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RESUMO

Pacientes com doenca renal cronica apresentam quadro inflamatorio
constante, tanto pela uremia persistente como pela terapia renal substitutiva em si. O
transplante renal é o tratamento de escolha para os pacientes em faléncia renal.
Entretanto, tanto a didlise como o préprio transplante causam uma reagéao inflamatéria
intensa, ocasionando aumento das citocinas pro-inflamatoérias, que podem causar
ativacdo do sistema imunolégico, levando a rejeicdo aguda e/ou crbnica destes
pacientes. Citocinas sdo moléculas soluveis de baixo peso molecular e meia-vida
curta, responsaveis por sinalizacao celular e modulacéo de respostas inflamatérias.
Por padrao, seus niveis sdo mensurados em sangue, embora possam ser avaliados
em diversos fluidos corpéreos. A saliva é um fluido promissor para andlises das
citocinas, visto que pode ser obtido facilmente, sem equipe especializada e sem
morbidade. Muitas patologias podem ter seu progndstico avaliado pelas citocinas
presentes na saliva. Entretanto, ainda sdo necessarios trabalhos para avaliar sua
utilizacdo nos diversos diagnoésticos realizados por sangue. Ainda existem poucos
estudos avaliando os niveis de citocinas em sangue comparando com a saliva,
especialmente em pacientes transplantados renais. Este trabalho analisou os niveis
de TNF-q, IL4, IL6, IL8, IL10 e INF-y dos pacientes durante o periodo pos-transplante,
em 2 tempos, em sangue e saliva, correlacionando ambos os fluidos, além de
correlacionar os niveis encontrados com as alteracdes bucais e sistémicas
encontradas. 48 pacientes transplantados renais foram incluidos no estudo. As
Coletas de saliva e sangue foram realizadas em 2 tempos, 1 més apos o transplante
e outra apés 6 meses. Os niveis de citocinas foram avaliados pela plataforma
Luminex®, quantificando as seguintes citocinas: IL-6, IFN-y, IL-10, IL-8, IL-4 e TNF-a.
O perfil geral encontrado nos pacientes ndo foi inflamatério, comparado com os
valores encontrados na literatura, em ambos os tempos. Entretanto, correlacionando
com as alteragbes orais e sistémicas, encontrou-se IL-6 aumentada em saliva e
sangue nos pacientes com inflamacdo gengival e aumentada em sangue nos
pacientes com xerostomia. Um aumento de IL-4, no sangue, foi observado nos
pacientes com candidiase diagnosticada. Sistemicamente, observou-se diminuicao
estatisticamente significante de IL-10 na saliva, nos pacientes com diarreia, sem
alteragdes dos niveis no sangue. A IL-6 salivar mostrou-se diminuida nas infecgdes
por CMV. Nao foram observadas alteragfes estatisticamente significantes dos niveis
das outras citocinas avaliadas em relacdo as alteracbes encontradas, sejam
sistémicas ou orais. A correlacao entre saliva e sangue foi fraca ou muito fraca, exceto
pelos niveis de INF-y. Embora a saliva seja promissora, este trabalho ndo encontrou
correlacdo entre 0s niveis de citocinas salivares e sanguineas em pacientes
transplantados renais e o perfil das citocinas encontrado néo foi inflamatorio

Palavras-chave: Transplante renal; Citocinas; Saliva; Terapia de Imunossupressao;

Biomarcadores.



ABSTRACT

Patients with chronic kidney disease have constant inflammation, due to persistent
uremia and dialysis itself. Kidney transplantation is the treatment of choice for patients
with kidney failure. However, both dialysis and the transplant itself cause an intense
inflammatory reaction, causing a release of pro-inflammatory cytokines, which can
activate the immune system, leading to acute and/or chronic rejection in these patients.
Cytokines are soluble molecules of low molecular weight and short half-life,
responsible for cell signaling and modulation of inflammatory responses. It's a
standard practice to measure their levels in blood, although they can be measured in
many body fluids. Saliva is a promising fluid for cytokine evaluation, as it can be
obtained easily, without a specialized team and without morbidity. Many pathologies
can have their prognosis evaluated by cytokines present in saliva. However, more
studies are needed to evaluate its use in the various diagnoses that is performed by
blood. There are few studies evaluating cytokine levels in blood compared to saliva,
especially in kidney transplant patients. This study analyzed the levels of TNF-a, IL4,
IL6, IL8, IL10 and INF-y of patients during the post-transplantation period, in 2 periods,
in blood and saliva, correlating both fluids, and correlating the levels found with oral
and systemic alterations. 48 kidney transplant recipients were included in the study.
Saliva and blood samples were collected 1 month after transplantation and after 6
months minimum. Cytokine levels were evaluated using the Luminex® platform,
guantifying the following cytokines: IL-6, IFN-y, IL-10, IL-8, IL-4 and TNF-a. The
general cytokine profile found in the patients was not inflammatory, compared with the
values found in the literature, at both periods. However, correlating with oral and
systemic alterations found, increased IL-6 was found in saliva and in blood of the
patients with gingivitis and increased in blood in patients with xerostomia. An increase
in IL-4, in the blood, was observed in patients with diagnosed candidiasis. In the
systemically adverse effects patients, there was a statistically significant decrease in
IL-10 in saliva of the patients with diarrhea, without changes in blood levels. Salivary
IL-6 was reduced in CMV infections. No statistically significant changes were observed
of the levels of other cytokines evaluated in relation to the alterations found, either
systemic or oral. The correlation between saliva and blood was weak or very weak,
except for INF-y levels. Although saliva is promising, this work found no correlation
between salivary and blood cytokine levels in kidney transplant patients and the
cytokine profile found was not inflammatory.

