UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE
PORTO ALEGRE - UFCSPA

CURSO DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA

Larissa Sgaria Pacheco

Um estudo piloto, prospectivo,
aberto, em unico centro para
Investigar o efeito da conversao
para Everolimo na viremia do
virus da hepatite C em
receptores de rim adultos.

Porto Alegre

2016



Larissa Sgaria Pacheco

Dissertacdo submetida ao Programa de
Pé6s-Graduacdo em  Patologia da
Fundagdo Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre,
comorequisito para a obtencdo do grau
de Mestre.

Orientadora:Profa. Dra. Elizete Keitel

Porto Alegre

2016



Agradecimentos

Inicialmente a orientadora Dra. Elizete Keitel, pela orientacéo, dedicacéo
e auxilio no desenvolvimento deste projeto. Agradeco também pela convivéncia
agregadora onde a Dra Elizete sempre foi e € um exemplo de pessoa e de
profissional.

A minha familia, especialmente & minha mae Jussara Sgaria Pacheco e
ao meu pai Flavio Pacheco por sempre me incentivarem na busca pelo
conhecimento e priorizarem em suas vidas a minha educacéo e de minha irma.

Agradeco aos meus colegas Ronivan Dal Pr4, Bruna Doleys, Mariana
Ferraz, Natalia Gomes, Diego Gnatta, Helen Zanetti, Natiana Vizioli, pois eles
gue ajudaram na viabilizacao deste projeto além de serem amigos queridos.

Aos médicos do Servico de Nefrologia, em especial ao Dr. Valter Duro
Garcia pelas conversas, orientagbes e sempre nos guiando pelo caminho da
ciéncia.

Aos professores e funcionarios do Programa de Pdés-Graduacdo em
Patologia da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre e a

todos que de alguma forma contribuiram para este projeto.



Sumario

I N 4 o T 1V Lo o 1P 1
1.1 DOENGA RENAI CIONICA .....vuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiteieieeeee et beeesensennnnnne 1
1.2 Transplante RENEA ..........uuuuieiiiiiiiiiiiiiiiieeie bbb eennnnnnes 2
1.3 HEPALILE € ..ottt 4

1.3.1 Aspectos biol0giCOS d0 VIrUS C ......uuviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 4
1.3.2 Genotipos VIrais dO VHC ... e 6
1.3.3 Distribuicdo geogréfica dos gendtipos virais do VHC ..........cccceeiviieiiiiiiiiinnnnn. 6
1.3.4 Diagnostico laboratorial da infeccdo pelo VHC ..........ovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 7
1.4 Hepatite C e Transplante ReNal.............ouoeiiiiiiiiiiiiiicen e 11
1.5 Manejo da Hepatite C antes do Transplante Renal..............cccccoeeeeiiieeiiieiiiiinnnnn. 12

1.6 O Papel da Imunossupressao na progressao da doenca por VHC apos o

B = TS o] = (= SRR 13
1.7 Imunossupressao no Transplante ReNal .............ooiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 15
1.8 Referéncias BibliografiCas .......ccoooeeviiiiiiiiiiii e 20
2 © ] oY 1=1 (A7 F P UPPUUORPRR 25
2.1 ODjJetiVOS SECUNUANIOS. .....cei ittt e et e e e e e e e 25
3. Artigo cientifico redigido em INGIES ......uuceiiiiiiiice e 26
4. CoNSIAEraGOeS FIN@IS ...ccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeee ettt 44

LT AN £ 1S3 0 1P 45



Lista de abreviaturas utilizadas

ABTO: Associacao Brasileira de Transplantes
ALT: AlaninoAminotransferase

AST: AspartatoAminotransferase

CHC: Carcinoma Hepatocelular

CsA: Ciclosporina

CYP: Citocromo

DNAc: DNA complementar

DSA: Donor-Specific Antibody

DRC: Doenga Renal Cronica

DRT: Doenga Renal Terminal

ELISA: Enzyme Linkedlmmuno Sorbent Assay
FDA: Food and Drug Adminitration

FNT-a: Fator de Necrose Tumoral-a

GGT: Gama-glutamiltransferase

HLA: Human Leukocyte Antigens

HD: Hemodiélise

IFN: Interferon

IFEN-y: Interferon-Gamma

IMPDH: Inosine-5-monophosphate dehydrogenase
IRC: Insuficiéncia Renal Cronica

IL: Interleucina

IL2: Interleucina 2


http://scholar.google.com.br/scholar?q=dsa+donor-specific+antibody&hl=pt-BR&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart&sa=X&sqi=2&ved=0CBoQgQMwAGoVChMIupia7JLrxwIViBSQCh27Twbq

IL4: Interleucina 4

NFAT: Fator Nuclear de Células T Ativado

OPTN: Organ Procurementand Transplantation Network
RNA: Acido Ribonucleico

RVS: Resposta Virologica Sustentada
RT-PCR:ReverseTranscription-polymerase Chain Reaction
SPSS: “Stastistical Software Package”

SRTR: Scientific Registry of Transplant Recipients

TFG: Taxa de Filtracdo Glomerular

TRS: Terapia Renal Substitutiva

USRDS: United States Renal Data System

VHC: Virus Hepatite C



Resumo da Dissertagcéao

Introducdo: Este € um protocolo especifico de imunossupressdo para
receptores de transplante renal com sorologia positiva para Hepatite C. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da conversao para Everolimo (EVL)
na viremia da hepatite C em receptores renais adultos. Metodologia: Estudo
piloto em Unico centro, prospectivo, randomizado, aberto, controlado, com
receptores de transplante renal com sorologia positiva para hepatite C (VHC).
Foram incluidos pacientes usando Inibidor de Calcineurina (ICN),
antiproliferativo e Prednisona (Pred). Os pacientes foram randomizados para
converter para EVL ou manter terapia com ICN. N&o houve mudancas no
antiproliferativo nem na Pred. Os critérios de exclusdo foram Taxa de Filtragcao
Glomerular (TFG) menor que 30ml/min e razdo proteina/creatinina >0,5.
Resultados: Trinta pacientes foram randomizados, destes 28 realizaram
acompanhamento por 12 meses (15 no grupo conversdo e 13 no grupo
controle). Foram comparadas entre 0s grupos e entre 0s pacientes do mesmo
grupo, a carga viral através dos logs dos niveis de HCV realizados pela técnica
de PCR em Tempo Real. A analise estatistica mostrou que ndo houve efeito de
interacdo do tempo com o grupo (p-valor gxv= 0,852), nem intra-grupos (p-
valory=0,889) e também néo houve efeito de interacdo entre o grupo controle e
grupo conversao (p-valors=0,286). A média em Log da carga viral no inicio do
estudo, 3, 6, 9 e 12 meses foi 5,8 £+0,74, 5,7 + 0,89, 5.8 + 0,60, 5,7 £ 0,85, 5,8 +
0,93 no grupo controle e 6,1 + 0,83,6,3 + 0,95, 6,2 + 0,87, 5,6 + 1,8, 6,1 £ 0,62
no grupo de tratamento. Conforme esperado, 0 grupo conversdo mostrou um

aumento da incidéncia de dislipidemia (p=0,03) e proteindria (p=0,01)



comparado com o grupo controle. Nao foram observadas diferencas entre os
grupos em relacéo a incidéncia de anemia (p=0,17), novos casos de diabetes
mellitus pés transplante (p= 1,00) e infeccdo no trato urinario (p=0,60). A
média da TFG no inicio o estudo, 1, 3, 6, 9 e 12 meses ap6s a randomizagao
foi similar entre os grupos. Durante o acompanhamento do estudo n&o
ocorreram episodios de rejeicdo aguda, malignidades, perda do enxerto ou
morte. Conclusdo: O presente estudo piloto ndo mostrou diminuicdo da carga
viral do HCV apoés a conversdo para Everolimo, associado a manutengdo do
antiproliferativo.

