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Resumo

A citologia urindria e a rea¢do da cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR) em amos-
tras de sangue e/ou urina sdo comumente
utilizados para rastrear nefropatia associada
ao polyomavirus (PVAN), em pacientes trans-
plantados renais. Entretanto, poucos estudos
comparam diretamente esses testes diagndsti-
cos quanto ao desempenho para predizer esta
complicagdo. Aqui realizamos uma revisio
sistemdtica na qual foram estudados pacien-
tes transplantados renais adultos (> 18 anos).
Uma pesquisa estruturada Pubmed foi utiliza-
da para identificar estudos comparando cito-
logia urindria e/ou gPCR em amostras de uri-
na e plasma para detectar PVAN, utilizando a
bidpsia renal como padrdo-ouro para o diag-
néstico. Dentre os 707 artigos em potencial,
apenas 12 atendiam aos critérios de inclusio e
foram analisados em maior detalhe. Foram in-
cluidos 1694 pacientes transplantados renais,
entre os quais 115 (6,8%) classificados com
PVAN presuntivo e 57 (3,4%) PVAN conlfir-
mado. Nessa revisdo sistematica, o gPCR no
plasma tive melhor desempenho para PVAN
em comparagdo com citopatologia urinaria.

Palavras-chave: biologia celular; bidpsia;
DNA; transplante de rim; virus BK.

ABSTRACT

Urine cytology and qPCR in blood and
urine are commonly used to screen renal
transplant recipients for polyomavirus-
associated nephropathy (PVAN). Few
studies, however, have directly compared
these two diagnostic tests, in terms of
their performance to predict PVAN. This
was a systematic review in which adult (>
18 years old) renal transplant recipients
were studied. A structured Pubmed search
was used to identify studies comparing
urine cytology and/or qPCR in urine
and plasma samples for detecting PVAN
with renal biopsy as the gold standard
for diagnosis. From 707 potential papers,
there were only twelve articles that
matched the inclusion criteria and were
analyzed in detail. Among 1694 renal
transplant recipients that were included in
the review, there were 115 (6.8%) patients
with presumptive PVAN and 57 (3.4%)
PVAN confirmed. In this systematic
review, the qPCR in plasma had better
performance for PVAN compared to
urine cytopathology.

Keywords: biopsy; BK virus; cell biology;
DNA; kidney transplantation.

INTRODUCAO

Transplante renal é o tratamento de
escolha para muitas doengas renais
em estigio terminal, que normalmente
exigiriam didlise e terapia renal
substitutiva.! Uma das principais ameacas
a sobrevivéncia do enxerto é infeccdo
causada pelo poliomavirus BK (BKV). A
prevaléncia de reativagdo clinicamente
significativa de BKV apds o transplante
renal varia, dependendo do estudo, entre 1
e 10%, e a incidéncia de perda de enxerto
devido a BKV varia desde valores baixos

como 10% até mais de 80% nos pacientes
com infeccdo clinicamente significativa
por BKV.2 Uma rdpida e sensivel deteccdo
de infec¢io por BKV, seja na urina ou
plasma, pode levar ao tratamento precoce,
que € critico para prevenir dano renal
irreversivel e perda do 6rgéo.

O diagnéstico de nefropatia por BKV
requer biépsia do enxerto;® no entanto,
pode ser tarde demais para reverter o
dano. Estudos tém demonstrado que as
alteragdes citoldgicas (células decoy) e o
DNA de poliomavirus sdo detectados na



urina, vérias semanas antes de ocorrerem os danos
renais.>* As células decoy podem ser observadas no
sedimento urindrio como o resultado de células renais
e uroteliais infectadas por BKV.> Apesar de ser um
exame relativamente barato, a deteccio de células
decoy requer pericia considerdvel e, mesmo assim,
nio sdo especificas para a infeccio por BKV.%” A
detec¢do e quantificagio do DNA do BKV podem
ser realizadas utilizando-se a reacio em cadeia da
polimerase em tempo real (qPCR). Embora seja
comparativamente mais dispendioso, em comparacio
com a citopatologia da urina, a qPCR do BKV tem o
potencial de ser um exame mais sensivel, proporcionar
melhor linearidade e independéncia em comparacdo
com a experiéncia pessoal do examinador na obten¢io
de resultados precisos.