Keywords: Cytokines; Kidney Transplantation; Saliva; Immunosuppression Therapy;
Biomarkers.
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1 - INTRODUGCAO

A doenca renal cronica (DRC) é um termo para desordens que afetam a
estrutura e o funcionamento dos rins (LEVEY; CORESH, 2012). Cerca de 10 a 12%
da populacdo mundial sofre com DRC (CHEVALIER, 2019) e no Brasil, 10 milhdes de
pessoas sofrem com a doenca (Sociedade Brasileira de Nefrologia, 2014). A
prevaléncia continua aumentando, visto que a hipertensdo arterial sistémica e a
diabetes mellitus, que sdo os principais causadores da doenca, sdo as doencas
cronicas mais prevalentes mundialmente nos dias de hoje (SARNO; BITTENCOURT,;
OLIVEIRA, 2020).

O tratamento da DRC é realizado através de didlise, com o intuito de retardar
a progressédo da doenca, antes da faléncia renal (FLAGG, 2018). Quando a faléncia
renal se instala, o tratamento de escolha € o transplante, em virtude de uma melhora
da qualidade de vida do paciente (CABEZAS et al.,, 2022). Entretanto, o estado
urémico do paciente durante os estagios da doenca renal crdnica, ocasionam um
estado inflamatério constante, com aumento de citocinas pro-inflamatérias e estresse
oxidativo (GRATEROL TORRES et al., 2022). Além disso, o préprio transplante causa
uma reacao inflamatoria intensa, ocasionando a liberacéo de citocinas plasmaticas e
renais (ALVES et al., 2020). Algumas destas citocinas estdo relacionadas com
ativacdo do sistema imunoldgico nos pacientes transplantados renais, levando a

rejeicdo aguda e/ou croénica (ALVES et al., 2020).

Para mensuracao destas citocinas e outros biomarcadores, o padréo é utilizar
0 sangue (PRASAD; TYAGI; AGGARWAL, 2016). Entretanto, a saliva € um fluido
promissor, pois é de facil obtencéo e baixa morbidade (RINDERKNECHT et al., 2022),
sendo utilizada diagnostico ou prognostico de diversas doencas (DIESCH et al., 2021).
Os niveis de algumas citocinas sanguineas estdo correlacionadas com seus
respectivos niveis em saliva em determinadas patologias (DONGIOVANNI et al.,
2023). Entretanto, ndo existem estudos, em transplantados renais, que comparem 0s

niveis sanguineos com os niveis salivares das citocinas.

Sendo assim, este trabalho visa avaliar o perfil das citocinas TNF-q, 1L4, IL6,
IL8, IL10 e INF-y dos pacientes transplantados renais, em 2 tempos, em sangue e
saliva, correlacionando ambos os fluidos, além de correlacionar os niveis encontrados

com as alteracdes bucais e sistémicas encontradas.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Doencarenal cronica

A doenca renal cronica (DRC) ocorre pela perda progressiva dos néfrons
(CHEVALIER, 2019) e é definida por dano renal ou baixa taxa de filtracdo glomerular,
com alteracdes na saude, presentes por mais de 3 meses, independentemente do
quadro clinico (LEVEY; CORESH, 2012; STEVENS; LEVIN; KIDNEY DISEASE:
IMPROVING GLOBAL OUTCOMES CHRONIC KIDNEY DISEASE GUIDELINE
DEVELOPMENT WORK GROUP MEMBERS, 2013). Nos estagios iniciais, essa
perda de funcéo e estrutura renal podem ser reversiveis (YUAN et al., 2017), porém
0 avanco da doenga, 0s rins tornam-se irreversivelmente alterados, tanto na fungéo,
guanto na estrutura (LEVEY et al.,, 2011; STEVENS; LEVIN; KIDNEY DISEASE:
IMPROVING GLOBAL OUTCOMES CHRONIC KIDNEY DISEASE GUIDELINE
DEVELOPMENT WORK GROUP MEMBERS, 2013)