Palavras-chave: transplante renal, hepatite C, everolimo, carga viral



1. Introducéao

1.1 Doencga Renal Crdnica

A doenca renal crénica (DRC) é um processo fisiopatolégico de multiplas
etiologias, resultando em inexoravel perda do niumero e da fungéo dos néfrons
e, com frequéncia, levando a doenca renal terminal (DRT). Por sua vez, a DRT
representa um estdgio de perda irreversivel da funcédo renal enddégena, num
grau suficiente para tornar o paciente permanentemente dependente de uma
terapia de substituicdo renal (didlise ou transplante) para evitar o
desenvolvimento de uremia potencialmente fatal (Winearls e Mason, 2001;
Skorecki e cols., 2002).

A DRC é classificada de acordo com a taxa de filtracdo glomerular
(TFG), uma estimativa da reducdo da capacidade de depuragédo dos produtos
do metabolismo pelos rins. A apresentacdo clinica € variavel, e esta
relacionada a causa, gravidade e velocidade de progressdao da doenca

(KDIGO, 2013).

Quando a TFG diminui abaixo de 15ml/min/1.73m2 traz complicacGes
enddcrinas, metabdlicas, nutricionais e cardiovasculares, além de toxicidade de
drogas que ndo sdo adequadamente excretadas, suscetibilidade a infeccdes e

alteracdes cognitivas (KDIGO, 2012).

A dialise cronica reduz a incidéncia e a gravidade de algumas alteracdes

da insuficiéncia renal cronica, porém, ndo substitui a funcéo renal por completo,



permitindo a progressao de algumas complicacées (Winearls e Mason, 2001,
Skorecki e cols., 2002). As principais manifestacdes clinicas e laboratoriais da
DRT séo: disturbios hidroeletroliticos e do equilibrio &cido-basico (homeostase
do sodio e da &gua, homeostase do potassio, acidose metabdlica),
anormalidades 0sseas, do fosfato e do célcio, cardiovasculares (hipertenséo e
hipertrofia ventricular esquerda, coronariopatia aterosclerética e doenca
vascular periférica, pericardite), pulmonares, hematolégicas (anemia,
hemostasia anormal, susceptibilidade aumentada as infeccdes), distlrbios
enddcrino-metabdlicos, gastrintestinais e dermatoldgicos (Skorecki e cols.,

2002).

1.2 Transplante Renal

O primeiro transplante renal bem sucedido ocorreu em Boston, nos
Estados Unidos, em 1954, entre gémeos idénticos. Desde entdo, o
desenvolvimento do transplante de érgaos tornou-se um dos maiores éxitos da
histéria da medicina. Os avancos nas técnicas cirargicas (aprimoramento das
técnicas de anastomoses vasculares), o melhor conhecimento do sistema
imunologico (descricdo da prova cruzada, crossmatch, a descoberta do sistema
dos antigenos leucocitarios humanos (sigla em inglés HLA), e a deteccdo de
anticorpos pré-formados contra o doador (DSA) e 0s novos regimes
imunossupressores vém contribuindo para o sucesso dessa forma de
tratamento. Esses avancos tornaram o transplante renal a terapia de escolha

para o paciente com doenca renal cronica terminal (Sallenave e cols., 2014).



As razbes para os melhores resultados podem estar associadas a
restauracdo de uma fungdo renal mais completa pelo transplante, com
diminuicdo da resposta inflamatéria, do estresse oxidativo e a diminuicdo da
hipertrofia ventricular esquerda levando a redugcao de cardiopatia isquémica
(Lopez-Gomez e cols.,1998; McGregor e cols.,1998; Simmons e cols.,2005).

O transplante renal é uma alternativa de Terapia Renal Substitutiva
(TRS) que, apesar do elevado custo no primeiro ano, parece oferecer melhor
custo-beneficio em relacao a didlise nos anos subsequentes (Blotiere e cols.,
2010).

Dados do registro Norte Americano (United States Renal Data System -
USRDS) do final dos anos 90 mostraram que dos 230000 que entraram em
dialise, 46000 foram colocados em lista de espera para transplante e desses
23000 foram submetidos a um primeiro transplante renal. A taxa de mortalidade
anual dos que ficaram em lista foi 6,3/100 pacientes/ano e dos que
transplantaram foi 3,8/100 pacientes/ano. O transplante aumentou a sobrevida
também nos pacientes de maior risco, como diabéticos e americanos
afrodescendentes em todas as idades incluindo o grupo etario de 60 a 74 anos
(Wolfe e cols., 1999).

Houve uma melhora significativa na sobrevida do paciente e do enxerto,
relacionada ao transplante renal no curto e médio prazo. Para transplantes
realizados no final da década de 90 a sobrevida em 5 anos do paciente era em
torno de 84% do enxerto de 60%. Para os transplantes realizados de 2005 a
2009 a sobrevida do paciente aumentou para 95% e do enxerto 82%

(Collaborative Transplant Study, 2014).



No ultimo relato americano do OPTN/ SRTR haviam 164200 adultos
com enxerto renal funcionante em junho de 2011. Foi observada uma
expectativa de aumento de 1 ano na meia vida dos enxertos renais tanto de
doador vivo quanto de falecido por diminuicdo na taxa de perda de enxerto,
enquanto que a taxa de 6bito com enxerto funcionante ndo modificou (OPTN/
SRTR 2011).

O Brasil é 0 segundo pais em numero absoluto de transplantes renais
em 2013, foram 5.433 transplantes, enquanto o EUA realizaram 18.005. No
entanto, quando se considera o niumero relativo a populacdo, o Brasil fica em
35° lugar, com 28,5 transplantes por milhdo de populacdo (pmp). S&o 129
Centros em 21 estados brasileiros (RBT, 2014).

O registro dos resultados de transplantes no pais foi iniciado em janeiro
de 2010 pela Associacdo Brasileira de Transplantes de Orgdos (ABTO), sendo
obtidos dados completos de 78% deles para andlise. Desde o inicio deste
registro, foram 5590 (28%) transplantes com doador vivo e 14.235 (72%) com
doador falecido, com respectiva sobrevida atuarial do paciente de 94% vs. 87%

e do enxerto de 88% vs. 75%, em 5 anos (RBT, 2014).

1.3 Hepatite C

1.3.1 Aspectos Biologicos do Virus C

A Hepatite C, inicialmente denominada de hepatite ndo A ndo B foi

durante varias décadas uma constante interrogacdo aos pesquisadores e

estudiosos da histdria natural das hepatites pos-transfusionais. Nos primeiros



anos da década de 80, estudos experimentais em primatas, desenvolvidos no
Centro de Controle de Doencgas de Atlanta (EUA), revelaram a presenca de um
agente infectante com 60nm de diametro, revestido de um invélucro
lipoproteico, com 0 genoma constituido de &cido ribonucleico (RNA) e
transmissivel mediante sangue e hemoderivados (Bradley e cols., 1985).