Nesta revisdo sistemdtica, buscamos estudos que
compararam diretamente o desempenho analitico
da citopatologia da urina e da qPCR, para prever o
diagnoéstico de nefropatia associada ao BKV, como
comprovado por exame histopatolégico.

MATERIAL E METODOS

CRITERIO PARA SE CONSIDERAR A INCLUSAO DE ESTUDOS
PARA ESTA REVISAO

Para a inclusio nesta revisio, selecionamos os
estudos envolvendo pacientes que foram submetidos
a transplante renal nio associado ao recebimento de
outros 0rgaos transplantados.

TiPOS DE ESTUDOS

Incluimos estudos de coorte, prevaléncia e transversais.
Estudos envolvendo 10 ou menos pacientes nio foram
incluidos.

TIPOS DE PARTICIPANTES

Somente pacientes adultos (> 18 anos de idade)
transplantados renais foram consideradas para
o estudo, independentemente do género, raca ou
nacionalidade.

TiPOS DE INTERVENCOES

Uma vez que bidpsia é o exame dito padrdo ouro para
nefropatia por BKV, foram incluidos apenas estudos
que compararam as bidpsias com citologia urinaria e/
ou qPCR.
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TiPOS DE MEDIDAS DE RESULTADO

A medida de desfecho foi a nefropatia causada
por BKV, como foi confirmado por bidpsia renal.
Informacgoes adicionais como carga viral de BKV
no plasma e na urina; presenca de células decoy na
citopatologia urindria; a utilizacdo de coloragdo com
anticorpos SV40 no tecido biopsiado foi investigada e
associada ao resultado.

ESTRATEGIA DE BUSCA

Buscamos artigos no banco de dados eletronicos
PubMed usando a estratégia demonstrada na
Tabela 1. A busca foi realizada no dia 14 de fevereiro
de 2014, e incluiu todos os documentos encontrados
no banco de dados.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Trabalhos que nio foram escritos em Inglés e/ou
estudos que ndo foram realizados em seres humanos
foram excluidos. Uma vez que este estudo teve como
objetivo a comparacio de exames de diagndstico,
foram excluidos os artigos de revisdo, relatos de
casos, estudos envolvendo pacientes com menos de
18 anos de idade, estudos de pacientes submetidos
a outros procedimentos de transplante (mesmo
quando combinados ao renal), estudos de intervengiao
medicamentosa, estudos em que ndo foram feitas
biopsias para confirmar a nefropatia e estudos que
ndo compararam biépsias com, pelo menos, um dos
exames em estudo. Foram feitas tentativas de contato
com os autores correspondentes quando os artigos
nio estavam disponiveis no Pubmed ou quando
foi necessiria informacio adicional. Nas situacdes
em que a resposta nio foi recebida, excluimos os
respectivos artigos.

EsSTUDOS INCLUIDOS NA REVISAO E DADOS DE SINTESE

O fluxograma na Figura 1 mostra o nimero total
de artigos triados e nuimero de manuscritos que
preencheram os critérios de inclusdo. Dados adicionais
foram extraidos a partir destes estudos.

ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Conselho de Revisiao
Institucional (ntmeros de protocolo 3531/11 e
915/12).
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TaBELA 1 ESTRATEGIA DE BUSCA UTILIZADA NO ESTUDO (PusMED)
(humanos)
E
(((transplante) OU (sobrevida do enxerto [mh]) OU (“sobrevida do enxerto”) OU (rejeicao do enxerto [mh]) OU (“rejeicao
do enxerto”))
E

((rim[mh]) Ou (rim) OR (“perda de aloenxerto”) OU (doenga renal [mh]) OU (“doenca renal”)))

E

((técnicas moleculares de diagndstico [mh]) QU (“técnicas moleculares de diagnéstico”) OU (biologia molecular [mh])
OU ("biologia molecular”) OU (“biologia molecular”) OU (PCR) OU (“reagdo em cadeia da polimerase”) OU (“reagdo
em cadeia da polimerase”) OU (reacdo em cadeia da polimerase[mh) OU (técnicas citoldgicasimh]) OU (“técnicas
citolégicas”) OU (“células decoy”) OU (papanicolaou) OU (bidpsia) OU (viremia) OU (viruria) OU (“carga viral”))

E

(("virusBK") OU (infeccao poliomavirus [mh]) OU (“infeccdo poliomavirus”) OU (poliomavirus) OU (“nefropatia por BK"))

Figura 1. Fluxograma de artigos triados.