Aproximadamente 10% a 12% da populacdo mundial sofre com DRC e a
prevaléncia continua aumentando (CHEVALIER, 2019; COBO; LINDHOLM;
STENVINKEL, 2018). No Brasil, podemos considerar que a DRC é um problema de
saude publica, sendo que cerca de 10 milhdes de pessoas convivem com a doenca
(SBN, 2014)

Desde o nascimento até as ultimas décadas de vida, ha uma diminuicao
fisiologica de 50% dos néfrons (CHEVALIER, 2019). Entretanto, as causas mais
frequentes para DRC nos paises desenvolvidos, fora o avango da idade, séo a
hipertensédo arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus (DM), obesidade, doencas
cardiovasculares (DCV), doencas autoimunes, glomerulonefrites, doencas

hereditarias e abuso medicamentoso (LEVEY; CORESH, 2012; RAPA et al., 2019).



No Brasil, a DM e HAS sao as principais doencas causadoras de DRC (Ministério da
saude, 2019).

A Diabetes mellitus é caracterizada por hiperglicemia e intolerancia a glicose
causada pela acdo ou producéo insuficiente de insulina (SAGOO; GNUDI, 2020). A
nefropatia diabética atinge certa de 45% dos diabéticos, desenvolvendo-se em um
pico de 10 a 20 anos da doenca. A arquitetura celular e alteracbes microvasculares
sao causadas pela hiperglicemia prolongada, ocasionando alteragdes estruturais nos
néfrons, iniciando com microalbumindria, culminando em albumindria e declinio
progressivo da taxa de filtracdo glomerular (ANDERS et al., 2018; SAGOO; GNUDI,
2020).

A Hipertensdo arterial sistémica € a segunda causa mais comum da DRC
(BIDANI; GRIFFIN, 2004). Normalmente, os rins apresentam um mecanismo de
protecdo, por vasoconstricdo e vasodilatacdo, da artéria aferente, que protegem os
néfrons das alteracdes de pressao arterial sistémica. Quando ocorre uma falha neste
mecanismo de protecdo, ocorre hiper filtracdo glomerular e, com isto, alteracdes
vasculares na artéria aferente (CHARLES; FERRIS, 2020). Essa hiper filtracao
perpetuada, causa maior dano, culminando no aumento da presséo arterial e podendo
causar glomeruloesclerose e atrofia ou necrose, culminando DRC (BIDANI; GRIFFIN,
2004; CHARLES; FERRIS, 2020).

Nos estégios iniciais, normalmente a DRC é assintomatica, sendo descoberta
por exames laboratoriais (LV; ZHANG, 2019). Os critérios diagndsticos definidos pelo
grupo Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) estao descritos na tabela
1.

Com o intuito de definir protocolos de tratamento, um grupo de estudos

classificou a DRC em 5 estagios de filtracdo glomerular e 3 de Albuminuria (tabela



2)(LEVEY et al., 2011; STEVENS; LEVIN; KIDNEY DISEASE: IMPROVING GLOBAL

OUTCOMES CHRONIC KIDNEY DISEASE GUIDELINE DEVELOPMENT WORK

GROUP MEMBERS, 2013). Estagio 5, onde a taxa de filtracdo glomerular (GFR) é de

menos de 15mL/min por 1.73m2, cerca de 10% da funcéo renal, requer terapia renal

substitutiva e é considerado como faléncia renal (LEVEY; CORESH, 2012; YUAN et

al., 2017).

Tabela 1 — Nomenclatura atual da DRC utilizado pela KDIGO

Descricéo e valores das categorias de
albumindria persistentes

>
G1 Normal ou alto 290
Levemente diminuido 60-89
Categori | G2
as de Levemente a 45-59
TFG G3a | moderadamente diminuido
(ml/min/ Moderadamente a
2 -
1,73 m?) G3b gravemente diminuido 30-44
G4 Gravemente diminuido 15-29
G5 Faléncia renal <15

Fonte: (KDIGO, Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of Chronic Kidney

Disease, 2020)

Al A2 A3
Normal a
L Moderadamente | Severamente
ligeiramente aumentado aumentado
aumentado
<30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g

<3 mg/mmol

3-30 mg/mmol

>30 mg/mmol




2.2 Complicagdes da doenga renal cronica

A uremia pode ser assintomatica e ser inicialmente identificada quando a GFR
esta abaixo de 60mL\min por 1.73m2 (LEVEY; CORESH, 2012) As alteracfes
sistémicas sdo mais comuns na medida em que a GFR diminui e quando chega a 15-
30mL/min por 1,73m2, a frequéncia é 75% hipertensdo, 50% anemia, 20%
hiperparatireodismo, hiperfosfatemia e acidose, 5-10% para hipocalemia e baixa
albumina(LEVEY et al., 2011; LEVEY; CORESH, 2012).