Em 1989, mediante os sucessivos estudos de biologia molecular,
Michael Houghton e colaboradores identificaram finalmente o genoma do
agente viral responsavel por 80 a 90% das hepatites pds-transfusionais ndo A
e ndo B. ApGs a clonagem do virus da Hepatite C (VHC) e uma sequéncia de
descobertas, tais como: a expressdo da proteina viral recombinante; o
desenvolvimento de testes imunoldgicos especificos; a andlise de sua
sequéncia nucleotidica e o conhecimento de sua elevada taxa de mutacéo,
permitiram-nos conhecer, em um breve espago de tempo, informacgdes
importantissimas sobre 0s principais aspectos biolégicos do VHC, o perfil
epidemioldgico da infeccdo e a histéria natural da doenca (Choo e cols., 1989).

O virus da hepatite C € um membro do género Hepacivirus da familia
Flaviviridae (Lindebach e Rice, 2005). O genoma viral € constituido por uma fita
simples e de sentido positivo de RNA com aproximadamente 9,6 kilobases,
organizado em uma regido 5’ nao-codificada (5’NCR); uma regido que possui
uma unica fase aberta de leitura (ORF) que codifica uma grande poliproteina; e
uma regiao 3’ ndo-codificadora (3’'NCR) (Tan e Katze, 2001).

A replicacdo ocorre via sintese de uma fita de RNA complementar de
polaridade negativa usando o genoma viral como molde, seguido de
subsequente sintese da fita positiva e RNA gendmico a partir desta fita

negativa intermediaria (Brass e col., 2006).



Andlises filogenéticas de sequéncia completas ou parciais de cepas
isoladas do VHC de varias regibes do mundo levaram a identificacdo de

diferentes gendtipos desse virus (Pawlotsky, 2004).

1.3.2 Gendétipos Virais do VHC

A classificagdo do VHC, definida e simplificada em 1998, é baseada na
topologia de arvores obtidas através de analises filogenéticas entre diferentes
variantes virais. As variantes do VHC podem ser classificadas dentro de seis
clados ou gendtipos. Os gendtipos podem deferir entre si, de 31% a 33% nas
sequéncias dos nucleotideos e sdo denominadas através de algarismos
arabicos de 1 a 6 (Simmonds e cols., 1993). Os subtipos podem diferir de 20%
a 25% e sdo denominados por letra em ordem alfabética correspondendo as
sequéncias correlatas dentro de um clado. A nova reclassificacdo agrupou 0s
gendtipos 7, 8, 9 e 11 como gendtipo 6 e o gendtipo 10 como gendtipo 3
(Robertson e cols., 1998).

Essa variabilidade tem implicac6es clinica e terapéutica, podendo
também contribuir com o conhecimento sobre as possiveis rotas de

transmisséo viral (Thompson e col., 2009).

1.3.3 Distribuicdo Geografica dos Genotipos Virais do VHC

Messina e colaboradores propuseram um estudo sobre a distribuicdo

global e a prevaléncia dos gendtipos do virus da hepatite C. Realizaram uma

analise de 1217 estudos publicados de 1989 até 2013 que reportavam 0s



gendtipos do VHC, o que representa 117 paises e 90% da populagdo mundial.
Calcularam que o gendtipo tipo 1 do VHC é o de maior prevaléncia no mundo,
compreendendo 83,4 milhdes de casos (46,2% do todos dos caos de VHC),
aproximadamente um terco dos quais na Asia Oriental. O gendtipo tipo 3 é o
segundo mais prevalente globalmente (54,3 milhdes; 30,1%). Os gendtipos tipo
2, 4 e 6 séo responsaveis por um total de 22,8% de todos os casos. O genotipo
tipo 5 compreende o restante <1%. Enquanto o gendtipo tipo 1 e 3 dominam na
maioria dos paises independentemente da situacdo econdmica, as maiores
proporcdes dos gendtipos tipo 4 e 5 estdo em paises de baixa renda (Messina
e cols., 2015).

No Brasil, estudos apontam a circulacdo dos genétipos 1, 2,3,4 e 5. O
gendtipo 1 é o mais frequente em todas regibes (64,9%) com taxas mais
elevadas no Norte. O gendtipo 2 foi mais prevalente na regido Centro-Oeste
(4,6%) especialmente no estado de Mato Grosso, enquanto o gendtipo 3 foi
mais comum nas regifes Sul (30,2%). Genotipos 4 (0,2%) e 5 (0,1%) foram
raramente detectados e s6 no Sudeste, no estado de Sdo Paulo (Campilotto e

col., 2005).

1.3.4 Diagnéstico laboratorial da infec¢éo pelo VHC

Diagnostico sorolagico

O diagnéstico da hepatite C, rotineiramente utilizado desde o inicio dos

anos 90, é realizado pela pesquisa de anticorpos anti-VHC e consiste de teste

imunoenzimatico (ELISA) que emprega antigenos recombinantes do VHC.



Atualmente, este teste se encontra na terceira geracdo, utiliza proteinas
recombinantes derivadas do core, NS3, NS4 e NS5 do VHC e apresenta alta
sensibilidade e especificidade (Strauss, 2001).

A presenca de anti-HCV n&o define isoladamente a presenga da
infeccdo ativa e deve ser interpretada como contato prévio com o HCV. O
resultado reagente desse marcador dever4d ser confirmado por testes

moleculares para deteccéo de acido nucleico do HCV (Desmet e cols., 1994).

Testes moleculares

- Testes de deteccao de &cidos nucleicos

Sado testes de amplificacdo de &cidos nucleicos, denominados HCV-
RNA, que permitem detectar o RNA viral de todos os genoétipos e subtipos
descritos do VHC. Esses testes podem ser qualitativos, quando apenas
detectam a presenca do RNA viral, ou quantitativos, quando quantificam o RNA
viral (Nainan e col., 2006).

Os testes qualitativos informam a presenca ou ndo do RNA viral
(resultado positivo ou negativo). Um teste sensivel para a identificacdo do RNA
do VHC é a reacdo em cadeia de polimerase com a enzima transcriptase
reversa (reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR), que
catalisa a sintese do DNA complementar (DNAc) a partir da regidao 5'RNC do
RNA viral. A seguir, a PCR ¢é utilizada para amplificar o DNAc, produzindo
guantidades suficientes para serem detectadas em gel de agarose (de Medina

e Schiff, 1995).



Testes quantitativos detectam o nivel de RNA do VHC (ou a carga viral)
no soro ou no plasma refletindo as taxas de replicacao viral e de eliminagéo do
virus pelo hospedeiro. Foram desenvolvidos basicamente duas técnicas de
biologia molecular para a quantificacdo do VHC: uma utiliza a tecnologia da
PCR e a outra, a do DNA ramificado (branched DNA). Esta ultima se baseia ha
amplificacdo de um sinal, e ndo do DNA alvo, como ocorre na PCR. O 4cido
nucleico do agente infeccioso, se presente na amostra, é capturado por
sondas, hibridizado com fitas do DNA que possuem inumeras ramificacfes e
revelado pelo sistema indicador. Esse sistema € composto de
oligonucleotideos complementares conjugados a enzimas com atuacao sobre
um substrato quimioluminescente. Assim, o “sinal de amplificacao” € obtido
sem amplificacdo do &cido nucleico do virus (Greth e col.,1995).

