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RESUMO
Introducdo: A nefropatia associada ao virus BK (BKVAN) é importante
complicacéo apos o transplante renal, com prevaléncia entre 1-10% e perda do
enxerto em aproximadamente 50% dos casos. Sem tratamento eficaz, sendo
que a deteccdo viral precoce e reducéo da imunossupressao (IS) € a estratégia
atual para prevenir a BKVAN. Objetivos: verificar incidéncia de BKVAN em um
anico centro e avaliar a resposta a reducao dos imunossupressores através da
andlise de sobrevida do enxerto renal. Métodos: avaliacdo retrospectiva da
coorte de transplantados renais com BKVAN comprovado por bidpsia em
comparacdo com pacientes sem BKVAN em relacdo a aspectos clinicos,
imunossupressdo e sobrevida do enxerto durante pelo menos 2 anos.
Resultados: 58 biopsias comprovaram BKVAN entre 1532 transplantados
renais no periodo de estudo, apresentando incidéncia cumulativa de 4,1% e
tempo médio do transplante ao diagndstico de 187 (IC 61-1275) dias. BKVAN
foi associado ao sexo masculino receptor (p = 0,042), doador falecido (p =
0,007) e diabetes pré-existente (p = 0,017). Doze (20,6%) pacientes tiveram um
episédio de rejeicdo aguda apos o diagndstico de BKVAN e reducdo de IS. A
sobrevida do enxerto foi inferior para os pacientes com BKVAN e a sobrevida
em 5 anos foi inferior para os estagios B de Banff (69,7%) em relacdo ao
estagio A (80,8%) e ndo-BKVAN (88,0%) (p = 0,017). Treze (22,4%) pacientes
com BKVAN perderam os enxertos, 9 (15,5%) atribuidos a infeccédo por BKV.
Trés pacientes com perda de enxerto associada ao BKV foram submetidos a
novo transplante de rim e sem evidéncia de replicacéo viral (seguimento de 7,
12 e 31 meses). Concluséo: a incidéncia cumulativa em nosso estudo foi
4,1%, o que esta de acordo com o relatado na literatura. Nenhuma concluséao
sobre a melhor estratégia de tratamento pode ser elaborada neste momento,

sendo necessarios estudos complementares.

Palavras-chaves: poliomavirus, transplante renal, BK virus.



1. Introducao

1.1. Poliomavirus

Os poliomavirus sao pequenos virus com 30 a 45nm, ndo envelopados,
com capsideo icosaédrico que abriga um genoma de DNA de cadeia dupla com
mais de 5.000 pares de nucleotideos (Eash e cols., 2006). Seu genoma &
composto por: 1) uma regido precoce altamente conservada, que codifica o
chamado "antigeno T / t" (AgT), envolvido na transformacéo, replicacéo viral,
regulacdo e expressdo génica; 2) uma regiao “tardia", codificando as trés
proteinas do capsideo, chamadas VP1, VP2 e VP3 (DeCapri e cols., 2013), e
3) por uma proteina chamada agnoproteina, uma regido reguladora nao
codificante localizada entre as outras duas, em que se estabelecem os
determinantes para o inicio da replicacdo, a ligacdo do AgT e os elementos
reguladores da transcri¢éo (Bratt e cols., 1999).

A soroprevaléncia é de 60 a 80% em seres humanos (Stoian e cols.,
1983; Gardner e cols., 1984; Bratt e cols., 1999; Drachenberg e cols., 1999;
Randhawa e cols., 1999; Nickeleit e cols., 2000b; Hirsch, 2002; Burgos e cols.,
2010) e a replicacdo ocorre no nucleo das células hospedeiras. As espécies
mais relevantes que possuem potencial patogénico em seres humanos sdo o
BK virus (BKV), JC virus e o Simian Virus 40 (Hariharan, 2006).

O BKYV foi inicialmente isolado em 1971 por Gardner e colaboradores na
urina de um receptor de transplante renal sudanés que apresentava estenose
ureteral (Gardner e cols., 1971). Apds, foram relatados alguns casos
semelhantes até ser descrito o primeiro caso de nefrite associada ao BKV

(BKVAN, do inglés BK virus-associated nephropathy) por Purighalla e



colaboradores. (1995).

O virus BK é dividido em quatro grupos sorolégicos (I a 1V) e genotipos,
que podem ter diferentes graus de viruléncia. Em outro estudo, foram
analisadas 19 bidpsias renais com poliomavirus e, entre estas, 11 pacientes
eram infectados pelo grupo sorologico | (Baksh e cols., 2001), sendo este o
mais prevalente. O subtipo | é predominante em todo o mundo, seguido do
subtipo IV predominando na Asia e parte da Europa, e os subtipos Il e Ill sdo

raros em todo o mundo (Zhong e cols., 2009).

A infeccdo primaria por BKV tende a ocorrer mais cedo na infancia
através da exposicdo oral e respiratéria (Bratt e cols.,, 1999), além de
transfusdes sanguineas, transplantes e gestacao (Hirsch e Steiger, 2003). Em
relacdo as manifestacdes clinicas da primoinfec¢éo, poucas observacdes foram
feitas em individuos submetidos a soroconversédo de BKV, mas acredita-se que
a maioria das infeccbes primarias sejam subclinicas variando desde casos
assintomaticos, sintomas sugestivos de resfriado (Mantyjarvi e cols., 1973;
Randhawa e cols., 2002; Pang e cols., 2007), tonsilite (Goudsmit e cols., 1982)
e cistite com ou sem hematiria (Hashida e cols., 1976). Apds a infeccao
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) (Agha e Brennan, 2002; Randhawa e cols., 2002;
Pang e cols., 2007). Também tem sido demonstrado DNA do poliomavirus em
tecidos cervicais e vulvares do trato genital feminino e esperma masculino
(Randhawa e cols., 2002).

A replicagdo ativa intermitente e excrecdo viral assintomatica ocorrem
em até 20% dos individuos imunocompetentes e em 10 a 60% dos pacientes

imunocomprometidos (Bratt e cols., 1999; Drachenberg e cols., 1999; Howell e
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cols., 1999; Nickeleit e cols., 2000a; Peinemann e cols., 2000; Bressollette-
Bodin e cols., 2005). Entre os receptores de transplante renal, nefrite
tubulointersticial e estenose ureteral sdo as principais consequéncias da
infeccdo pelo BKV. A prevaléncia estimada de BKVAN é de 1 a 10% nesta
populacao (Nickeleit e cols., 2000a; Hirsch e cols., 2002; Hirsch e cols., 2005;
Dharnidharka e cols., 2009; Schold e cols., 2009; van Aalderen e cols., 2012),
ja a estenose ureteral € menos comum entre pacientes transplantados (Hirsch

e Steiger, 2003).

1.2. Nefropatia associada ao BKV

1.2.1. Mecanismo de lesao

O mecanismo das lesdes celulares nos tubulos proximais envolve varios
componentes celulares do hospedeiro, incluindo microtabulos, reticulo
endoplasmatico e ativacdo de proteossoma. Ainda ha evidéncia de o fator de
transformacao de crescimento B poder elevar a atividade precoce de BKV de
uma maneira dependente da deformacdo, o que poderia explicar, pelo menos
em parte, o papel potencial de certos farmacos imunossupressores na
reativacao do BKV (Kuypers, 2012).

Também é sugerido que citocinas produzidas por mondcitos e as
células T-helper 2 estejam envolvidas na patogénese da BKVAN e na
contencgdo das respostas inflamatorias do hospedeiro, respectivamente, pois 0s
receptores de transplante renal com alta carga viral de BKV tém niveis

elevados na urina do receptor de IL1 soltuvel proteina antagonista, IL 3, IL 6 e

receptor soluvel de IL 6 em comparacdo com pacientes com BKV negativos



(Kuypers, 2012).

Sendo assim, evidenciou-se que a resposta imune do hospedeiro,
caracteristicas virais e o tipo, carga e sequéncia da terapia imunossupressora
sao igualmente importantes na determinacdo do equilibrio clinico final entre a

depuracéo adequada de BKV ou progresso para BKVAN (Kuypers, 2012).