A Hipertenséo ocorre pela retencéo de sal, aumento do tdnus vascular, pela
falha na supressao do sistema nervoso simpético e do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, inibicdo da ATPase sdédio-potassio e deficiéncia de o6xido-nitrico
(BAYLIS, 2008; LEVEY; CORESH, 2012).

A anemia é uma complicagdo comum na insuficiéncia renal crdnica, visto que
90% da eritropoetina € produzido nas células intersticiais peritubulares renais
(CHARLES; FERRIS, 2020; LEVEY; CORESH, 2012; WEI; YIN; XIE, 2016). A
eritropoetina é responséavel por estimular a diferenciacéo dos eritrocitos em heméacias,
na medula éssea, ligando-se no receptor de eritropoetina (WEI; YIN; XIE, 2016)

Os rins também exercem um complexo controle do metabolismo ésseo,
controlando a manutencao dos niveis de célcio, fésforo e hormdnio paratiredideo
(CHARLES; FERRIS, 2020). Mais de 97% do célcio e 80 do fosfato séo reabsorvidos
nos tubulos renais (WEI; YIN; XIE, 2016). Além de serem 0s principais componentes
minerais do tecido Osseo, apresentam efeitos bioldgicos na manutencdo da
homeostasia 6ssea (WEI; YIN; XIE, 2016). O calcio pode estimular a formacao de

osteoblastos (DVORAK et al., 2004) enquanto o fosfato causa apoptose dos



osteoclastos e inibe sua diferenciagéo atuando no sistema RANK-L (KANATANI et al.,
2003; MOZAR et al., 2008).

Os rins também secretam 1,25(0OH).D3 uma forma de vitamina D “ativa” que se
liga a receptores no intestino e nos rins, regulando a reabsor¢&o de calcio e fosfato e
a formacao e reparacédo 6ssea (WEI; YIN; XIE, 2016) A deficiéncia de vitamina D e a
retencdo de fosfato, sdo as provaveis etiologias do hiperparatireoidismo e
hipocalcemia (LEVEY; CORESH, 2012)

A Acidose metabdlica € um desequilibrio acido-base sanguineo, que pode ser
de minutos ou dias (MATYUKHIN et al., 2020). A causa mais frequente € a doenca
renal cronica (PATSCHAN; PATSCHAN; RITTER, 2020).

Os rins regulam o equilibrio acido-base pela producéo de bicarbonato, através
da producdo de aménia e de &cido pelo néfron distal, além da reabsor¢cédo de 80% do
bicarbonato filtrado (KIM, 2021). Além disso, os rins em faléncia ndo secretam mais
protons, pela perda de néfrons, ao mesmo tempo que ndo excretam os residuos
acidos (PATSCHAN; PATSCHAN; RITTER, 2020).

As principais complicacdes da acidose s@o a progressdo mais rapida da DRC,

risco de morte, desmineralizacdo 6ssea e catabolismo muscular (NOCE et al., 2021).

2.3 Terapia renal substitutiva (TRS)

O KDIGO guidelines (LEVEY et al., 2011) orienta que a TRS deve ser iniciada
em pacientes sintomaticos e/ou quando a GFR est4d em 5-10mL/min por 1.73m2. A
TRS é realizada através de 3 formas de dialise (hemodialise, dialise peritoneal,

reposicdo renal continua) (MURDESHWAR; ANJUM, 2023) e transplante renal



(CHUASUWAN et al., 2020), tendo suas vantagens e desvantagens (MAZZUCHI;
FERNANDEZ-CEAN; CARBONELL, 2000). A similaridade de resultados entre a
utilizacdo da hemodidlise e a dialise peritoneal (NIANG; IYENGAR; LUYCKX, 2018)
faz com que selecdo da melhor forma de dialise € definida pelo quadro clinico do
paciente e por aspectos demograficos (MAZZUCHI; FERNANDEZ-CEAN;

CARBONELL, 2000).

2.3.1 Hemodialise

A hemodialise ainda é a forma mais comum de TRS e, também, a que tem
maior impacto na qualidade de vida dos pacientes (CHUASUWAN et al., 2020). A
hemodialise consiste na passagem do sangue por tubos e filtros artificiais, presentes
no equipamento, onde as toxinas e excesso de fluidos sao removidos do sangue.