J4 o PCR permite a obtencdo de informacdes genéticas através da
amplificacdo de sequéncias especificas de &cidos nucléicos a partir de um
namero inicial muito reduzido de sequiéncias-alvo. A reacdo prossegue com a
amplificacdo em escala logaritmica do numero de coOpias das sequéncias
genéticas, por ciclo de reacdo, até alcancar uma quantidade de cépias
idénticas que possam ser facilmente analisadas (Kubista e cols., 2006; Jung e
cols., 2000). A técnica de PCR pode ser totalmente manual ou utilizar extracao
manual, seguida por transcricdo reversa, amplificacdo e leitura automatizada.(
Forms e Costa , 2006; Pawlotsky, 2003).

A técnica de PCR em tempo real (Real Time PCR) é uma evolugcédo da
técnica de PCR que permite realizar a quantificacdo do material genético
presente no inicio dos ciclos de amplificacdo. A quantidade de produto genético

formado a cada ciclo € monitorada por meio da fluorescéncia gerada, e o
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namero de ciclos utilizados para alcancar uma quantidade predeterminada de
moléculas, permite a quantificacdo. O PCR em tempo real também pode ser
usado de maneira qualitativa, simplesmente visando a deteccdo do HCV-RNA,
seguido pela genotipagem, quando necessario (Kubista e cols., 2006).

- Teste de genotipagem

O exame de genotipagem do HCV utiliza testes moleculares baseados
em amplifcacdo do RNA viral, capazes de identificar os diversos genotipos,
subtipos e populagbes mistas do HCV. A caracterizacdo genotipica
complementa a avaliagdo clinico-laboratorial na definicdo da estratégia de

tratamento da hepatite cronica (Germer e col., 1999).

Outros exames complementares

Aminotransferases (transaminases) — a aspartatoaminotransferase
(AST/TGO) e a alaninoaminotransferase (ALT/TGP) sdo marcadores de
agressao hepatocelular. Na forma aguda, principalmente a ALT/TGP pode
atingir valores até 25 a 100 vezes acima do normal, embora alguns pacientes
apresentem niveis bem mais baixos. Na forma crénica, na maioria das vezes,
elas ndo ultrapassam quinze vezes o valor normal; em individuos
assintomaticos, pode ser o unico exame laboratorial sugestivo de dano
hepatico.

Bilirrubinas — pode haver aumento tanto da fragdo ndo conjugada
(indireta) quanto da conjugada (direta), sendo predominante esta ultima. Pode
ser detectada precocemente na urina e antes mesmo do surgimento da

ictericia. Em associagcdo com alguns outros fatores clinicos e laboratoriais -
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encefalopatia, ascite, aumento do tempo de protrombina, queda da albumina -
compde a classifcacéo de Child-Pugh.

Proteinas séricas — normalmente, ndo se alteram nas formas agudas.
Nas hepatites cronicas e cirrose, a albumina apresenta diminuicdo acentuada e
progressiva.

Fosfatase alcalina — pouco se altera, exceto nas formas colestaticas,
quando se apresenta em niveis elevados.

Gama-glutamiltransferase (GGT) — é a enzima mais relacionada aos
fenbmenos colestaticos. Ocorre elevacdo discreta, exceto nas formas
colestaticas.

Atividade de protrombina — essa prova sofre pouca alteracdo na forma
aguda. Na forma cronica, o aumento do tempo de protrombina indica
deterioracdo da fungéo hepatica.

Alfafetoproteina — de forma geral, sua presenca em valores elevados ou
progressivamente crescentes em pacientes portadores de hepatite cronica
indica o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (CHC), sendo por isso
utilizada para rastreamento do mesmo.

Hemograma — a leucopenia € habitual na forma aguda; entretanto,
muitos casos cursam sem alteragcdo no leucograma. A plaquetopenia pode

ocorrer na infeccdo crénica (Ministério da Saude, 2011).

1.4 Hepatite C e Transplante Renal

A prevaléncia de infeccdo pelo HCV é estimada em cerca de 2,4% a

nivel mundial, com alta variabilidade geografica, de < 0,5% no Norte da Europa
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até 15% no Egito (Negro e Alberti, 2011). A transmisséo ocorre principalmente
através do contato com sangue. Assim, a prevaléncia da infec¢do pelo HCV é
significativamente mais elevada em pacientes submetidos & hemodidlise e,
consequentemente, em receptores de transplante de rim, do que na populacao
em geral, positivamente correlacionada com histéria de mdltiplas transfusdes
de sangue e tempo de hemodialise (Razavi e cols.,2013).

O transplante renal é considerado o tratamento de escolha para
pacientes com insuficiéncia renal terminal infectados com VHC com funcao
hepatica preservada e sem cirrose. No entanto, os resultados dos transplantes
renais em receptores VHC positivos em comparacdo com VHC negativos
permanecem conflitantes, sendo que a maioria dos estudos mostra pior
sobrevida do enxerto e do paciente naqueles VHC positivos (Meier-Krieche e
cols., 2001; Fabrizi e cols.,2005).

Uma meta-analise contendo 8 estudos observacionais com 6365
receptores de transplante renal mostrou que pacientes com VHC positivos
tiveram uma maior taxa de mortalidade e perda do enxerto (risco relativo 1.79 e
1.56 respectivamente) (Fabrizi e Cols., 2005). O estudo de uma coorte de
transplantados renais da Australia e da Nova Zelandia mostrou que 140 de
7572 pacientes (1,8%) eram VHC positivos e tiveram menor sobrevida do
paciente comparado aos VHC negativos: 77% versus 90% e 50% versus 79%

em 5 e 10 anos, respectivamente (Scott e cols,. 2010).
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1.5 Manejo da Hepatite C antes do Transplante Renal

Atualmente, ha maior conhecimento sobre o tratamento do VHC em
doentes renais cronicos. O tratamento de VHC em pacientes com doenca renal
cronica é semelhante ao dos pacientes em geral, com a decisao de iniciar a
terapia € amplamente baseada no estagio da doenca hepatica, na expectativa
de uma resposta virolégica sustentada (RVS) e na presenca de comorbidades.
Pacientes VHC em Hemodialise (HD), que séo candidatos a transplante renal,
devem ser tratados de forma mais agressiva. A erradicacdo viral antes do
transplante renal promove uma diminuicdo de complicacdes hepéticas e renais
(Valadez e cols, 2015).

Recomenda-se que os pacientes VHC positivos que sao candidatos a
transplante renal devem ser tratados com terapias antivirais. Modalidades
terapéuticas para este grupo de pacientes incluem Interferon (IFN) sozinho ou
em combinacdo com Ribavirina. Infec¢des causadas por VHC gendétipos 1 e 4
sdo menos sensiveis a terapia baseada em IFN e requerem tratamento por 48
semanas (Valadez e cols, 2015). No entanto, a taxa de resposta ao tratamento

em pacientes urémicos é muito baixa, em torno de 40% (Kamar e cols, 2006).

1.6 O papel daimunossupressédo na progresséo da doenca por VHC

apos o transplante.