1.2.2. Manifestacdes Clinicas

A infeccdo secundaria pelo BKV geralmente é assintomatica, podendo
evoluir com uma elevacdo aguda ou piora progressiva das provas de funcéo
renal (Vasudev e cols., 2005; Dall e Hariharan, 2008) e pode ser devido a
reativacao do virus latente ou reinfeccdo com uma nova cepa (Hirsch e cols.,
2002). O inicio da doenca se d4 em média entre 10 e 13 meses apos 0
transplante (Ramos, 2002; Sachdeva e cols., 2004; Vasudev e cols., 2005) e a
evolucdo para perda do enxerto renal pode ocorrer em 30-60% dos casos apos
2 a 3 anos de acompanhamento (Hussain e cols., 2002; Ramos, 2002;
Vasudev e cols., 2005; Hariharan, 2006). Ocasionalmente pode manifestar-se
como obstrucdo ureteral e hidronefrose, bem como casos de cistite
hemorragica (Gupta e cols., 2003). O envolvimento inicial costuma ser na
medula renal e apos evoluir com comprometimento do coértex renal, porém
pode ser simultaneo em 70% casos (Drachenberg e cols., 2004).

A perda de aloenxertos deve-se principalmente a replicacdo viral
extensa em células epiteliais tubulares que evoluem para necrose tubular
franca. Embora potencialmente e totalmente reversivel no inicio da doenca, o
dano viral persistente leva a fibrose intersticial irreversivel e a atrofia tubular

(Nickeleit e cols., 1999).



1.2.3. Fatores de Risco

Os fatores de risco para desenvolvimento de infec¢do pelo virus néo
estdo bem definidos, sendo descritos pacientes com funcéo tardia do enxerto
renal (Bressollette-Bodin e cols., 2005), extremos de idade, sexo masculino,
trauma ureteral, diabetes mellitus, infeccdo por citomegalovirus (CMV),
tratamento de rejeicdo aguda, etnia branca e uso de terapia de manutencao de
glicocorticoides (Ramos, 2002; Olsen e cols., 2006; Randhawa e Ramos, 2007;
Thomas e cols., 2007; Schold e cols., 2009; Sharif e cols., 2012; Knight e cols.,
2013).

Entretanto, o grau de imunossupressao é provavelmente o fator de risco
mais importante subjacente a infec¢do viral e a replicacdo de BKV, sendo
considerado um marcador confiavel do excesso de imunossupressdo segundo
Gralla e colaboradores (2012). A introducdo de novos imunossupressores tem
sido associada a BKVAN, mas nenhuma droga ou combinacéo
imunossupressora especifica foi relacionada conclusivamente (Gardner e cols.,
1984; Nickeleit e cols., 2000b; Mengel e cols., 2003; Bressollette-Bodin e cols.,
2005; Hirsch e cols., 2005; Dadhania e cols., 2008; Schold e cols., 2009)

Um estudo demonstrou que a incidéncia de BKVAN € oito vezes maior
guando se utiliza o esquema triplice contendo tacrolimo, micofenolato e
glicocorticoide, e que o risco de BKVAN é 13 vezes maior em comparagdo com
0 grupo controle. Consequentemente, a sobrevida do enxerto em pacientes
com BKYV foi significativamente pior quando comparada com o grupo controle
(Mengel e cols., 2003). No ano de 2005, Bressollete-Bodin e colaboradores

compararam 0s pacientes imunossuprimidos com tacrolimo e com ciclosporina,
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concluindo que a virdria e a viremia para BKV foi significativamente maior nos
pacientes do primeiro grupo com seis e nove meses de avaliacdo. No
acompanhamento de um ano deste mesmo grupo nao foram identificados
casos de BKVAN e isto foi provavelmente associado a interrupcdo da terapia
com corticoide no terceiro més apds o transplante renal (Bressollette-Bodin e
cols., 2005).

Em um estudo prospectivo foram randomizados 200 pacientes
transplantados renais para receber imunossupressdo com tacrolimo ou
ciclosporina associados a micofenolato ou azatioprina, para avaliar a
ocorréncia de BKV em um ano de acompanhamento. N&do houve diferenca na
ocorréncia de virdria nos individuos recebendo tacrolimo em comparacdo com
ciclosporina (36% vs. 31%), nem em individuos que receberam azatioprina em
comparacao com micofenolato (33% vs. 38%). Também ndo houve diferenca
na ocorréncia de viremia para BKV entre os grupos (Brennan e cols., 2005).
N&do foram encontradas evidéncias de maior risco entre as drogas
imunossupressoras em estudo de Vasudev e colaboradores (2005).

Outro fator de risco descrito é 0 uso da timoglobulina na inducéo para o
transplante renal, entretanto dois estudos ndo demonstraram aumento na
incidéncia de viraria ou viremia (Brennan e cols., 2005) ou BKVAN (Hirsch e
cols., 2002).

Em uma andlise de Binet e colaboradores na década de 1990,
evidenciou-se que o0s episodios de rejeicdo recorrente e a terapia
imunossupressora de alta dose, sao fatores de risco para infeccdo manifesta
do enxerto renal pelo BKV, que tem um pior prognéstico quando nao
acompanhada e tratada em tempo habil, corroborando com as afirmacdes

anteriores (Randhawa e cols., 1999). Também em outros dois estudos,
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identificou-se que tratamento com doses elevadas de corticosterdides para
rejeicdo € fator de risco para o aumento da patogenicidade de BKV (Hirsch e
cols., 2002; Ramos, 2002).

A incompatibilidade ABO e o grau de incompatibilidade HLA (do inglés,
Human Leukocyte Antigen, ou antigeno leucocitario humano) do doador e
receptor também sdo fatores de risco em investigacdo, provavelmente por
aumento na taxa de rejeicdo e aumento na intensidade de imunossupressao
desses pacientes (Awadalla e cols., 2004; Sharif e cols., 2012; Masutani e

cols., 2013).

Foram analisados o grau de compatibilidade HLA entre doador e
receptor e a associacdo dos antigenos HLA em 40 pacientes transplantados
renais com BKVAN comparados com um grupo controle de 404 receptores de
transplante ndo afetados e que receberam imunossupressao com tacrolimus
sem inducdo. As analises estatisticas de regressdo logistica univariada e
multivariada  mostraram  associacdo  significativa entre BKVAN e
incompatibilidade HLA, porém ndo houve associacdo com qualquer alelo HLA
especifico. Foi proposto que a incompatibilidade HLA promova o
desenvolvimento de BKVAN através de processos inflamatérios relacionados a
rejeicdo e imunossupressdo mais intensa, levando a reativacdo do virus e
lesé@o do epitélio tubular (Awadalla e cols., 2004).

Outro estudo analisou retrospectivamente os receptores adultos de
transplantes de rim incompativeis entre 1998 e 2010 (62 pacientes ABO-
incompativeis e 221 pacientes HLA incompativeis) quanto a BKVAN
comprovada por biépsia (protocolar ou por causa). O risco de BKVAN foi
significativamente maior entre os pacientes com incompatibilidade ABO que os

com incompatibilidade HLA (17,7% vs. 0,9%; P = 0,008) (Sharif e cols., 2012).
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Masutani e colaboradores tentaram identificar quais HLAs estariam
associados a infeccdo pelo BKV em uma coorte retrospectiva envolvendo 998
pacientes transplantados de rim com viremia, analisando os parametros
clinicos e a correspondéncia do doador-receptor para HLA especificos. Na
analise multivariada, a correspondéncia de HLA-A2, HLA-B44 e HLA-DR15 foi
associada a baixo risco de viremia por BKV, e nao foi identificado maior risco
associado a nenhum HLA especifico (Masutani e cols., 2013).
Alguns estudos relataram a associacao entre a ocorréncia de viremia por
BKV e infeccdo por citomegalovirus (Howell e cols., 1999; Toyoda e cols.,
2005), e uma associacdo negativa entre viraria por JC virus e virdria por BKV

(Cheng e cols., 2011).

1.2.4. Métodos Diagnésticos

A maioria dos casos de BKVAN ocorre no primeiro ano pés-transplante,
mas cerca de um quarto dos casos sao diagnosticados mais tarde. De forma
geral, se manifesta no final do primeiro e inicio do segundo ano, em média no
décimo terceiro més. Apenas 5% dos casos ocorrerdo entre o segundo e o
quinto ano apdés o transplante renal (Ramos, 2002; Hirsch e Steiger, 2003;
Vasudev e cols., 2005).