Para que seja possivel a hemodialise, uma fistula arteriovenosa precisa ser
criada para se ter o acesso para a hemodiélise (BACHLEDA et al., 2015; THURLOW
et al., 2021). Caso nao seja possivel, enxertos arteriovenosos ou cateter central séo
utilizados para possibilitar o acesso. (BACHLEDA et al., 2015; THURLOW et al., 2021)

A hemodidlise pode ser realizada 3 vezes por semana durante 3-5 horas ou em
sessdes mais curtas, porém mais vezes (FLAGG, 2018). Necessita ser realizada em

centros especializados.

2.3.2 Didlise peritoneal

Em 1923, o peritdnio foi utilizado como um “dialisador vivo” por Dr. Tracey J.

Putnam por seu trabalho em gatos (PUTNAM, 1923). Observou-se a solugéo injetada



faziam com que substancias, como ureia entre outras, atravessassem a membrana
peritoneal por difusdo, além da passagem osmoética de plasma. Entretanto, a técnica
s6 foi possivel ap6s algumas décadas pela evolugédo de técnica, pela compreensao
da cinematica dos sais e da agua e mais utilizada no futuro com a evolucdo dos
cateteres e da solucao dialisadora (FLEMING, 2011; MEHROTRA et al., 2016).

A didlise peritoneal é realizada pela membrana peritoneal, através da infusédo
por um cateter permanente, instalado na cavidade peritoneal, de uma solucdo a base
de dextrose (MEHROTRA et al., 2016). Essa solucdo é mantida por algumas horas,
onde ocorre a difusdo de solutos e osmose da dgua e drenada para infusdo de solucao
fresca. Essa troca é realizada de 4 a 6 vezes ao dia, podendo ser feita de forma
automatica durante o sono (SINCLAIR et al., 2017), melhorando um pouco a qualidade

de vida do paciente em comparacao com a hemodialise (CHUASUWAN et al., 2020).

2.3.3 Transplante renal

O primeiro transplante de érgéo solido foi realizado em 1933, um transplante
renal, executado por um médico ucraniano, Yurii Voronoy. A sobrevida do paciente foi
de 2 dias, provavelmente, pela rejeicédo por incompatibilidade sanguinea (NORDHAM;
NINOKAWA, 2021).

Entretanto, o primeiro transplante bem-sucedido foi em 1954, entre irm&os
gémeos univitelinicos, logo, geneticamente idénticos, procedimento realizado no
Brigham and Women’s Hospital em Boston (HABERAL et al., 2016; NORDHAM;
NINOKAWA, 2021).

A evolucdo no transplante renal e o desenvolvimento de farmacos

imunossupressores, aumentaram a sobrevida do paciente e do enxerto, além de



oferecer uma melhor qualidade de vida comparativamente a dialise (CABEZAS et al.,
2022; FOSTER; FOSTER, 2020).

O transplante do 6rgao pode ser intervivos ou de doador falecido (FOSTER,;
FOSTER, 2020). Apés toda a andlise de compatibilidade, o rim do doador é removido,
mantendo seus vasos sanguineos e mantido em refrigeracao até o enxerto no doador.
Tecnicamente, o0 enxerto é posicionado na fossa iliaca, onde fica proximo da bexiga e
nos vasos sanguineos iliacos que serdo unidos aos vasos do rim transplantado
(FOSTER; FOSTER, 2020).

Durante o procedimento, ja € instituido protocolo imunossupressor, que se da
em 2 fases. A primeira € para prevenir a rejeicdo aguda do enxerto, imediatamente
apos o transplante. A segunda € a imunossupressdo de manutencdo, que se
estenderd por toda a sobrevida do enxerto, que se inicia alguns dias apés a primeira

fase (FOSTER; FOSTER, 2020; PARLAKPINAR; GUNATA, 2021).

2.4. Terapias imunossupressoras

2.4.1 Inducéo

Inducdo € o nome da primeira fase da terapia imunossupressora pos
transplante e € realizada antes, durante e logo apos a realizacao do enxerto (RATHEE
et al., 2013), mantendo-se por até 1 semana. O objetivo € prevenir a rejeicdo aguda
e normalmente consiste numa terapia baseada na inibicdo de anticorpos (FOSTER;
FOSTER, 2020). Sendo assim, sdo utilizadas drogas biolégicas. Drogas biolégicas
sdo assim caracterizadas por serem manufaturadas ou extraidas de alguma fonte

biolégica (KONIDENA et al., 2017). Atuam ligando-se as células imunolégicas



(linfécitos T, linfécitos B, granuldcitos, células de apresentacdo de antigeno, células
dendriticas dentre outras) ou nos mediadores imunolégicos (citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento e componentes do sistema complemento) (KONIDENA et al.,
2017). Atualmente, séo utilizados nos transplantes renais o basiliximabe, que € um
anticorpo monoclonal quimérico humano-rato, antagonista de interleucina 2 e a
globulina anti-timécito, que € um anticorpo policlonal que atinge linfécitos T e outras
células de defesa (BOUCQUEMONT et al., 2020; FOSTER; FOSTER, 2020).