O impacto da imunossupressao sobre a progressao da lesdo de figado
no VHC em receptores de transplante renal ainda é incerta. Estudos anteriores

mostraram um agravamento da doenca hepatica em receptores de transplante
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renal VHC positivos, mas estudos mais recentes tem mostrado a progressao
relativamente lenta da fibrose hepatica nesse grupo de pacientes. A
Imunossupressao em pacientes transplantados renais aumenta a replicacao do
VHC com o potencial de causar mais doenca relacionada ao figado (Luan e
col., 2008).

Em pacientes HCV positivos submetidos a transplante renal tém se
demonstrado que existe um aumento de quatro a sete vezes na viremia do
HCV apo6s o transplante em relacéo ao pré-transplante (Mas, 2001).

A interacdo entre o HCV e o sistema imunolégico ainda precisa ser
elucidada. Mas e cols. (2001) sugerem que o espectro da resposta imune ao
virus em pacientes imunossuprimidos é tdo variavel quanto o observado em
individuos  imunocompetentes.  Protocolos menos  agressivos  de
imunossupressao deveriam ser testados em pacientes HCV, uma vez que eles
ja sdo imunomodulados pela agéo do virus.

Em estudos com transplante de figado € muito dificil medir o grau de
gravidade e de re-infeccdo pelo HCV apés o transplante. Na fase inicial pos-
transplante, o aumento gradual dos niveis de RNA-HCV, assemelha-se a
recorréncia aguda do HCV. No curto prazo, os niveis de RNA-HCV
correlacionam-se com a gravidade histolégica da doenca uma ou duas
semanas apos o transplante, mas esta correlacdo é ausente para o resto do
primeiro ano apos o transplante hepatico. No longo prazo, os niveis de RNA-
HCV estéo relacionados com o grau de imunossupressdo e com a gravidade
da lesdo hepatica. Ap0s um ano de transplante, os niveis de viremia,
geralmente altos, representam o grau de lesdo hepatica (Wagner e cols.,

2010).
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Clinicamente, a recorréncia aguda € caracterizada por uma elevacédo
das transaminases séricas do figado. Estas podem permanecer elevadas ou
diminuir, assemelhando-se a uma infecgdo crbnica. A imunossupressao
aumenta o nivel sérico de RNA-HCV, especialmente em pacientes que
receberam anticorpos monoclonais ou corticéides (Wagner e cols., 2010). Para
evitar a replicagéo viral, a imunossupressao deve ser adaptada, envolvendo um

balanco entre o controle da replicagéo viral e rejeicao.

1.7 Imunossupressao no Transplante Renal

Considera-se que existem duas fases de imunossupressdo: a da
inducdo, que vai do pos-operatério imediato até os primeiros trés meses apos o
transplante, e de manutencéo, apos o terceiro més de transplante. Na fase de
inducdo, a incidéncia de rejeicdo aguda estda aumentada, por isso a
imunossupressdo deve ser mais intensa para preveni-la. Nesta fase, 0s
protocolos de imunossupressao combinam até quatro farmacos, com variacao
nas suas dosagens. Durante a fase de manutencdo, objetiva-se prevenir a
rejeicdo crbnica e evitar os efeitos secundarios a longo-prazo dos diversos
imunossupressores (Garcia e cols,. 2006).

De acordo com as Diretrizes Terapéuticas e Protocolos Clinicos
aprovados pelo Ministério da Saude (2002) e com a Consulta Publica n°7 de 24
de julho de 2008, a terapia de imunossupressao pos-transplante deve combinar
trés classes terapéuticas: um corticosteroide, um inibidor de calcineurina, e um

agente antiproliferativo.
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Os corticosterdides, eficazes na prevencdo e no tratamento da rejeicéo
aguda, séo utilizados como imunossupressores desde 0 inicio dos transplantes
e ainda sdo empregados na maioria dos protocolos de imunossupressao no
transplante renal. A prednisona é classicamente utilizada por via oral. Quando
€ necesséaria a via parenteral usa-se, preferentemente, a metilprednisolona
(MP). Os corticoides ligam-se a receptores citosolicos e proteinas do choque
térmico, bloqueando a transcricdo de interleucinas (IL) 1, 2, 3, 6, fator de

necrose tumoral-a (FNT-a) e interferon-y (IFN-y)(Garcia e cols,. 2006).

Os inibidores de calcineurina sdo, ainda, as drogas mais importantes
dos protocolos imussupressores empregados. A ciclosporina (CsA) ndo € uma
droga citotéxica, exerce seu efeito numa populacédo restrita de células linféides
e poupa as outras células de linhagem mieldide, conferindo-lhes certa
seletividade. A acdo supressora depende da formacdo de um complexo
heterodimérico com seu receptor citoplasmatico, a ciclofilina. A ciclofilina € uma
peptil-propil-isomerase que se liga e inibe a atividade da fosfatase da
calcineurina, resultando na inibicAo da expressdo de genes de proteinas
nucleares envolvidas na ativacdo celular e formacéo do linfécito T citotoxico.
Uma dessas proteinas, o fator nuclear de células T ativado (NFAT), desloca-se
para o nucleo, onde se liga a regido promotora de genes interleucina 2 (IL2),
interleucina 4 (IL4) e interferon gama (IFN-y), causando a transcricdo dos

mesmos e a secrecdo das referidas citocinas. O bloqueio do NFAT é

considerado, portanto, o principal efeito da CsA (Garcia e col., 2004).

O tacrolimo foi desenvolvido em 1984 a partir de uma bactéria do solo, e

foi usado inicialmente como terapia de resgate apos episodios de rejeicdo com
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a terapia usual, sendo posteriormente aprovado como droga inicial, com menor
incidéncia e menor gravidade de episédios de rejeicdo. O mecanismo de acao
dos inibidores de calcineurina envolve a reducédo da producdo de IL-2 e da
expressdo de seu receptor, levando a menor ativacao de linfécitos T. Ambos
formam um complexo protéico que inibe a atividade da calcineurina e previne a
defosforilagé@o e transcri¢cdo de IL-2, finalmente inibindo a ativagéo de linfocitos
T. O tacrolimo liga-se a proteina ligadora de FK (FKBP-12), e a ciclosporina
liga-se a ciclofilina. A poténcia imunossupressora do tacrolimo é dez a cem
vezes maior que a da ciclosporina. O metabolismo de ambos é controlado pela
familia do citocromo (CYP) P450, acarretando um grande numero de
interag6es medicamentosas. Existe grande variabilidade farmacocinética entre
e intraindividuos, e a monitorizacdo de nivel sérico é necessaria. Entre os
efeitos colaterais, destaca-se a nefrotoxicidade, a reducdo de fluxo sanguineo
renal, tremores de extremidades, neuropatia periférica, hipercalemia, acidose
hiperclorémica, diabetes, hipertensdo, distarbios gastrintestinais, crises
convulsivas (Watson e Dark, 2012).