E importante realizar a triagem para replicacdo de poliomavirus, uma vez
que permite uma intervencdo precoce reduzindo a perda do aloenxerto e
retorno para dialise (Hirsch e cols., 2002; Buehrig e cols., 2003; Brennan e
cols., 2005; Hirsch e cols., 2005). Para equilibrar o custo e a eficiéncia de
rastreio, recomenda-se que o0s receptores de transplante renal sejam

rastreados pelo menos a cada trés meses durante os dois primeiros anos pos-
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transplante e anualmente até o quinto ano pés-transplante. Também deve ser
realizado o rastreio sempre que o paciente apresentar declinio inexplicavel da
funcdo renal ou realizar tratamento para rejeicdo aguda (Hirsch e cols., 2005;
KDIGO, 2009).

Um estudo sugere que fazer o rastreamento da infeccdo por BKV mais
frequente (por exemplo, quinzenalmente durante os primeiros 3 meses,
mensalmente aos 3-6 meses e a cada 3 meses depois) aumentaria o fardo
financeiro inicialmente, mas que apdés 2 anos 61% dos custos da triagem
seriam cobertos pela reducdo dos custos pela reducdo da imunossupressao.
Sendo assim, dependendo dos recursos e da frequéncia de seguimento clinico,
qualquer uma das duas estratégias de triagem de BKV poderia ser
implementada no acompanhamento pés transplante renal (Kuypers, 2012).

No servico de transplante renal da Santa Casa de Misericordia de Porto
Alegre, o rastreio € mensal nos primeiros seis meses de imunossupressao
através da pesquisa de células decoy na urina (citologia urinaria) e apds, a
cada trés meses até finalizar o primeiro ano de transplante renal. E realizada a
viremia quantitativa nos casos em que € positiva a citologia em duas amostras.
Ao confirmar viremia significativa € indicado reducdo da imunossupressao e
realizacdo de bidpsia renal com imunohistoquimica, independente da funcao
renal. Além disso, 0s ensaios de rastreio sdo realizados sempre que uma
biopsia é realizada por disfuncdo do aloenxerto, o que estd de acordo com
Hirsch e colaboradores (2005). Vale ressaltar que o rastreio realizado através
da pesquisa de células decoy e DNA viral urinario precede o diagnostico da
viremia em torno de 4 semanas (Hirsch e cols., 2002; Brennan e cols., 2005) e

a confirmacéo histoldgica em 12 semanas (Hirsch e cols., 2005).

As células decoy séo identificadas atraveés da citologia urinaria, e sé&o
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células tubulares renais com inclusdes virais intranucleares provenientes dos
segmentos distais e do ducto coletor, bem como das camadas superficiais do
epitélio urotelial (Nickeleit e cols., 1999), sendo um sinal de replicacao viral
fortemente sugestiva de infec¢cdo por poliomavirus (Hirsch e cols., 2002;
Sachdeva e cols., 2004). No entanto, possuem baixo valor preditivo para
identificar BKVAN, mesmo quando a presenca do virus € abundante (Hirsch e
cols., 2002; Hariharan, 2006), com especificidade de 71% (Hirsch e cols.,
2002), podendo representar um bom teste para rastreamento (Hariharan,
2006). Outro fator importante € a relacdo custo-beneficio, com um estudo
demonstrando evidente reducdo dos valores gastos no periodo de dois anos
quando comparado citologia urinaria (positividade de células decoy sustentada
no intervalo de duas semanas em duas ou mais amostras urinarias) com a

monitorizacdo pela técnica de PCR na urina (Kuypers, 2012).

Este segundo método de rastreio, virtria por PCR guantitativo apresenta
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo
de 70%, 70%, 53% e 83% para qualquer viremia isolada e 91%, 66%, 33% e
98% para viremia sustentada, respectivamente (Brennan e cols., 2005). Ja o
PCR qualitativo de urina tem aumento de 18% na sensibilidade em detectar

BKV quando comparado a citologia urinaria (Brennan e cols., 2005).

Em caso de teste de rastreio positivo, é recomendado que o resultado de
triagem seja confirmado dentro de quatro semanas ou seguidos de ensaios de
diagnéstico quantitativos adjuntos de maior valor preditivo positivo para
BKVAN, como a quantificacdo da carga de DNA de BKV no plasma (viremia)
(Limaye e cols., 2001; Agha e Brennan, 2002; Hirsch e cols., 2002). O nivel

plasmatico de BKV >10.000 copias por ml estd associado a uma especificidade
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de 93% para a presenca de BKVAN (Hirsch e cols., 2002; Hirsch e Steiger,
2003; Randhawa e cols., 2004).

Diretrizes de 2005 recomendam que virdria acima de 10’ cépias por ml
e/ou viremia superior a 10* cépias por ml persistindo por 3 semanas S&o
altamente sugestivas de BKVAN, sendo indicada bidpsia do aloenxerto (Hirsch
e cols., 2005). Outros autores também encontraram uma correlacéo entre PCR
negativo na urina e PCR negativo no plasma (Randhawa e Demetris, 2000).

O diagnostico definitivo de BKVAN é estabelecido através da bidpsia
renal que também auxilia na diferenciacdo com rejeicdo aguda, toxicidade por
drogas e recorréncia de doenca de base (Hirsch e Steiger, 2003). O
diagnéstico de BKVAN é confirmado por mudancas citolégicas caracteristicas
(corpos de inclusdo de poliomavirus intranucleares em células parietais
epiteliais tubulares e/ou glomerulares, frequentemente associadas a necrose
celular epitelial e leséo tubular aguda) (Nickeleit e cols., 1999; Buehrig e cols.,
2003) associadas a um teste imunohistoquimico positivo, com anticorpo dirigido
especificamente contra BKV ou contra SV40, com especificidade de quase
100% (Drachenberg e cols., 2004; Hirsch e cols., 2005; Wiseman, 2009).
Alguns centros utilizam a hibridizagdo in situ para identificar genomas de
poliomavirus ou microscopia eletrénica (Hirsch e cols., 2005).

E necessério ressaltar que a sensibilidade da bidpsia renal pode ser
reduzida em virtude da possibilidade de ocorréncia focal da BKVAN (Nickeleit e
cols., 1999; Drachenberg e cols., 2001; Hirsch e Steiger, 2003; Drachenberg e
cols., 2004) e pode ser associado a diferentes graus de infiltrados de células
inflamatorias, atrofia tubular e fibrose (Nickeleit e cols., 1999; Buehrig e cols.,
2003). A leséo tubular induzida por poliomavirus é vista como correlacdo

morfolégica maior para a disfuncdo do aloenxerto e o infiltrado inflamatorio é
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variavel, podendo ser rico em leucocitos polimorfonucleares e/ou linfocitos e
células plasmaticas, algumas vezes mostrando também uma rejeicdo
concomitante do aloenxerto (Hirsch e cols., 2005).

Um sistema de classificacdo histolégica foi proposto para correlacionar a
extensdo do dano tecidual do enxerto (Sis e cols., 2010). O padrao histolégico
A é caracterizado por alteracOes citopatogénicas virais leves a moderadas
(<25% dos nucleos da biopsia), acompanhadas apenas de inflamacao
intersticial minima, fibrose e atrofia tubular (< 10%). No padrao B, as alteracdes
citopatogénicas variam de moderadas (11 a 25%) a extensas (26% a > 50%),
juntamente com inflamacéo intersticial leve (11-25%), moderada (26-50%) e
grave (> 50%), descrevendo os subtipos B1l, B2 e B3, respectivamente. A
atrofia tubular e fibrose intersticial sdo minimas, leves (11-25%) e moderadas
(26-50%) (26-50%) em B1, B2 e B3, respectivamente. No padrdo C, fibrose
intersticial e atrofia tubular severas (> 50%) indicam danos cronicos
irreversiveis do aloenxerto associados a graus variaveis de inflamacédo
intersticial e alteracdes citopatogénicas virais (Hirsch e cols., 2009).

Através desta classificacdo, foi analisado risco de perda do enxerto
renal, sendo constatado que os piores padrdes histolégicos de BKVAN estdo
associados a um risco crescente de perda de enxerto (BKVAN A: 12,9%, B1:
40%, B2: 56%, B3: 77,7% e C: 100%) (Hirsch e cols., 2009).