Neste periodo imediato pos-transplante, 0s pacientes estdo em
imunossupressao maxima e, portanto, recebendo profilaxia contra vérias infec¢des
oportunistas, como pneumonia, toxoplasmose e citomegalovirus (FOSTER; FOSTER,

2020).

2.4.2 Manutencéao

A terapia de manutencéo é alcangada com uma combinacao de medicamentos,
com diferentes mecanismos de agado, que sdo selecionados dependendo do caso
(FOSTER; FOSTER, 2020). S&o utilizados inibidores de calcineurina (CNI),
medicamentos antiproliferativos, glicocorticoides e inibidores de mammalian target of

rapamycin (imTOR). (tabela 2)

Inibidores de calcineurina

Os CNI sao toxinas derivadas de fungos e séo utilizadas para imunossupressao

desde 1983 (RATHEE et al., 2013). A ciclosporina descoberta na década de 70, foi a

droga de primeira linha para imunossupressdo, até o desenvolvimento do pelo



tacrolimo, no inicio da década de 90, que hoje é o CNI mais utlizado nos
transplantados renais (BAUER; FRANCO; MANFRO, 2020; RATHEE et al., 2013). O
tacrolimo esta mais associado a menor indice de rejeicdo e o custo é similar (FOSTER,;
FOSTER, 2020).

A ciclosporina atua ligando-se a uma proteina chamada ciclofilina nos linfocitos-
T maduros. Esse complexo inibe a calcineurina que, na normalidade, induz a
transcricao de interleucina-2 (IL-2). A droga também diminui a producéo de linfocinas
e interleucinas, reduzindo a efetividade dos linfocitos-T (RATHEE et al., 2013).

Tacrolimo atua também inibindo a calcineurina, porém é mais potente que a
ciclosporina e com menos efeitos colaterais (RATHEE et al., 2013), além de ser o CNI
de escolha para os transplantados renais pela manutencéo da filtracdo glomerular,
menor rejeicdo aguda e melhor sobrevida do enxerto em 5 anos (BAUER; FRANCO;
MANFRO, 2020).

Entretanto, apresentam  efeitos adversos como  nefrotoxicidade,
neurotoxicidade, hipertricose, hiperplasia gengival, diarreia, hipertenséo, diabetes
mellitus, alopécia, prurido, neoplasias, entre outros (BAUER; FRANCO; MANFRO,

2020; KONIDENA et al., 2017).

Antiproliferativos

Os antiproliferativos inibem a sintese de purina, impedindo a proliferacado de
células B e T (BAUER; FRANCO; MANFRO, 2020). S&o representados pela
azatioprina (AZP) e micofenolato de mofetila (MMF) e atuam de formas diferentes.

A AZP é utilizada desde 1960 e foi o primeiro imunossupressor utilizado em

larga escala para transplante (BAUER; FRANCO; MANFRO, 2020). Os metabolitos



da AZP séo citotdxicos e atuam como analogos da purina e inibindo a sintese de DNA
(RATHEE et al., 2013). Previnem a proliferacao celular na fase de inducdo da resposta
imune, afetando a resposta celular e humoral (BAUER; FRANCO; MANFRO, 2020;
RATHEE et al.,, 2013). Como efeitos adversos leucopenia, supressao da medula
0ssea, alopecia e risco aumentado para neoplasias (FOSTER; FOSTER, 2020).

O MMF inibe a enzima que é crucial para a producdo de purina, inosina
monofosfato desidrogenase. Como resultado, apresenta efeito citoestéatico nas células
B e T e suprime a producéo de anticorpos pelos linfécitos B, além de inibir a producéo
de glicoproteinas pelos linfécitos e mondcitos, que sdo importantes para a adesao das
células inflamatdérias no endotélio do enxerto (BAUER; FRANCO; MANFRO, 2020).
Causa menos supressdo da medula éssea, porém atinge o sistema gastrointestinal e

causa aplasia de células vermelhas (FOSTER; FOSTER, 2020).

Corticoesteroides

Os corticosteroides foram utilizados para imunossupressao em transplante
renal no inicio dos anos 60 e sao utilizados como base, na maioria dos protocolos de
imunossupressao, tanto na fase de inducéo como na manutencéo (BAUER; FRANCO;
MANFRO, 2020; RATHEE et al., 2013).