Entre os antiproliferativos, a Azatioprina foi a primeira ser utilizada,é um
derivado imidazélico da 6-mercaptopurina, com perfil menos toxico, e seu uso
em transplantes renais em humanos iniciou na década de 1960, associado a
corticoides, um dos avancos que permitiu que o transplante renal fosse
realizado em diversos lugares do mundo. Seu mecanismo de acéo envolve a
sintese de purinas, interferindo na replicacdo de DNA e RNA. In vitro, bloqueia
a proliferacao linfocitaria e a producao de IL-2. Seu principal efeito indesejado &

supressado medular (Morris e Knechtle, 2013).
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O é&cido micofendlico (outro antiproliferativo) € um produto da
fermentacdo do Penicillium brevicompactum isolado em 1896, com atividade
antimicrobiana discreta. Na década de 1960, foi descoberto seu potencial
antimitotico, e somente na década de 1990 foram iniciados os ensaios clinicos
no transplante, em combinagdo com ciclosporina, sendo aprovado em 1995
pela agéncia reguladora americana (FDA). Age como inibidor ndo-competitivo e
reversivel da inosina 5'monofosfatodesidrogenase (IMPDH), interfere na
sintese de guanina e interrompe o ciclo celular na interfase G1/S, impedindo a
proliferacdo de linfocitos T e B em resposta a estimulo (Morris e Knechtle,
2013).

Os inibidores de mTOR séao representados pelo sirolimo e o everolimo,
imunossupressores potentes que inibem o alvo da rapamicina de mamiferos
(mammalian target of rapamycin), um complexo enzimético multiprotéico que
regula o crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia dos linfécitos. Sao
metabolizados pelo citocromo P450, principalmente pela subfamilia CYP3A4.
Seu uso pode ser aditivo aos inibidores de calcineurina ou como seu substituto.
A grande vantagem em relacdo a estas drogas seria quanto a nefrotoxicidade,
e um potencial efeito antitumorigénico. Os efeitos colaterais incluem
dislipidemia, pneumonite, sindrome hemolitico-urémica, proteindria, edema
periférico, dificuldade de cicatrizac&o, linfocele, mucosite, anemia e disturbios
gastrintestinais (Watson e Dark, 2012).

O sirolimo, imunossupressor inibidor da via mTOR/p70S6K, reduziu in
vivo a fosforilagdo do fosfopeptideo NS5A que, também estd envolvida na

replicacdo viral. Além disso, em um estudo observacional ndo randomizado,
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aberto, foi comprovado in vitro que as proteinas mTOR tem um papel protetor
contra a apoptose de células infectadas pelo HCV (Wagner e cols., 2010).

Wagner e cols. (2010) mostraram um efeito benéfico sobre a
reincidéncia viral do HCV monitorada pelas transaminases e carga viral, bem
como pelos dados histoldgicos. Eles também relataram melhora da sobrevida
apos o transplante de figado em pacientes que receberam sirolimo ao invés de
regimes com inibidores de calcineurina.

Assim como o Sirolimo, o Everolimo tem se mostrado um potente
inibidor da mTOR e vem sendo bastante utilizado como agente
imunossupressor em pacientes transplantados renais. Considerando que nao
havia, até o inicio do presente projeto, tratamento especifico disponivel para a
hepatite C em receptores de transplante renal e grande parte dos estudos
clinicos excluem pacientes portadores do HCV, existiu a necessidade de
protocolos de imunossupressdo direcionados a esses pacientes. N&ao
encontramos na literatura revisada estudo referente ao efeito do inibidor da m-
TOR na reducgdo da carga viral de HCV em transplante renal, justificando a
realizacdo deste trabalho que visa avaliar os efeitos da conversdo para

Everolimo na viremia da hepatite C em receptores de rim adultos.
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2. Objetivos:

Comparar a carga viral do virus da hepatite C em pacientes
transplantados renais convertidos para Everolimo versus pacientes mantidos

em um regime continuo de Inibidores de Calcineurina

2.1. Objetivos Secundarios:

Avaliar a seguranca dos regimes de tratamento quanto a:

71 Incidéncia de rejeicdo aguda;

71 Incidéncia de infecc¢des significativas;

1 Desenvolvimento de proteindria;

"1 Desenvolvimento de malignidade;

"1 Desenvolvimento de dislipidemia;

1 Desenvolvimento de dano hepético;

1 Desenvolvimento de diabete melito pos-transplante Renal (DMPT);

[1 Sobrevida do enxerto;

] Sobrevida do paciente.
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Abstract

Introduction: There is no special immunosuppressive protocol for HCV positive
renal transplants recipients. The aim of this study was to evaluate the
conversion effect to everolimus on hepatitis C viremia in adult kidney recipients.
Methods: This is a pilot single-center, prospective, randomized, open label
controlled trial with renal allograft recipients with positive serology for hepatitis
C. Patients included were under immunosuppression including calcineurin
inhibitors, antiproliferative and prednisone. They were randomized for
conversion to Everolimus or maintenance of calcineurin inhibitor. Prednisone
and antiproliferative were not changed. The exclusion criteria were eGFR below
30ml/min and proteinuria/creatinine index >0.5. Results: Thirty patients were
randomized and 28 followed by 12 months (Conversion group=15 and control
group=13). Real time PCR HCV levels expressed in log values were
comparable in both groups and among patients in the same group. The
statistical analysis showed no interaction effect between time and group (p-
valuegsy= 0.852), overtime intra-groups (p-valuey=0.889) and between
treatment and control group (p-values=0.286). The mean viral load at baseline,
3, 6, 9 and 12 months was 5.8 £0.74, 5.7 + 0.89, 5.8 + 0.60, 5.7 £ 0.85, 5.8
0.93 in the control group and 6.1 + 0.83,6.3 + 0.95, 6.2 +0.87,5.6 + 1.8, 6.1 +
0.62 Ul/ml in the treatment group. The group conversion showed a higher
incidence of dyslipidemia (p=0.03) and proteinuria events (p=0.01). No
differences were observed in the incidence of anemia (p=0.17), new onset of
posttransplant diabetes mellitus (p= 1.00), urinary tract infection (p=0.60). The
mean eGFR at the baseline, 1, 3, 6, 9 and 12 month after randomization was

similar in both groups. During the follow-up there was no acute rejection
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episode, malignancies, graft loss or death. Conclusion: Our pilot study did not
show viral load decrease after conversion to everolimus with antiproliferative

maintenance therapy.
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Introduction

Chronic hepatitis C virus (HCV) infection has been recognized as an
important health problem worldwide (1). The prevalence of HCV infection is
significantly higher in hemodialysis and kidney transplant recipients than in the
general population. It is associated with a history of multiple blood transfusions
and long-term hemodyalisis treatment (2).

Kidney transplantation alone is considered the treatment of choice for
HCV-infected patients with end-stage renal disease (ESRD), with preserved
liver function and no liver cirrhosis. However, the data on the outcomes of HCV-
positive kidney transplant recipients compared with HCV-negative remain
contradictory. Some studies showed a lower patient survival, whereas others
reported it can be similar to that of HCV-negative patients (3,4).

There is a four to seven fold increase in HCV viremia after
transplantation compared to the pretransplant period. It has been suggested
that the spectrum of immune response to the virus in immunosuppressed
patients is as variable as seen in immunocompetent patients. Less aggressive
immunosuppressive protocols should be tested in HCV positive recipients (5).

Studies in liver transplantation found a beneficial effect of sirolimus (SRL)
on viral recurrence monitored by transaminases and viral load as well as by
histological data. They also reported improved survival after liver transplantation
due to hepatitis C for patients receiving SRL rather than calcineurin inhibitor-
based regimens (CNI) (6). Other studies also reported good viral control of HCV
among liver transplant recipients after conversion to SRL and the reduction of

hepatitis C virus recurrence (7,8).
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As Sirolimus, the Everolimus (EVR) is a potent mTOR inhibitor and has
been used as one of immunosuppressive agent in kidney transplant. As there
was no specific treatment for hepatitis C in kidney transplant recipients due to
the risk of rejection with gama-interferon, and most clinical studies exclude
patients with HCV, we considered to test an immunosuppressive protocol more
appropriate for these patients. We found only one non-randomized study in the
literature concerning the use of mMTOR inhibitor as a potential factor in reducing

the viral load of HCV in renal transplantation (14), justifying this study.