Artigos potencialmente
relevantes selecionados a
partir do banco de dados
eletrdnico (n = 707)

Excluidos pelo titulo

(n = 618) (menos de

18 anos de idade, animais,
ciéncia basica, intervencéao
medicamentosa, carta,
outros resultados, relatos de
4 casos, sem bidpsia e revisdo)

\ 4

Registros com avaliacdo
mais detalhada (n = 89)

Excluidos (n = 77)

- menos de 18 anos;

- menos de10 pacientes;

- artigo ndo encontrado
- sem bidpsia;

- Combinado com
outros transplantes.

A4

Y

Artigos incluidos na
revisdo sistemética (n=12)

ResuLTADOS

A busca sistemdtica inicialmente identificou 707
potenciais artigos. No entanto, somente um total
de 12 artigos foram incluidos nas andlises finais.
Um total de 1.694 pacientes transplantados renais
foram incluidos nesta revisio (Tabela 2). Usando
biépsia como padrio ouro, houve 115 casos
(6,8%) de possivel nefropatia sem observa¢do do
BKV, e 57 casos (3,4%) de nefropatia associada ao
poliomavirus (PVAN). O intervalo de sensibilidade,
especificidade, VPP (valor preditivo positivo (VPP))
e PVN (valor preditivo negativo (VPN)) usando
a qPCR como teste ndo-invasivo para detectar
e prever PVAN no plasma foi de 60-100%; 33-
100% 3 7-65% e 72-100%, respectivamente
(Tabela 3). O intervalo de carga viral sérica a época
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do diagnéstico foi de 2,7-7 log. O limiar de > 3.7
log para PVAN teve especificidade de 91% e valor
previsto positivo (VPP), de 29%, enquanto que >
4,2 log aumentou a especificidade para 96% e VPP
para 50%. Sensibilidade e VPN foram de 100% em
ambos os casos.® Naqueles estudos nos quais foram
realizados testes de citologia (n = 506 pacientes),
as células decoy foram encontradas em 30,6% (n =
155) dos pacientes. Na compara¢io com a qPCR,
as células decoy apresentaram melhor intervalo
de VPN (97-100%), enquanto a sensibilidade,
especificidade e VPP foram reduzidos (Tabela 4).
Em um estudo, a replicacdo do BKV indicado pela
presenca de células decoy na urina, viremia BKV
(qPCR), e PVAN (histopatologia) ocorreram em
29%, 13% e 6%, respectivamente; e a mediana do
tempo para a detec¢do foi de 3,7 meses, 5,4 meses
e 6,5 meses apOs o transplante, respectivamente.?
Em todos os estudos, o intervalo de tempo para a
detecgdo de viruria, células decoy e viremia foram de
0,03-12 meses; 0,5-16,1 meses e 0,9-25 meses apOs
o transplante, respectivamente. A detec¢io precoce
(dia §) de viruria por BKV pode ser capaz de prever
a ocorréncia de viremia por BKV e nefropatia.” Além
disso, foi demonstrado que a presenga de duas ou
mais amostras de urina positivas consecutivamente
representa uma ferramenta util para prever viremia
por BKV (sensibilidade de 100%; especificidade de
94%; valores preditivos positivos e negativos de 50%
e 100%, respectivamente).!® Foi demonstrado que
20% dos pacientes se tornaram virémicos quando
copias de BKV na urina chegaram a 7 log/ml - uma
percentagem que aumentou para 33%, 50 % e 100%
a 8 log, 9 log e log > 10, respectivamente.'' Tal
associa¢dao nao foi demonstrada para células decoy.
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TABELA 2 EsTuDOS PROSPECTIVOS QUE COMPARARAM A QPCR, CITOLOGIA URINARIA E A BIOPSIA RENAL NO DIAGNOSTICO DE
PVAN NOS RECEPTORES DE TRANSPLANTE DE RIM

Autor g:lclglsj Viremia (n) Carga Viral (plasma) S;\S/pAilt(i)dbe PVAN + (n)
Hirsch et al.? 78 23 10 4,4 -7 log 5 5
Pang et al." 183 NA 44 Mediana 2,84 (0-5,86) 0 8
Thamboo et al.?® 97 15 4 3,3-5,4 log 7 3
Viscount et al.8 204 26 16 > 3,7 log 12 4
Almeras et al.?* 123 NA 13 2,7-5,6 log 1 3
Babel et al.™® 233 NA 16 Meédia 5,9 (intervalo 4,3-7,5)° 10 6
Helantera et al.?? 68 NA 0 NA 5 0
Girmanova et al.?® 120 NA 6 > 4,5 log 3 3
Pollara et al."® 75 39 26 2,8-6,5 log 19 7
Saundh et al.? 112 NA 12 (im';/'révgif)’%?e/?%’a 10 2
Knight et al.?' 349 NA 57 5,7 log (DP + 5,9) 17 15
Menter et al.?® 52 52 17 > 7 log 16 1