Duas drogas sdo mais comumente utilizadas, a metilprednisolona e
prednisona. Os corticoesteroides apresentam efeitos imunossupressivos, anti-
inflamatorios e imunomoduladores. Inibem inimeras citocinas pro-inflamatoérias e
imunomoduladoras como interleucina-1 (IL-1), interleucina-2 (IL-2), interleucina-3 (IL-
3), interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-6 (IL6), interleucina-8 (IL8),

fator de necrose tumoral-a (TNFa) e fator de necrose tumoral-y (TNF—y) se ligando a



receptores de glicocorticoides presentes no citoplasma celular (BAUER; FRANCO;
MANFRO, 2020; RATHEE et al.,, 2013). A baixa produgcédo de citocinas reduz a
proliferacéo de células T e suprime a imunidade humoral inibindo a producéo da IL-2
pelos linfocitos B (RATHEE et al., 2013).

Inicia-se com doses altas durante o transplante e € mantido com doses mais
baixas via oral (BAUER; FRANCO; MANFRO, 2020; RATHEE et al., 2013). Hoje tenta-
se evitar ou descontinuar o quanto antes a utilizagcdo desses medicamentos pelos
efeitos colaterais, que séo osteopenia/osteoporose, risco elevado de infeccgao,
miopatia, catarata, hipertensao, hiperglicemia, necrose 6ssea asséptica entre outros
(BAUER; FRANCO; MANFRO, 2020; FOSTER; FOSTER, 2020; KONIDENA et al.,

2017; RATHEE et al., 2013).

Inibidores de mTOR

Foram desenvolvidos no fim dos anos 90 com intuito de fornecerem uma
imunossupressao eficiente ndo nefrotdéxica (BAUER; FRANCO; MANFRO, 2020).
Sirolimo e everolimo sdo potentes imunossupressores administrados oralmente e
apresentam o0 mesmo mecanismo de agao.

Atuam nos mecanismos de sinalizagao celular, prevenindo a liberacdo de
mediadores inflamatorios, como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e IL-
8 por neutrdfilos e ainda diminui a ligagdo do neutréfilo com o TNF (BAUER; FRANCO;
MANFRO, 2020). Ainda, impede a proliferacédo e diferenciacdo dos linfécitosBe T e
a producao de anticorpos, assim como a proliferacdo de outras células (fibroblastos,

células endoteliais, hepatdcitos) (BAUER; FRANCO; MANFRO, 2020). Pode ser



utilizado com MMF para diminuir o uso de CNI, pela nefrotoxicidade e pelos efeitos
colaterais persistentes deles (FOSTER; FOSTER, 2020).

Como efeitos adversos, apresentam anemia, hiperlipidemia, proteinuria,
trombocitopenia, diarreia, pneumonia nao infecciosa e estomatite aftosa (BAUER,;
FRANCO; MANFRO, 2020; FOSTER; FOSTER, 2020).

A estomatite aftosa induzida por imTOR (mIAS) normalmente se apresenta
como lesdes ulceradas, discretas, multiplas ou singulares, ovoides, superficiais, bem
demarcadas, com a presenca de uma pseudomembrana cinza-esbranqui¢cada (LO
MUZIO et al., 2018; SONIS et al.,, 2010). A maioria das lesbes séo limitadas aos
tecidos nao queratinizados e mucosa movel, como ventre e borda lateral de lingua,
mucosa labial e palato mole (SONIS et al., 2010), embora possam se desenvolver em
tecidos queratinizados e gengiva (DE OLIVEIRA et al.,, 2011). Geralmente se
desenvolvem apéds 5 dias do inicio da terapia com imTOR, normalmente no primeiro
ciclo, e se resolve apds 1 semana (LO MUZIO et al., 2018). Podem ser classificadas
de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, em grau 1, 2, 3 e 4 (tabela 3)

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1979).



Tabela 2 — Drogas imunossupressoras.

Imunossupressor | Nome Mecanismo de agéo Efeitos colaterais
Inibidores de | Ciclosporina | Inibe transcricdo IL-2 nefrotoxicidade, neurotoxicidade,
calcineurina Tacrolimo Nos linfécitos-T hipertricose, hiperplasia gengival,
diarreia, hipertenséo,
diabetes mellitus,
neoplasias
Antiproliferativos | Azatioprina Impede proliferacédo | aplasia de células vermelhas
Micofenolato | célulasBe T leucopenia, supressdo da medula
de mofetila 0ssea, alopecia, neoplasias
Corticoides Prednisona Reduz proliferacdo de | osteopenia/osteoporose, risco
células T e inibe | elevado de infeccdo, miopatia,
producdo IL-2 pelas | catarata, hipertenséo,
células B hiperglicemia, necrose d&ssea
asséptica
Inibidores mTOR Everolimo Atua na sinalizacdo | anemia, hiperlipidemia,
Sirolimo celular impedindo a | proteindria, trombocitopenia,

proliferacéo e
diferenciacé@o dos
linfocitos B e T e a

producéo de anticorpos

diarreia, pneumonia néo infecciosa

e estomatite aftosa

Fonte: FOSTER; FOSTER, 2020; BAUER; FRANCO; MANFRO, 2020; KONIDENA et al., 2017;