A biopsia renal é considerada necessaria para o diagnostico inicial, mas
a contribuicdo da avaliacdo tecidual em estagios posteriores ainda ndo é
conhecida, uma vez que temos poucos estudos na area e a descricdo
sistematica de alteracGes histologicas tardias apos o diagndstico e tratamento
da BKVAN nao esta disponivel (Menter e cols., 2013; Drachenberg e cols.,

2017).
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1.2.5. Tratamento

O manejo da infec¢do tem como objetivo reduzir a replicacao viral, evitar
episodios de rejeicdo aguda associada e preservar a funcéo renal. Entretanto,
atualmente ndo existe uma terapia antiviral eficaz estabelecida para BKVAN,
que esta associada com perda do enxerto em 15 a 50% dos individuos
afetados (Howell e cols., 1999; Ramos, 2002; Wadei e cols., 2006). Dada a
auséncia de um agente antiviral especifico comprovado para poliomavirus e a
clara relacdo de BKVAN com a carga de imunossupressao, em um primeiro
momento, deve-se considerar o tratamento primario como a reducéao judiciosa
da imunossupressao, porém as descricdes publicadas dos métodos utilizados
para reduzir a imunossupressao variam tanto no grau de reducdo quanto na
troca da droga.

Nos estudos iniciais sobre tratamento da BKVAN, tem-se relato do uso
de esterdides em pulso devido a ansiedade sobre a rejeicdo aguda
concomitante desencadeada pela presenca de tubulite (Celik e cols., 2003).
Atualmente, a estratégia utilizada com mais frequéncia é a reducdo da
imunossupressao permitindo ao sistema imune do hospedeiro combater a
infeccédo viral (Brennan e cols., 2005; Hirsch e cols., 2005), o que pode implicar
aumento do risco de rejeicdo aguda (Bressollette-Bodin e cols., 2005).
Andlises de Celik e colaboradores mostraram que a reducdo da
imunossupressao é mais eficaz na reducéo da carga viral do que a terapia com
esterdides ou 0 nao tratamento com qualquer alteracdo na imunossupressao,
observando na sua analise que a creatinina sérica permaneceu estavel em

20% e piorou em 80% das bidpsias nos pacientes nédo tratados (Celik e cols.,
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2003).

JA4 Vasudev e colaboradores demostraram que a reducdo de
imunossupressao estabiliza a funcdo renal de transplantados com BKVAN
(Vasudev e cols., 2005). Entretanto, a eficacia desta estratégia ndo foi avaliada
sistematicamente. Estudos retrospectivos e séries de casos examinaram a
eficacia de diminuir a imunossupresséao geral (Randhawa e cols., 1999; Celik e
cols., 2003; Saad e cols., 2008; Wiseman, 2009) mas uma estratégia ideal
ainda néo foi definida.

Quando se questiona a reducdo mais agressiva da imunossupressao,
suprimindo o uso de uma droga utilizada previamente, também ainda nao se
tém respostas definitivas. Weiss e colaboradores compararam uma estratégia
de reducdo "agressiva” em que uma droga (principalmente o inibidor da
calcineurina) foi eliminada versus uma reducdo padrdao de agentes em um
regime de 3 medicamentos. Os pacientes submetidos a uma reducao
"agressiva" tiveram significativamente maior sobrevida do enxerto em relacao
aos pacientes com somente reducao das doses (Weiss e cols., 2008).

Outra alternativa seria a troca da imunossupressdo de tacrolimo para
ciclosporina, mas ndo se observaram resultados animadores (Wadei e cols.,
2006). Um estudo recente de conversao para sirolimo ou everolimo associada
a tacrolimo ou ciclosporina mostrou titulos de virdria significativamente
reduzidos no grupo de conversado, apesar das limitacdes do mesmo (Yen e
cols., 2016).

Além da reducdo da imunossupressdo, as terapias auxiliares que
ganharam maior interesse incluem o agente antiviral cidofovir, a leflunomida,
antibidticos como fluoroquinolonas e imunoglobulina humana intravenosa

(IVlg), um agente imunomodulador. Infelizmente nenhum estudo clinico
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prospectivo randomizado testou o valor de adicionar esses agentes a estratégia
de reducéo da imunossupressao.

O cidofovir tem sido usado no tratamento da infeccdo, mas este agente &
nefrotdxico e excretado pelo rim, necessitando adequada hidratacdo durante o
seu uso. E um inibidor de DNA-polimerase viral com atividade antiviral in vitro
(Farasati e cols., 2005), e seu efeito inibidor in vivo esta relacionado a inibigdo
da replicacdo do genoma do BKV intracelular, dependente dos fatores de
replicacdo das células hospedeiras e, portanto, esta associado a altos graus de
toxicidade (Bernhoff e cols., 2008). Clinicamente, o cidofovir € utilizado para
tratamento do citomegalovirus e esta associado a diminuicdo da funcao renal e
proteindria. E altamente concentrado na urina e, portanto, doses de 1/10 a 1/20
das doses de tratamento para o citomegalovirus (por exemplo, 0,25 a 0,5 mg /
kg a cada 1 a 2 semanas) podem ser utilizadas em pacientes com BKVAN
(Kuypers e cols., 2005).

Uma alternativa a ser investigada € a leflunomida, um analogo de
pirimidina aprovado para o tratamento de pacientes com artrite reumatdide.
Além de possuir atividade imunossupressora, parece eficaz contra o
citomegalovirus e parece ter atividade contra o BKV in vitro e em animais
(Farasati e cols., 2005; Chong e cols., 2006; Josephson e cols., 2006). O uso
desta droga associada a reducdo da imunossupressao em pacientes com
BKVAN demonstrou importante reducdo na viremia e virdria (Josephson e
cols., 2006; Leca e cols., 2008). Um estudo constatou que a terapia com
leflunomida, onde o0s niveis sanguineos da droga sdo cuidadosamente
monitorados, parece ser um tratamento seguro e eficaz para a BKVAN
(Josephson e cols.,, 2006). Por outro lado, Krisl e colaboradores néo

demonstrou efeito na depuracéo viral do BKV (Krisl e cols., 2012). Desta forma,
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ainda séo necessarios mais estudos sobre o uso da leflunomida na BKVAN
(Faguer e cols., 2007).

Em relacdo ao uso de antibioticos do grupo das quinolonas, a hipétese
de atividade antiviral contra o BKV deve-se a inibicdo da enzima girase,
consequentemente inibindo as helicases, que séo essenciais para a replicacao
do DNA viral (Leung e cols., 2005; Josephson e cols., 2006; Ali e cols., 2007,
Gabardi e cols., 2010). Gabardi e colaboradores concluiram que as quinolonas
sao efetivas na prevencdo de viremia por BKV ap0s transplante renal quando
utilizadas em um curso de 1 més apds o transplante, promovendo taxas
significativamente mais baixas de viremia por BKV ao final do primeiro ano em
comparacao com aqueles sem fluoroquinolona; e na analise do subgrupo, a
exposicao a fluoroquinolona para o tratamento de infeccdes bacterianas no
prazo de 3 meses apds o transplante foi associada a taxas de viremia BKV
significativamente mais baixas no primeiro ano (Gabardi e cols., 2010). Dois
estudos randomizados ndo mostraram nenhum beneficio da levofloxacina,
tanto profilaticamente como para tratamento para a viremia por BKV ativa
(Knoll e cols., 2014; Lee e cols., 2014). Sendo assim, esses achados nao
suportam o uso de levofloxacina para prevenir a infeccdo pelo BKV pés-
transplante.

Finalmente, a imunoglobulina endovenosa (IVlg, intravenous
immunoglobulin) foi utilizada em pacientes com BKVAN como agente
imunomodulador e com potencial antiviral. O primeiro estudo a relatar uma
série clinica envolvendo IVIg e reducdo de imunossupressdo para tratamento
da BKVAN foi em 2006, em que apés um acompanhamento de 15 meses, 88%
dos pacientes estavam livres de didlise embora a funcdo renal ndo tenha

apresentado uma melhora estatisticamente significativa (Sener e cols., 2006).
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Depois, foi relatada a estabilizacdo da funcédo renal, a resolucéo histologica da
BKVAN e a reducéo significativa da viremia BKV em um paciente pediatrico
com o0 uso de IVlg, ap6s uma resposta inadequada a reducdo da
imunossupressao e a terapia com cidofovir (Sharma e cols., 2009). A eficacia
do uso de IVIg ndo foi consolidada, e novos ensaios multicéntricos
randomizados prospectivos sdo necessarios para validar a utilidade da droga
no tratamento de BKVAN.