@ nimero de pacientes diagnosticados com células decoy a citopatologia; ® NUimero de pacientes com diagnéstico de nefropatia mas sem
visualizacdo de BKV por SV40 ou caracteristicas de alteracoes virais; ¢ média de pico de carga viral; NA: Nao aplicavel, PVAN: nefropatia associada

@ Polyomavirus; DP: desvio-padréo.

TaABELA 3 DEesemMPENHO DA VIREMIA POR BKV DETECTADA PELA QPCR NA PREDICAO DE PVAN
Autor Alvo Primer Sequéncia (5'-3') Sensibilidade Especificidade VPP VPN
molecular ou probe
Primer 1,  AGCAGGCAAGGG TTCTATTACTAAAT 100 88 50 100
Primer 2, GAAGCAACAGCA GATTCTCAACA
) AAGACCCTAAAGACTTT
Hirsch NI CCCTCTGATCTACA CCAGTTT
etal. marcado com 6-carboxifluoresceina
Probe . R
na extremidade 5" e
6-carboxitetrametilrodamina na
extremidade 3
BKpangF ATGTGACCA ACACAGC 60 76 65 72
BKpangF ATGTGACCA ACACAGC
Pang AGGAGAACCCAGA GAGTGGA-
VP1 gene
etal" g BKpangP1 fluoresceina
BKpanaP?2 LC-Red 640-GGCAGCCTATGT
pang ATGGTATGGAA-fosfato
(5-AGG TAG AAG AGG TTA GGG
TGTTTG ATG GCA CAG-3)
Tharrzwsboo VP1 gene NI mgrcagao dupla na extremld/ade 67 33 20 80
etal. 5" com 6-carboxiyfluorosceina
(FAM) e a extremidade 3" com
6-carboxitetrametilrodamina (TAMRA)
E;'m‘j CACTTTTGGGGGACCTAGT 100 9% 50 100
_ Primer CTCTACAGTAGCA AGGGATGC
Viscount Pol 2as,
o VP2 gene
etal. Probe 1, TCTGAGGCTGCTGCT
PoLP1, GCCACAGGATTTT-fluoresceina
Probe 2, LC-Red 640-AGTAG CTGAAATTGCTG
PolLP2, CTGGAGAGGCTGCTfosfato
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ConNTINUACAO TABELA 3.

E{;‘Eir CACTTTTGGGGGACCTAGT 100 91 15 100
PF;”L“Z”:Sr CTCTACAGTAGCAAGGGATGC
Almeréas '
ot al? Gene VP2 Sonda 1, TCTGAGGCTGC TGCTGCCA
PoLP1, , CAGGATTT T-fluoresceina
Sonda 2 LC-Red 640-AGTAGCTG
' AAATTGCTGC TGGAGAGGCTGCT
PoLP2,
fosfato
Babel
ot o110 VP1 gene NI NI 100 96 43 100
. Gene que . -
Glrm;agnova codificaT Ag  Kit comercial BKV Q-PCR Kit de alerta de deteccao 100 68 7 100
etal. (Chemagen)
grande
Gene que .
Pollara codificaT Ag  Kit comercial C<V Q- Kitalerta (Nanogen Advanced o 100 NI NI
etal. Diagnostics, ltalia)
grande
Bfr\énﬂaera TGA CTA AGA AACTGGTGT AGATCA 100 91 17100
Gene que
Saundh codificaT Ag DKV para YTCCTT TAAT GA AAA ATG GGA
etal. grande trés
BKV Sonda FAM AGT GTT GAG AAT CTG CTG
TTG CTT C BHQ-1
Z?'agﬂf NI NI NI 100 87 26 100
Primer 1,  AGCAGGCAAGGGTTCTATTACTAAAT 100 57 41 100
Primer 2, GAAGCAACAGCAGATTCTCAACA
Menter AAGACCCTAAAGACTTTCCCTCTGAT
et al.23 NI CTACACCAGTTT marcado com

Sonda

6-carboxifluoresceina na extremidade

6'-carboxitetrametilrodamina na
extremidade 3°

Ag: Antigeno; BKV: BK virus; NI: Ndo informado; VPN: Valor Preditivo Positivo; VPP: Valor Preditivo Positivo PVAN: nefropatia associada a poliomavirus.