Patients and Methods
Study design

This is a pilot single-center, prospective, randomized, open label
controlled trial aiming to compare the viral load of hepatitis C virus in kidney
transplant recipients converted to Everolimus versus patients maintained on
calcineurin inhibitor. The protocol was approved by an independent ethics
committee and registered in the ClinicalTrials.gov database, number
NCT01469884. All subjects signed a written informed consent before enroliment
and the study was conducted according a good clinical practices and the

Declaration of Helsinki. Novartis partially funded this study.

Population

Renal transplant adult recipients with positive serology for hepatitis C on CNI
therapy, with at least three months of follow-up were considered for enrolment.
We excluded recipients of multiple organ transplants, calculated GFR <

30ml/min or with urinary protein/creatinine ratio of more than 0.5 (g/g), severe
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dyslipidemia, human immunodeficiency virus or hepatitis B positive serology
and hepatic cirrhosis. We also excluded patients with acute rejection episodes

in the three months before enrolment.

Data collection

Patients were monitored on an outpatient basis and clinical and
laboratory data were evaluated every 3 months. Laboratory evolutions included
routine laboratory values, HCV RNA and blood levels of each
immunosuppressive medication. Clinical adverse events including drug related
side effects, rejection, infection and laboratory abnormalities were documented

at each visit.

Quantification of serum HCV RNA

Serum samples were collected prospectively at study site every 3
months until 12 months after inclusion. Serum HCV RNA was quantified by Real
Time Reverse Transcription-PCR (RT-PCR) analysis (Abbott RealTime HCV,
Abbott Molecular Ind. Des Plaines, IL 60018 USA). The viral load is expressed

in log values.

Randomization
Eligible patients were randomized (1:1). A random number sequence was
generated by a computer program and placed in sequentially numbered opaque

envelops.
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Treatment Arms

Group 1: EVR + Antiproliferative and/or Prednisone. The conversion was
performed abruptly for all patients. CNI was discontinued one day before the
day of conversion (Day 1). EVR was introduced on day 1, dose of 1.5mg twice
daily adjusted to maintain EVR whole blood trough concentrations between 6
and 10ng/mL. The antiproliferative (Mycophenolic acid or Azathioprine) was
maintained and could not be permanently withdrawn during the study and
during the conversion. The prednisone dose was not changed until adequate
levels of EVR were reached and withdrawal was not allowed at any time after
conversion.

Group 2: CNI + Antiproliferative and/or Prednisone. The patients were
maintained with CNI [tacrolimus (TAC), adjusted to maintain whole blood trough
concentrations between 5 and 10ng/mL or cyclosporine (CyA), adjusted to
maintain whole blood trough concentrations between 100 and 200ng/mL]. The
antiproliferative (Mycophenolic acid or Azathioprine) and prednisone were

maintained and could not be permanently withdrawn during the study.

Definitions
Biopsy confirmed acute rejection episodes were graded according to Banff
2007 classification. CO was considered to blood trough concentrations to

cyclosporine and tacrolimus. Severe dyslipidemia was fasting triglycerides =

v

400 mg/dL or fasting total cholesterol = 350 mg/dL or LDL-cholesterol

160mg/dL despite the use of optimal lipid-lowering therapy.
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Primary end-point
The primary end-point was to evaluate the effect of conversion to everolimus

on hepatitis C viremia in adult kidney recipients.

Secundary end-point

Secundary outcomes included treatment failure, graft loss and death. We
also evaluated the renal function (eGFR by MDRD formula), and spot urine
protein/creatinine ratio (g/g). Safety analysis included incidence of adverse
events as dyslipidemia, new onset of diabetes mellitus after transplantation,

anemia, urinary tract infection, acute rejection and malignancies.

Statistical analysis

Primary and secondary end-points were analyzed in the intention-to-treat
population. Qualitative variables are presented as numbers and percentages
and treatment groups were compared with x2 or Fisher’s exact test. Quantitative
variables with normal distribution (verified through the Shapiro-Wilk test) are
presented as means and standard deviation and compared using T-test; time
after transplantation was non-normal and presented as median and interquartile
range and compared by Mann Whitney test. For the primary end-point were
analyzed using repeated measures ANOVA. All statistical tests were two sided
and were performed using the 0.05 level of significance. The program used was

SPSS version 20.
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Results
Population

Thirty patients were enrolled in this pilot trial between Jan 26, 2012 and
Dec 16,2014. They were followed up to one year after randomization. Twenty
six patients completed one year of study. Two patients were considered
screening failure due to no confirmation of the positive serology for hepatitis C.
One patient was removed from the study due to proteinuria/creatinuria ratio
above 1. One patient withdrew consent. All patients who were randomized and
received assigned treatment were included in the intention-to-treat population.

The clinical and demographic characteristics are demonstrated in Table

Primary end-points

HCV levels expressed in log values were comparable in both groups and
among patients in the same group. The statistical analysis showed no
interaction effect between time and group ( p-valueg-y= 0.852), overtime intra-
groups (p-valuey=0.889) and between treatment and control group (p-
values=0.286). The mean viral load at baseline, 3, 6, 9 and 12 months was 5.8
+0.74,5.7 £ 0.89, 5.8 + 0.60, 5.7 £ 0.85, 5.8 £ 0.93 in the control group and 6.1
+ 0.83, 6.3 £+ 0.95, 6.2 £ 0.87, 5.6 £ 1.8, 6.1 £ 0.62 in the treatment group

(Graphic 1).

Secondary end-points
Patients in Group 1 (conversion) showed a higher incidence of

dyslipidemia (66.7 vs. 23.1%, p=0.03) and proteinuria events (53.3 vs. 7.7%,
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p=0.01) (two patients had p/c ratio >1.0) compared to Group 2. No differences
were observed in the incidence of anemia (33.3 vs. 7.7%, p=0.17), new onset of
post-transplant diabetes mellitus (7.7 vs. 6.7%, p= 1.00) and urinary tract
infection (20.0 vs. 7.7%, p=0.60) (Table 2).

The mean eGFR at baseline, 1, 3, 6, 9 and 12 month after randomization
were-50.37 + 8.63, 47.91 + 7.79, 52.56 + 11.45, 52.36 + 10.66, 53.74 + 15.97,

51.71 = 9.71 ml/min in the control group and 47.91 + 12.26, 54.12 + 15.33,

+

51.08 £ 15.66, 53.13 = 17.09, 53.74 + 15.97, 52.99 = 15.64 ml/min in the
conversion group. There was no statistical difference between groups (Graphic
2).

During follow-up there was no acute rejection episode, malignancies,

graft loss or death.

Discussion

Studies and meta-analyses have shown that the use of mTOR inhibitors
was associated with lower rates of CMV infection (9,10) and reduction of
Epstein-Barr virus (EBV) (11,12,13). This can be attributed to possible antiviral
proprieties of MTOR inhibitors at immunosuppressive doses.