Vale lembrar ainda que a IVIg tem alto custo financeiro, o que limita a
sua utilizacao, além de ter efeitos colaterais conhecidos que vao desde reacdes
alérgicas, cefaleias, disfuncao renal e trombose venosa profunda (Wittstock e
cols., 2003).

A andlise de Wadei e colaboradores ndo encontrou evidéncias para um
efeito benéfico de intervencdes auxiliares (incluindo uso de IVIig) em
comparacao com a reducao isolada da imunossupresséao (Wadei e cols., 2006).

Diante do exposto, continua dificil definir uma estratégia padréo para
reduzir a terapia imunossupressora quando a viremia de BKV ou BKVAN
ocorre em receptores de transplante renal por uma série de razdes, dentre elas
as diferencas na distribuicdo de fatores de risco conhecidos para BKVAN em
diferentes populacbes de estudo; a falta de estudos prospectivos de
intervencdo aleatdria; a variada mistura de casos de pacientes com viruria
BKV, viremia ou BKVAN; a falta de esquemas de reducdo padronizados
predefinidos para terapia imunossupressora; a falta de controle de exposicéo
longitudinal para todos os medicamentos imunossupressores utilizados; a falta
de estratégias comparaveis de monitoramento de BKV e o viés de relatdrios
(Kuypers, 2012). Sendo assim, ha necessidade de estudos prospectivos e

randomizados maiores para se definir a eficacia das terapias existentes até o



momento.

18

Além dos estudos citados acima, também outros foram revisados, porém

sdo limitados e todos se encontram resumidos na Tabela 1.

Tabela 1: Estudos sobre tratamentos diversos para BKV E BKVAN.

Tratamento Referéncia Ajuste de Pacientes Desfechos Efeitos
imunoterapia com BKV adversos
ou BKVAN
Imunossupres- Ramos, Reducdo da IC 67 A funcéo de 8 pacientes
sores 2002 em 50% enxerto ndo foi apresentaram
associada a estatisticamente rejeicdo
descontinuagdo diferente entre os aguda.
ou reducédo do grupos no final
micofenolato. do
acompanhament
o.
Celik e Grupo 1: 45 Aumento ou Sem eventos
cols., 2003 tratamento com persisténciada  adversos
doses elevadas carga viral em relatados.

de 16/20 no grupo

corticosteroides. 1, 3/10 no grupo

Grupo 2: reducéo 2, 3/6 no grupo

da 3.

imunossupressao

Grupo 3: sem

alteracdo na

imunossupressao

Vasudev e Reducéo da 25 Estabilizagdo da 3 dos 25
cols., 2005 imunossupressao funcéo renal em pacientes

em 40% 16 dos 25 apresentaram

pacientes. rejeicéo.
9 pacientes
evoluiram
para perda da
funcéo renal.
Saad e Reducéo do 24 Reducéo da 3 pacientes
cols., 2008 tacrolimo e do viremia em todos tiveram
micofenolato 0s pacientes. rejeicao
mofetil em 41 e aguda.

44% 1 paciente
com falha do
enxerto apos
reativacdo do
BKV.

Weiss e Descontinuagcdo 35 A eliminagéo 1 paciente em

cols., 2008 do CNI ou precoce de um  cada grupo
reducédo de imunossupressor deve rejeicdo
>/=50% e < 50% foi aguda.

do CNI no significativament

primeiro més e mais eficaz na

apos o preservacéo da

diagnéstico. funcédo do

enxerto do que
uma estratégia
de reducdo de
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Cidofovir

Leflunomida

Yen e cols.,

2016

Kyupers e
cols., 2005

Josephson
e cols.,
2006

Faguer e
cols., 2007

Leca e
cols., 2008

Converséo para 63
Sirilimo ou

Everolimo ou

Nao conversao

Reducéo do 21
inibidor da
calcineurina e do
micofenolato

mofetil associado

Oou nao ao

cidofovir

Leflunomida ou 26
leflunomida e
cidofovir.

Reducéo da 12
imunossupressao
e leflunomida

Grupo 1: 12/21 21
dose baixa de
leflunomida

9/21 dose alta de
leflunomida

dois agentes.

O grupo da
conversao teve
reducdo
significativa da
virdria.

6/8 pacientes
gue usaram
cidofovir
tiveream reducéo
do BKV.

22/26 com
reducéo
significativa da
carga viral na
urina e no soro.

5/12 auséncia de
virus no soro
apos tratamento.

Sem reducgédo
significativa a
viremia.

limitacdes
importantes
por ser
retrospectivo,
0 nimero de
casos foi
relativamente
pegueno e 0s
pacientes
inscritos ndo
apresentaram
infeccBes
graves pelo
virus BK

Duas
rejeicdes
agudas no
grupo do
cidofovir.
Nenhum
pciente do
grupo do
cidofovir teve
perda do
enxerto renal.

4/26 nao
tiveram nivel
sérico da
droga
mantida e nao
tiveram
reducédo da
virdria ou do
virus no soro.

4/12
estabilizaram
funcéo renal e
2/12 tiveram
piora da
funcéo renal

3/12 com
perda do
enxerto.
1/9 com
perda do
enxerto.
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Fluoroquinolona
s

IVIg

Krisl e cols.,

2012

Gabardi e
cols., 2010

Lee e cols.,
2014

Knoll e
cols., 2014

Sener e
cols., 2006

Wadei e
cols, 2006

52 tratados com
leflunomida, 24
nao

Ciprofloxacino ou

levofloxacino
durante 1 més

Levofloxacino
(20/39) ou

placebo (19/39) e

reducéo da

imunossupressao

Levofloxacino a
partir do 5° pés-
operatorio,
mantido por 3
meses ou
placebo.

IVIg e reducéo da
imunossupressao

em 50%.

Cidofovir (55%)
IVIg (20%)
Conversao para
ciclosporina
(55%)

76

Grupo I
160
pacientes no
grupo
controle.
Grupo II: 25
receberam
fluoroquinolo
nas.

39

154

Sem reducédo
significativa da
viremia.

Viremia maior
apos 1° ano de
trasnplante nos
pacientes que
néo receberam
fluoroquinolona.

Sem diferenga
significativa da
reducdo da
viremia entre os
grupos.

Viraria sem
diferenca

significativa entre

os dois grupos.

- 4/8 com viremia

negativa.

- 1 paciente
retorno para
dialise
-Nenhuma
intervencao
isolada foi
associada com
resultados
melhorados.

15% dos
pacientes que
receberam
leflunomida
tiveram
rejeicao
aguda

6 pacientes
do grupo 1
apresentram
rejeicao
aguda.

2/20
pacientes
desenvolvera
m dor no
tendéo de
Aquiles.

1/20 rejeicéo
aguda.

Aumento da
resisténcia
bacteriana no
grupo que
uso
antibiotico.
2/8 tiveram
rejeicao
aguda

-Rejeicdo
celular aguda
em?9
pacientes.

- 8 pacientes
com perda do
enxerto renal.
- Nao teve
efeitos
adversos
associados a
baixa dose de
cidofovir, IVIg
€ a conversao
para
ciclosporina.
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1.2.6. Progndstico

Apos o diagnéstico da BKVAN, em torno de 50% dos pacientes evoluem
para perda progressiva de funcdo do enxerto renal em 2 anos (Ramos, 2002;
Gupta e cols., 2003; Sachdeva e cols., 2004; Bressollette-Bodin e cols., 2005),
com necessidade de retorno a terapia renal substitutiva. Estudo retrospectivo,
comparativo demonstrou sobrevida média do enxerto de 47,8 meses e 88,7
meses, respectivamente, para pacientes com e sem presenca de BKVAN
(Bressollette-Bodin e cols., 2005). Na auséncia de intervencdes, a faléncia do
enxerto é evidenciada em 45% dos casos apos 6 meses do diagndstico (Sharif
e cols., 2012). O diagnéstico precoce da replicacdo viral permite intervencao
terapéutica com reducdo do risco de desenvolvimento da doenca e, por
conseguinte, da perda de enxerto (Sachdeva e cols., 2004; Knight e cols.,
2013).

Sendo assim, a BKVAN tem se tornado um problema emergente na
populacdo de receptores de transplante renal, apresentando prevaléncia
elevada e sem tratamento especifico, podendo levar a perda precoce do
enxerto com grande morbidade, fazendo com que o0 paciente retorne a
programas de terapia de substituicdo renal, o que eleva os custos do
tratamento, sendo motivo de estudo em centros transplantadores de todo o

mundo.
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2.. Objetivos
2.1. Objetivos primarioss

Avaliar a incidéncia cumulativa de BKVAN em uma amostra de paciente
submetidos a transplante renal na Instituicdo Santa Casa de Misericérdia de
Porto Alegre (ISCMPA) no periodo de 1° de agosto de 2008 a 31 de julho de
2015.

