Blood sample collection: Following the standardized procedure performed in our

center, all the blood samples were collected by venipuncture using the
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Vacuette® blood collection system. Aproximatelly 5 mL of whole blood was
collected in a EDTA tube, mixed and immediatelly sent to the Molecular Biology
Laboratory for viremia determination.

Decoy cells research by bright field microscopy in the fresh and unstained urine
sediment

In a urinalysis standard conic tube 10mL of urine was centrifuged at 1500 rpm/
5 minutes. The supernatant was removed until the mark of 0.5 mL using a
Pasteur pipete. The urine sediment was homogenized using the same Pasteur
pipete. Twenty uL of the urine sediment was transfered to a slide and covered
with a coverslip of 22 x 22mm. The sample was analysed by two experienced
urine microscopists (Analyst 1- JATP and Analyst 2 - MSBG) counting the
elements on 50 field using the 400x magnification lens (high power field) in a

Zeiss microscope (Axiostar model, Germany).

Decoy cells research by bright field in the urine sediment stained by
Papanicolaou

An aliquot of 10mL was centrifuged in 1300 rpm/10 min and the pellet was
cytocentrifuged (cytospin) in 800 rpm/ 6 min, and two smears were subjected to
Papanicolaou staining. The whole circular area of the cytospin (5 mm diameter)
was screened at the microscopical enlargement of 200x for the presence of
decoy cells. All urine cytology examinations were evaluated by the same
cytopathologist [11].

Viruria and viremia determination

Samples were collected and shipped to the Molecular Biology Laboratory where
they were refrigerated at 4 -C until processed for DNA extraction.

Urine: DNA was extracted on the same day of sample collection by using the
commercial kits QIAmp DNeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN, Hilden,
Germany). In a sterile falcon tube 10 mL of homogenized urine was
centrifuged at 3500rpm/10 min. The supernatant was discarded and a pellet of
140 pL was used as recommended by the manufacturer.

Blood: DNA was extracted on the same day of sample collection by using the
commercial kits QIAmp DNeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN, Hilden,
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Germany). The tubes containing 5 mL of whole blood were centrifuged at 3500
rpm/10 min.

Extracted DNA sampl eGfondater guanstatice paycerase
chain reaction (QPCR) testing. The CPE-DNA Internal Control (Nanogen,
Buttigliera Alta, Italy) was added in each of the extracted DNA samples, as
recommended by the manufacturer. The internal control was the human [3-
globin gene, which was amplified simultaneously with the target sequence.
BKV DNA detection was performed by gPCR using a commercial kit (BKV Q-
PCR Alert Ampliprobe, Nanogen, Buttigliera Alta, Italy) in a 7500 thermal cycler
gPCR System (Applied Biosystems). The following cycling steps were used:
pre-holding stage 2 min at 50 °C, initial denaturation at 95 -C for 10 min,
followed by 45 cycles of 95 -C for 1 min and 60 -C for 1 min. The standard
curve for this quantitative amplification assay was obtained using BKV Q-PCR
Standard (Nanogen, Buttigliera Alta, Italy), containing four known
concentrations of BKV DNA (102—105 plasmid copies in 10-fold dilution steps).
Results were read by comparing the cycle threshold (Ct) from the unknown
sample with the standard controls. In addition to the positive controls, in every
run a negative BKV control as well an internal control was added to the
reaction [12].

Renal biopsy: The biopsies were performed by clinical indication. All samples
were evaluated by a single pathologist and then stained with hematoxylin and
eosin for immunohistochemical confirmation. Only biopsies performed within 45
days of (before or after) the urine cytology examination were considered valid.

All renal biopsies were evaluated by the same pathologist [11].

Tacrolimus analysis in whole blood: We used the chemiluminescent
microparticle immunoassay (CMIA), in a Architect i2Z000SR (Abbot, Germany).
The analysis was conducted in the Central Laboratory of Clinical Analysis —

Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre.

Statistical Analysis
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