We measured the effect of everolimus conversion in hepatitis C viremia
in adult kidney recipients. However, opposite to the results in liver
transplantation, there was no difference in viral load reduction comparing the
two groups. A decrease of two logs of viral load was not seen even in the same
group over time.

We can not be sure about lack of antiviral activity of everolimus in HCV

because we only analyzed the viral load but not histological hepatic damage
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changes. Also, the possibility of anti-proliferative maintenance therapy may
contribuite for no viral load change.

Studies conducted with liver transplantation reported beneficial effect of
MTOR inhibitors on viral load after liver transplantation in hepatitis C patients
compared to calcineurin inhibitor-based regimens (6,7,8). A non-randomized
study recruited patients after liver transplantation and introduced mTOR
inhibitor as immunosuppressive therapy, comparing with a control group on
calcineurin inhibitors. All patients received prednisolone and mofetil
mycophenolate. Patients in the mTOR inhibitor group showed a decrease of two
or more log values in the viral load among baseline values and months 9 and
12 of follow-up (6).

Soliman et al., 2013 have performed a prospective non-randomized
study that suggested that mTOR inhibitor has the potential to suppress viral
replication in hepatitis C virus-positive renal transplant candidates. Sirolimus
was introduced in 10 patients due to allograft dysfunction caused by
cyclosporine nephrotoxicity. They were compared with 15 patients under
cyclosporine (control group). The study showed a significant decrease in the
HCV PCR levels, although analyzing the absolute values of viral load instead of
log values as recommended by literature (15). The evaluation by absolute value
is not considered an ideal method for monitoring due to high variability of viral
load detected by real time PCR.

As showed by previous studies (10) the most prevalent adverse events
(AEs) with mTOR inhibitors were dyslipidemia and proteinuria. In this study two

patients had proteinuria/creatinuria ratio above 1. One of them responded to
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ACE inhibitor therapy. The other did not respond to ACE inhibitor treatment but
proteinuria decreased after conversion to tacrolimus.

The main limitation of our study is its single-center nature, but it is a pilot
study because there was no available data on renal transplants at the
conception of the trial. The follow-up period was only one year. Maybe there
need for a longer observation time, although the study with liver patients was
able to detect two log difference at 9 month after conversion.

Antiviral therapy using interferon and ribavirin is the main approach to
prevent disease progression but is not indicated for renal transplant patients
due to risk of rejection. Of note, a new generation of direct antiviral agents
(DAASs) was recently approved and can turn out to be a viable option for kidney
transplant recipients, since this is an interferon-free treatment. However, there
are no clinical trials in kidney transplant patients with this new therapy, only a
series of cases published (16).The introduction of these new drugs should not
end the adequacy of immunosuppression studies of renal transplant recipients
with hepatitis C, since this may provide an optimal immunosuppression directed
to this population.

In conclusion, our pilot study did not show viral load decrease after

conversion to everolimus associated with antiproliferative maintenance therapy.
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Table 1. Clinical and demographic characteristics of adult kidney transplant
recipients at enroliment of study.

All Patients Control (CNI) Conversion
N = 30 N=15 (EVL) P
- - N=15
zg‘)"p'e”t age, years (mean + 39.80 + 11.3 39.67 + 1.9 40.00+11.1 |0.93
Recipient gender, male, N (%) 21 (70.0) 11(73.3) 10 (66.7) 1.00
Recipient ethnicity, Caucasian, o5 (83.3 11(73.3 14 (93.3 0.33
N (%) (83.3) (73.3) (93.3) :
Baseline Condition
Hypertension (%) 6 (20.0) 4 (26.7) 2 (13.3)
APKD (%) 2(6.7) 1(6.7) 1 (6.7)
CGN (%) 3(10.0) 1(6.7) 2 (13.3)
Undetermined (%) 11 (36.7) 5(33.3) 6 (40.0)
Other (%) 8 (26.7) 4 (26.7) 4 (26.7)
Panel reactive antibody above i
zero N (%) * 16/25 (64) 8 (66.7) 8 (61.5) 1.00
HLA mismatches (mean + SD) 3.31+£1.43 3.20 £ 1.56 3.45+1.29 0.66
Time after transplantation until | 84.59(23.75;129. | 84.00(26.00;123. | 85.00(19.00;154. 0.78
enrolment (med IR) Months 0) 0) 0) '
New onset of Diabetes after
transplantation, 3(10.0) 1(6.7) 2 (13.3) 0.10
N (%)
Donor age, years (mean = SD) 39.80+13.9 42.3+12.1 37.20+15.4 0.32
Expanded criteria donors, N 2 (6.7 1
%) (6.7) (6.7) 1(6.7) 1.00
Donor gender, male, N (%) 15 (50.0) 6 (40.0) 9 (60.0) 0.46
Donor type, deceased, N (%) 23 (76.7) 11 (73.3) 12 (80.0) 1.00
Baseline immunosuppression 18 (60.0) 9 (60.0) 9 (60.0)
TAC + MPA + PRED (%)
4 (13.3) 0(0) 4 (13.3)
CYA + AZA + PRED (%)
7 (23.3) 5(33.3) 2 (13.3)
CYA + MPA + PRED (%) 1(3.3 1(6.7) 0(0)
TAC + AZA + PRED (%) ' '
Recipient HCV genotype
Genotype 3 13 (56.5) 10 (71.4) 3(33.3)
Genotype 1 10 (43.5) 4 (28.6) 6 (66.7)
Subgenotype la 7 (70.0) 6 (85.7) 1(14.3)
Subgetotype 1b 3(30.0) 2 (66.7) 1(33.3)

APKD = adulta polycystic kidney disease, CGN = chronic glomerulonephritis, TAC = Tacrolimus, MPA = Mycophenolic
acid , CYA = Cyclosporin, AZA = Azathioprine, PRED = Prednisone, EVL = Everolimus, CNI = Calcineurin inhibitor ,
HCV = hepatitis C virus, HLA =, human leukocyte antigens, IR = interquartile range , N = number, Med = Median, *
Were located panel reactive antibody in only 25 patients.



Table 2. Adverse events of special interest in both groups during the follow-up.
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All Patients Control (CNI) Conversion
N =28 N=13 (EVL) P
- - N=15

Anemia, N (%) 6 (20.0) 1(7.7) 5(33.3) 0,17
Dyslipidemia, N (%) 13 (43.3) 3(23.1) 10 (66.7) 0.03
New onset of posttransplant

diabetes mellitus, N (%) 2(6.7) 17.7) 1(6.7) 1.00
Proteinuria ( >0,5 upr) N (%) 9 (30.0) 1(7.7) 8 (53.3) 0.01
Urinary tract infection, N (%) 4 (13,3) 1(7,7) 3 (20,0) 0,60

EVL = Everolimus, CNI = Calcineurin inhibitor , upr = urine protein/creatinine ratio, N = number
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Graphic 1. HCV levels viral load, expressed in log values, comparable in between
groups and among patients in the same group at baseline, 3, 6, 9 and 12 months.
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Graphic 2. Mean eGFR (ml/min) in the control group versus conversion group during

the follow-up.
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3. Considerac0des Finais:

Este estudo teve uma bolsa parcial da Novartis, porém a mesma ndo participou
da analise dos resultados. Os pesquisadores tiveram autonomia no

desenvolvimento do estudo.