2.2. Objetivos secundarios
Avaliar a resposta aos ajustes dos imunossupressores através da

analise de sobrevivéncia do enxerto.
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Abstract

Background

BK-associated nephropathy (BKVAN) is an important complication after
kidney transplantation, with prevalence of 1 to 10%, leading to graft loss in
approximately 50% of cases. There is no effective treatment, so early viral
detection through nucleic acid tests or urine cytology associated with
immunosuppression reduction is the current strategy to prevent BKVAN.

Aims

To verify the frequency of BKVAN in a single center and evaluate the
response to immunosuppressive adjustments through graft survival analysis.

Methods

Retrospective evaluation of a cohort of kidney transplant recipients with
biopsy-proven BKVAN, compared with no-BKVAN patients regarding clinical
aspects, immunosuppression and graft survival over at least 2 years.

Results

There were 1404 kidney transplants analysed in the study period, 58 of
them with biopsy-proven BKVAN. The cumulative incidence was 4.1% during
follow-up: 2%, 3.1% and 4% in 6, 12, 24 months after transplantation,
respectively. Median time from transplantation to BKVAN diagnosis was 187
(61-1275) days. BKVAN was associated with recipient male gender (p = 0.042),
deceased donor (p = 0.007) and preexisting diabetes (p = 0.017). Twenty-one
(36.2%) patients had at least an acute rejection episode before BKVAN, and
twelve (20.6%) after BKVAN diagnoses and IS reduction. Graft survival was
inferior in BKVAN compared to no-BKVAN patients (p = 0.019). Survival in 5

years was inferior for Banff stages B/C (69.7%) compared to stage A (80.8%)
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and no-BKVAN patients (88.0%) (p = 0.017). Thirteen (22.4%) BKVAN patients
lost their grafts, 9 (15.5%) losses attributed to BKV infection. Three patients with
BKV-associated graft losses were submitted to a successful second kidney
transplant, with no evidence of viral replication (follow-up of 7, 12 and 31
months).

Conclusion

The cumulative incidence of BKVAN in our study was 4.1%. There was
15% of graft loss directly associated to BKVAN by management with
immunosuppression adjustment. The graft survival was lower in BKVAN
compared to non-BKVAN, specially for grades B and C. In summary, BKVAN
still is an important cause of kidney graft failure, and although active vigilance
an immunosuppressive adjustments are the main tools available at present, in
this real life single center study the detection in early stages was associated

with superior graft survival.

Key words: polyomavirus, kidney transplant, BK virus
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Background

BK virus-associated nephropathy (BKVAN) is an important complication
after kidney transplantation, with prevalence of 1 to 10%, leading to graft loss in
approximately 50% of cases [1].

Most BKVAN cases occur within the first post-transplant year, coinciding
with higher immunosuppressive burden, with a smaller proportion of cases
diagnosed between 2 and 5 years after transplantation [1, 2].

The pathogenesis of BKVAN involves the interaction of multiple agents,
such as intensity of immunosuppression, donor's and recipient’s factors and
virus characteristics. Older age, male gender, diabetes, number of HLA-
mismatches and acute rejection episodes have been inconsistently described
as risk factors, but the general understanding is that overall immunosuppression
is the most important one [2].

Viral replication in urine precedes viremia in about 4-7 weeks, and
viremia precedes nephropathy in 8-12 weeks [2, 3]. Current screening
guidelines suggest using nucleic acid testing monthly for the first 3—-6 months,
then every 3 months until the end of the first year, and at every unexplained
decline in renal function [1, 4]. However, nucleic acid testing is costly, and
regular urine cytology screening (decoy cells) to target serological testing is an
acceptable and cost-effective strategy [4, 5].

Definite diagnosis of BKVAN requires a histological evidence of viral
cytopathic changes in tubular epithelial cells (Figure 1) accompanied by
inflammatory cell infiltrates and a positive immunostaining with cross-reacting
monoclonal antibodies against the LT antigen of Simian polyomavirus SV40

(Figure 2) [6].
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There is no effective treatment, so early detection of viral replication

associated with immunosuppression reduction is the current strategy to prevent

BKVAN [4]. Associations with leflunomide and cidofovir did not result in

reduction of graft loss in a systematic review conducted in 2010, although the
quality of the studies was not adequate [7].

Therefore, BKVAN is an important complication in kidney transplantation

that can lead to early graft loss. In this study, our objective is to analyze the

frequency of BKVAN in a real life single center setting and evaluate the

response to immunosuppressive adjustments through graft survival analysis.

Methods

We retrospectively evaluated a cohort of patients that received kidney
transplants at Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre (ISCMPA) from
August, 1st 2008 to July, 31st 2015, with follow-up until October, 31st 2017.

In June 2008 the immunostaining with cross-reacting monoclonal
antibodies against the Simian polyomavirus antigen SV40 was introduced as a
routine assessment in kidney graft biopsies performed after 3 months of
transplantation and/or at clinical suspicion of BKVAN. In 2011, quantitative BKV
PCR (Nanogen®) was introduced at our center.

Our clinical protocol is monthly urinary cytologic smears stained by
Papanicolau method up to six months after transplantation, then every three
months in the first year and annually until the fifth year post-transplantation, and
at every unexplained decline in renal function. Since 2011, we assess BKV
viremia when two urinary cytology results are positive. When an elevated viral
load (> 10* copies/mL) is detected we reduce immunosuppression and perform

a graft biopsy.
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We reviewed our database and pathology results to locate BKVAN cases.
All patients underwent graft biopsies due to elevated viremia results and/or
impaired kidney function. The fragments were analyzed by two pathologists in
the same laboratory, with description of the cytopathic changes in the renal
tubular epithelia and SV40 immunostaining confirmation and classified following
Banff criteria [8].

We included all patients with BKVAN, adults and children, excluding those
that had concomitant other solid organ transplants and those with follow-up
shorter than 3 months.

Collected data included the recipients’ and donors’ clinical and
demographic information and immunosuppressive protocol. In the BKVAN
group, results from urinary cytology, BKV viremia, creatinine clearance at time
of diagnosis and at 6, 12, 18 and 24 months after, immunosuppression
adjustments, rejection episodes and graft loss were also recorded.

Statistical analysis: quantitative variables are presented as medians and
minimum-maximum and compared using non-parametric tests. Qualitative
variables are presented as numbers and percentages and compared using
Fisher's exact test. All tests were two sided, and p < 0.05 was considered
statistically significant. Cumulative incidence of BKVAN and graft survival were
analyzed using Kaplan-Meier method, and significant values were determined
by log rank test in graft survival analysis. Cox proportional hazards model was
used to estimate the survival difference magnitude, with confidence interval (ClI)
95%. Patients were censored at death or loss of follow-up. Graft loss was
defined as return to dialysis or new transplantation. All the analyses were made
with SPSS® version 20.

The study was approved by the ethics commit of ISCMPA (approval



35

number 1.236.868).

Results

There were 1404 kidney transplants analyzed in the study period. There
were 58 patients with biopsy-proven BKVAN, a cumulative incidence of 4.1%
during follow-up: 2%, 3.1% and 4% in 6, 12, 24 months after transplantation,
respectively (Figure 3).

The recipients’ and donors’ characteristics are presented in Table 1. There
was a significant association between BKVAN and recipient male gender (p =
0.041), deceased donor (p = 0.005) and preexisting diabetes (p = 0.022). The
standard immunosuppression (IS) protocol consisted in tacrolimus and
mycophenolic acid with maintenance steroids.

Median follow-up time from transplantation to BKVAN diagnosis was 187
(61-1275) days.

All 58 BKVAN patients had IS reduction, 19 of them had therapy switches:
mTORi for mycophenolate (n = 6), cyclosporine for tacrolimus (n = 8),
azathioprine for mycophenolate (n = 3), and antiproliferative discontinuation
(maintained on CNI and steroids, n = 2). Through tacrolimus levels were
significantly reduced after BKVAN [7.17 £ 2.28 vs. 5.55 + 1.84 ng/mL; Cl 95% (-
2.53,-0.71), p = 0.001].