TaABELA 4 DESEMPENHO DA CITOPATOLOGIA URINARIA NA PREDICAO bA PVAN
Autor Ce'“'?n[))ecoy PVAN (n)  Sensibilidade Especificidade PPV NPV
Hirsch et al.? 23 5 100 71 29 100
Thamboo et al.?® 15 3 67 85 20 98
Viscount et al.® 26 4 25 85 5 97
Pollara et al.’¢ 39 7 100 53 18 100

VPN: valor preditivo negativo; VPN: valor preditivo positivo; PVAN: nefropatia associada ao poliomavirus.

DiscussAo

Este estudo mostra a escassez de dados na literatura
sobre a comparag¢io do desempenho da qPCR (sangue
ou urina) e citopatologia urindria para o diagnostico
de PVAN. Parece claro que a viruria (definida como
deteccio de DNA de BKV na urina) precede a
deteccdo de células decoy na citologia urindria, que
antecede viremia e PVAN.2 A deteccio de células
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decoy e viruria BKV sdo importantes marcadores de
replicagdo de BKV, mas pobres preditores de PVAN.

O ponto de corte para determinar a relevancia
clinica da viremia por BKV permanece controverso.
A Sociedade Americana de Transplante (AST)
recomenda que, na presenca de cargas plasmaticas
> 4 log por trés ou mais semanas, deve-se presumir
um diagnéstico de PVAN e considerar uma bidpsia
para se chegar ao diagndstico definitivo.'? Enquanto a



Sociedade Americana de Transplante e o Grupo para
Melhorias Globais no Desfecho de Doencas Renais
(KDIGO) sugerem uma carga viral de BK de 4 log de
copias (10.000 copias) como um valor de corte para
PVAN. Nio hd métodos padronizados ou aprovados
pela agéncia reguladora nortemericana, FDA, para
avaliacdo da carga viral BK. O diagnédstico de BKV
estd atualmente baseado em diferentes abordagens
usando a qPCR, mas uma vez que ndo existe um
método padrido para avaliagdo da carga viral de BKV,
é essencial que as institui¢des implementem estudos
de wvalidagdo clinica, certificando suas proprias
metodologias a serem usadas como um guia para
tratamento clinico.>!3%

O diagnéstico definitivo de PVAN é feito pela
histopatologia,®® em um contexto em que a infec¢do
viral pode ser dificil de diferenciar a partir da
rejeicdo de Orgdos. Na nossa andlise, apenas quatro
artigos relataram o uso da colora¢io de SV40 no
exame histopatolégico.?'** Portanto, a auséncia de
um exame de confirmag¢io pode subestimar a real
frequéncia da PVAN. O SV40 deve ser usado quando
ha suspeita clinica de infeccdo por BKV, apesar da
auséncia de alteragoes visiveis no tecido examinado.?
A AST recomenda um minimo de duas biopsias de
fragmento, preferencialmente com tecido medular,
com a intengao de reduzir o diagndstico falso negativo
de PVAN, que pode ser tdo elevada quanto 20-30%
(12, 26). Portanto, uma biépsia negativa nao descarta
a presenga de PVAN.?¢

ConcLuUsAO

Este estudo demonstra a escassez de dados na
literatura sobre a comparacio de exames diagnosticos
para a predicio de PVAN. A qPCR tem um melhor
desempenho diagnéstico global do que a citopatologia
urindria para a deteccgdo de PVAN. No entanto, o
ponto de corte para exames de qPCR permanecem
pouco definidos. Em contraste com o citomegalovirus
(CMV), para o qual a Organizagio Mundial de
Saude produziu padrdes internacionais,?” existe uma
necessidade de padronizacdo dos exames relacionados
ao BKV. Em dltima andlise, sio necessarios estudos
prospectivos adicionais, a fim de elucidar o ponto de
corte ideal para a carga viral no plasma e na urina,
para o diagnéstico precoce de PVAN, bem como
o momento de ocorréncia da viremia, e cofatores
associados ao receptor do transplante.
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