None of the patients presented ureteral obstruction due to viral activity.
Twenty-one (36.2%) patients had an acute rejection episode before BKVAN, in
a median of 122 (48-308) days. Twelve (20.7%) patients presented an acute
rejection episode after BKVAN diagnoses and IS reduction, in a median of 330
(54-1210) days.

Actuarial graft survival was inferior for BKVAN compared to no-BKVAN
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patients (Figure 4A and 4B), with mean follow-up of 85.9 + 4.8 months vs. 98.2
+ 0.8 months, respectively (p = 0.019).

BKVAN graft survival difference did not reach statistical significance when
separating according to Banff classification with mean follow-up of 61.6 + 28.7
months for stage A vs. 47.3 + 28.5 months for stages B/C (grouped for analysis
purposes), p = 0.062. However, survival in 5 years was inferior for Banff stages
B/C (69.7%) compared to stage A (80.8%) and no-BKVAN patients (88.0%) (p =
0.017) (Figure 4C).

Thirteen (22.4%) BKVAN patients lost their grafts and 7 (12.0%) died
(infection = 6, cardiovascular = 1). Graft loss due to BKV infection occurred in 9
(15.5%) patients in a mean of 268.5 + 254.4 days, compared to 593.0 + 537.1
days for BKVAN patients that lost their grafts due to chronic rejection (n = 3)
and late renal vein thrombosis (n = 1) (p = 0.32).

Mean creatinine clearance (CKD-EPI) at time of BKVAN diagnosis was
34.3 £ 19.9 ml/min/1,73m?, and in the patients that remained with functioning
grafts it was 34.3 + 16.4; 385 + 17.7; 38.0 + 155 and 384 = 159
ml/min/1,73m? at 6, 12, 18 and 24 months, respectively (no statistical difference
in paired t-test).

Three patients with BKV-associated graft losses were submitted to a
successful second kidney transplant after 5, 7 and 29 months on dialysis. All of
them had thymoglobulin induction therapy and were maintain with tacrolimus,
mycophenolic acid and steroids. None was submitted to graft removal before
retransplantation. There is no evidence of viral replication during follow-up (7,
12 and 31 months for each patient).

Additionally, we analyzed all the quantitative BKV PCR results from 2011

to 2015, comprising 230 patients: 52 (22.6%) had elevated viral loads (> 10¢
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copies/mL). Amongst these, 31 (59.6%) had biopsy-proven BKVAN, 16 (30.7%)
had biopsies without evidence of polyomavirus, and 5 (9.6%) were not
submitted to a graft biopsy. Six (10.3%) BKVAN patients did not have elevated
viremia, 4 with results below the detection capacity of the test and 2 with low
replication values.

All patients with elevated viral loads had immunosuppression reduction:39
(75%) cleared or presented a significant reduction on the viral load, 6 (11.5%)
were followed with negative urinary cytology (and remain with stable graft
function), 3 (5.7%) lost their grafts and 4 (7.6%) died before viral clearance was

achieved.

Discussion

BKV-associated nephropathy (BKVAN) remains a challenge after kidney
transplantation, demanding surveillance in an attempt to early detection and
intervention to prevent progression of subclinical virological reactivation to overt
clinical disease.

Consistent with previous reports that estimated BKVAN occurrence as 1-
10% in kidney transplant recipients [1, 3, 9-11], with most cases occurring
during the first year after transplant [9, 10], the cumulative incidence in our
study was 4.1%, in a median of 187 (61-1275) days of follow-up, this is an
agreement with another recent study [22]. This higher incidence in early post-
transplant period corresponds with stronger immunosuppressive burden, and
afterwards viral replication usually recedes [1].

Our BKV screening strategy follows current guidelines [4], using urinary
decoy cells and plasma quantitative PCR. Quantitative PCR is a highly sensitive

method for BKV screening that allows an early diagnosis of viral replication.
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BKVAN has a focal characteristic, and even though graft biopsy immunostaining
with SV40 antibodies is considered the gold standard, it is subjected to
sampling error, with 36% of false-negative results if only one tissue core is
analyzed [2, 12]. Based on studies that show a strong correlation with viremia
and BKVAN, with a positive predictive value of approximately 60% [10, 13], at
our center an elevated viremia prompts immunosuppressive reduction,
sometimes even before graft biopsy is performed, which could explain the
number of patients with elevated viremia and no BKVAN confirmation (30.7%).
Most authors find that positive viremia is present in nearly 100% of
patients with BKVAN [10, 13], but we found 10% of BKVAN patients with low or
undetectable viral loads. These patients were submitted to kidney biopsies
because of impaired graft function.

There were no ureteral obstruction cases due to BKV infection in our
cohort, as other study also failed to observe [14].

Reported risk factors for BKVAN include treatment for acute rejection,
induction therapy with thymoglobulin, deceased donor transplant, advanced
donor age, male recipient, diabetes mellitus, HLA mismatching, tacrolimus and
mycophenolic acid maintenance therapy, ureteral stent, leukopenia, although
there is no consensus between authors [1, 2, 11]. We found a significant
association between BKVAN and recipient male gender (p = 0.041), deceased
donation (p = 0.005) and preexisting diabetes (p = 0.022). Our standard
immunosuppression protocol consists in tacrolimus and mycophenolic acid with
maintenance steroids. One third of the BKVAN patients presented an acute
rejection episode before the diagnosis, and 20% experienced rejection after
immunosuppressive reduction, in a median of 330 (54-1210) days.

Treatment strategies vary greatly amongst centers. The most frequent
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approach is immunosuppressive reduction, but no standardised protocol is
established. Recommendations include reducing calcineurin inhibitors by 25-
50%, reducing antiproliferatives by 50%, discontinuing antiproliferatives,
switching from tacrolimus to low-dose cyclosporine or low-dose sirolimus,
switching from mycophenolic acid to sirolimus [1, 15]. These recommendations
could also be applied to presumptive BKVAN cases (sustained elevated viral
loads over 3 weeks) [2, 15]. When viral loads remain elevated despite IS
reduction, use of adjuvant therapies (cidofovir, leflunomide, immunoglobulins,
fluoroquinolones) could be considered, although there are no randomized
controlled trials to support this approach [7, 15].

At our center, protocol IS reduction involves CNI reduction by 25-50%,
aiming a tacrolimus through level below 6ng/mL, associated with mycophenolic
acid reduction by 50%. Individual approach may involve switching to sirolimus,
based on immunological risk and/or CMV status, proteinuria and graft function.
Some of our patients received fluoroquinolones in the initial years, but this
therapy was dropped due to lack of supporting evidence. These variations on
individual cases make treatment analysis difficult to evaluate, and therefore no
conclusion on the best strategy can be drawn at this point.

Johnston et al. conducted a systematic review on BKVAN treatment.
When analysing immunosuppressive reduction alone, the pooled death-
censored graft failure rate was 8 per 100 patient-years (95% CI 0.04-0.12), with
variations between 0-67%. The strategies varied greatly amongst studies, and
viruria and viremia clearances were achieved in 40-96% and 7-80% of
patients, respectively. Acute rejection episodes were reported from none to 75%
of patients after immunosuppression reduction. Patient survival ranged from 91-

100% by the last follow-up [7]. Other authors found biopsy-proven acute
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rejection following reduction of immunosuppression in approximately a quarter
of patients [16], generally responsive to steroid treatment [2].

We found an inferior graft survival for BKVAN patients compared to no-
BKVAN patients (p = 0.019). Survival in 5 years was inferior for Banff stages
B/C (69.7%) compared to stage A (80.8%) and no-BKVAN patients (88.0%) (p =
0.017). Our results corroborate previous studies findings [6, 14] showing an
association between renal graft loss and Banff's stages. One quarter of the
BKVAN patients lost their grafts, 69% of them directly related to BKV infection.
Studies prior to 2005 demonstrated a loss of renal graft related to polyomavirus
between 10 and 80%. The most recent study in 2017 has shown a loss of
approximately 15%, which is in line with our cohort findings [17-19]. The
patients that remained with functioning grafts had sustained creatinine
clearances throughout the follow-up. Twenty percent of our patients
experienced acute rejection episodes after BKVAN diagnosis, and there was no
significant association with graft loss.

Retransplantation after kidney allograft due to BKVAN has been
successfully performed, with recurrence rates of 10-17.5% [15, 20, 21]. In our
study, three (33.3%) patients that lost their grafts due to BKVAN were submitted
to a second kidney transplant with success, all of them are currently with more
than six months of follow-up, without evidence of recurrence. None was
submitted to graft removal before retransplantation.

In conclusion, the cumulative incidence of BKVAN in our study was 4.1%.
There was 15% of graft loss directly associated to BKVAN by management with
immunosuppression adjustment. The graft survival was lower in BKVAN
compared to non-BKVAN, specially for grades B and C. In summary, BKVAN

still is an important cause of kidney graft failure, and although active vigilance
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an immunosuppressive adjustments are the main tools available at present, in
this real life single center study the detection in early stages was associated

with superior graft survival.
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Table 1. Kidney transplant recipients and donors characteristics and
immunosuppression in BKV-associated nephropathy

Recipient age, years 41.5+18.2 46.2+£17.1 41.4+£18.3 0.052
(mean + SD)
Recipient male gender 803 (57.2) 41 (70.7) 762 (56.8) 0.041
(%)
DM* (preexistence) 180/909 (19.8) 5/58 (8.6) 175/851 (20.6) 0.026
(%)
First Transplant (%) 1244 (88.6) 51 (87.9) 1193 (88.6) 0.90
Donor age, years 40.4 £18.7 40.3 £19.5 40.4 £ 18.7 0.95
(mean/SD)
Donor male gender 758 (53.9) 27 (48.2) 731 (54.3) 0.22
(%)
Deceased donor (%) 1103 (78.6) 54 (93.1) 1049 (77.9) 0.005
DGF* (%) 415/842 (49.3) 31/51 (60.8) 384/791 (48.5) 0.11
HLA class | mismatch, 3(0-4) 2(0-4) 2(0-4) 0.81
median (range)
HLA class Il 1(0-2) 1(0-2) 1(0-2) 0.82
mismatch, median
(range)
DSA presence (%) 303 (28.7) 17 (33.3) 286 (28.4) 0.43
Induction Therapy 879/1070 (82.1) 47/56 (83.9) 832/1014 (82.0) 0.59
Anti-CD25 548/879 (62.3) 25/47 (53.1) 523/832(62.8)
Thymoglobulin 331/879 (37.7) 22/47 (46.8) 309/832 (37.1)
Maintenance therapy 0.53
(%)
CNI based 1375 (97.9) 57 (98.3) 1318 (97.9)
mTORI based 12 (0.9) 1(1.7) 11 (0.8)
Others 17 (1.2) 0 17 (1.3)
Median follow-up, 54.4 +28.0 545+ 29.3 54.4 +279 0.98
months (95% CI)
Banff classification
A 29 (50.0)
B 26 (44.8)
C 3(.2)

* analyses performed with available data

BKVAN = BK virus-associated nephropathy, DM = diabetes mellitus, DGF = delayed graft function,
HLA = Human Leukocyte Antigen, DSA = donor specific antibody, CNI = calcineurin inhibitor, mTORIi
= mammalian target of rapamicin inhibitor
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Figure 1. Inclusions of basophilic viral pattern in the renal tubular epithelium stained with
hematoxylin and eosin (200X).
Image provided by Dr. Karla Lais Pégas of the pathology department of ISCMPA.
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Figure 2. Immunohistochemistry with SV40 antibody revealing chromosome positivity of
infected tubular epithelial nuclei. Image provided by Dr. Karla Lais Pégas of the
pathology department of ISCMPA (200X).
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Figure 3: Cumulative incidence of BK virus-associated nephropathy after kidney

transplantation
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Figure 4C: 5-year graft survival (uncensored by death) according to BK virus-associated
nephropathy (BKVAN) Banff stages after kidney transplantation



49
References

1. Kuypers DR. Management of polyomavirus-associated nephropathy in
renal transplant recipients. Nat Rev Nephrol 2012;8(7):390-402.

2. Hirsch HH, Brennan DC, Drachenberg CB, et al. Polyomavirus-Associated
Nephropathy in Renal Transplantation: Interdisciplinary Analyses and
Recommendations. Transplantation 2005;79(10):1277-86.

3.  Hirsch HH, Knowles W, Dickenmann M, et al. Prospective study of
polyomavirus type BK replication and nephropathy in renal-transplant recipients.
N Engl J Med 2002;347(7):488-96.

4. KDIGO. Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) Transplant
Work Group. KDIGO clinical practice guideline for the care of kidney transplant
recipients. Am J Transplant 2009;9(Suppl 3):S1-S157.

5. Chakera A, Dyar O-J, Hughes E, et al. Detection of Polyomavirus BK
Reactivation After Renal Transplantation Using an Intensive Decoy Cell
Surveillance Program Is Cost-Effective. Transplantation 2011;92(9):1018-23.

6. Drachenberg C, Papadimitriou JC, Hirsch HH, et al. Histological Patterns
of Polyomavirus Nephropathy: Correlation with Graft Outcome and Viral Load.
Am J Transplant 2004;4:2082-92.

7. Johnston O, Jaswal D, Gill JS, et al. Treatment of polyomavirus infection in
kidney transplant recipients: a systematic review. Transplantation
2010;89(9):1057-70.

8. Sis B, Mengel M, Haas M, et al. Banff ‘09 meeting report: antibody
mediated graft deterioration and implementation of Banff working groups. Am J
Transplant 2010;10(3):464-71.

9. Vasudev B, Hariharan S, Hussain SA, et al. BK virus nephritis: Risk
factors, timing, and outcome in renal transplant recipients. Kidney Int
2005;68:1834-9.

10. Viscount HB, Eid AJ, Espy MJ, et al. Polyomavirus polymerase chain
reaction as a surrogate marker of polyomavirus-associated nephropathy.
Transplantation 2007;84(3):340-5.

11. Schold JD, Rehman S, Kayle LK, et al. Treatment for BK virus: incidence,
risk factors and outcomes for kidney transplant recipients in the United States.
Transpl Int 2009;22(6):626-34.

12. Drachenberg CB, Papadimitriou JC. Polyomavirus-associated
nephropathy: update in diagnosis. Transpl Infect Dis 2006;8:68-75.

13. Wiseman AC. Polyomavirus nephropathy: a current perspective and
clinical considerations. Am J Kidney Dis 2009;54(1):131-42.

14. Drachenberg C, Beskow CO, Cangro CB, et al. Human polyoma virus in
renal allograft biopsies: morphological findings and correlation with urine
cytology. Human Pathology 1999;30(8):970-7.

15. Hirsch HH, Randhawa P, AST Infectious Diseases Community of Practice.
BK virus in solid organ transplant recipients. Am J Transplant 2009;9(Suppl
4):S136-46.

16. Randhawa P, Finkelstein S, Scantlebury V, et al. Human Polyoma Virus-
associated Interstitial Nephritis in the Allograft Kidney. Transplantation
1999;67:103-9.

17. Hirsch HH, Steiger J. Polyomavirus BK. The Lancet Infectious Diseases
2003;3(10):611-23.

18. Hariharan S. BK virus nephritis after renal transplantation. Kidney Int
2006;69(4):655-62.

19. Drachenberg CB, Papadimitriou JC, Chaudhry MR, et al. Histological



50

Evolution of BK Virus-Associated Nephropathy: Importance of Integrating
Clinical and Pathological Findings. Am J Transplant 2017;17(8):2078-91.

20. Ramos E, Vincenti F, Lu WX, et al. Retransplantation in patients with graft
loss caused by polyoma virus nephropathy. Transplantation 2004;77(1):131-3.
21. Dharnidharka VR, Cherikh WS, Neff R, et al. Retransplantation after BK
virus nephropathy in prior kidney transplant: an OPTN database analysis. Am J
Transplant 2010;10(5):1312-5.

22. Pinto GG, Poloni JAT, Paskulin DD, et al. Quantitative detection of BK
virus in kidney transplant recipients: a prospective validation study. J Bras

Nefrol 2018;40(1):59-65.



51

4. Consideracdes finais

O poliomavirus e a BKVAN permanecem sendo desafiadores para os
servicos transplantadores renais em todo mundo. Apesar de varias tentativas
de tratamento, a reducdo da imunossupressdo € o tratamento de escolha e
novos estudos sdo necessarios. A identificacdo de um tratamento definitivo é
necessaria, uma vez que proporcionaria maior durabilidade ao Orgao
transplantado e melhor qualidade de vida aos pacientes com insuficiéncia

renal.
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