RATHEE et al., 2013

Tabela 3 - Classificagdo de mIAS de acordo com OMS, 1979

Classificacéo Sintomatologia

Grau | Presenca de eritema, sem sintomatologia

Grau 2 Presenca de eritema, doloroso, mas se
necessidade de tratamento

Grau 3 Ulceracdo dolorosa, com indicacdo de
analgésicos e alimentacéo dificultada

Grau 4 Necroses com indicacdo de nutricdo parenteral

Fonte: OMS, 1979

A imunossupressao expde o receptor a infeccdes oportunistas, podendo evoluir

rapidamente para risco de morte em horas (RATHEE et al., 2013). No primeiro més

do transplante, normalmente as infec¢cdes sdo derivadas da cirurgia propriamente e



do doador e incluem virus, fungos e bactérias (WARING; VILLA, 2017). Infecg6es com
bactérias multirresistentes da ferida cirdrgica, infec¢des do trato urinario sdo exemplos
das infec¢Oes derivadas da cirurgia (RATHEE et al., 2013). Do doador séo hepatites
B, C e tuberculose (FOSTER; FOSTER, 2020).

Nos primeiros 6 meses do transplante, as infeccbes oportunistas sdo pela
imunossupressdao maxima. Frequentemente sdo infec¢des por Epstein-barr virus
EBV, citomegalovirus CMV, infeccbes fangicas, tuberculose e microbactérias néo
tuberculose, herpesvirus. A partir do sétimo més, o paciente ainda continua
susceptivel a essas infec¢des, adicionando o os BK poliomavirus (BKv), listeria e
nocardia (FOSTER; FOSTER, 2020).

BK poliomavirus (BKv) representa um importante risco, visto que é responsavel
por nefropatia e perda do enxerto (FURMAGA et al., 2021; KANT et al., 2022; KOTLA
etal., 2021; SHEN et al., 2021). O diagndstico € dificil em virtude da semelhanca entre
rejeicdo aguda e nefropatia por infeccao por BKv (SHEN et al., 2021). Apoés infeccdo
nos primeiros anos de vida, o BK poliomavirus fica latente nos rins e, nos casos de
Imunossupressao, podem ser reativados e se multiplicar nos tecidos renais (KANT et
al.,, 2022). Essa viremia causa necrose nos tecidos epiteliais renais e nos tubulos
renais, ocasionando acumulo de fluido tubular no espaco intersticial, causando fibrose
e atrofia tubular, levando a les6es nos néfrons (FURMAGA et al., 2021) e perda do
enxerto.

J4 a cavidade oral pode ser acometida por infec¢des virais, fangicas e
bacterianas. Dentre as infec¢des virais, herpes simples (HSV) 1 e 2, Herpes virus
humano (HHV), Virus varicela-zoster (VVZ;HHV-3), (EBV;HHV-4), (CMV;HHV-5) e

HHV-8 que causa sarcoma de Kaposi sdo as mais frequentes(WARING; VILLA, 2017).



As fungicas, destacam-se a candidiase oral e, mais raramente, infeccdes
fungicas profundas causadas por aspergillus e mucoralis e histoplasma capsulatum,
embora estas sejam mais frequentes em transplante de medula 6ssea (WARING;
VILLA, 2017).

As bacterianas sdo causadas pelas bactérias que comumente causam
infeccbes odontogénicas, com a diferenca de que as infecgcdes podem ser mais
agressivas pela imunossupressao e auséncia dos sinais classicos de infeccéo

(WARING; VILLA, 2017).

2.5 - Citocinas

Citocinas sdo proteinas sollveis de baixo peso molecular e meia vida curta,
gue regulam respostas inflamatérias e imunoldgicas e servem de biomarcadores para
diversas doencas (LIU et al., 2021; RABER-DURLACHER et al., 2013; ZHENG et al.,
2022). Diferentes células produzem a mesma citocina que apresenta mdultiplas
funcdes e estdo envolvidas em quase todas as respostas celulares, regulando uma
rede complexa de sinalizacdo (LIU et al., 2021).

As citocinas podem ser classificadas em categorias como fatores de necrose
tumoral (TNFs), interleucinas (ILs), linfocinas, monocinas, interferons (IFNs), fatores
estimuladores de colonia (CSFs) e fatores de transformadores de crescimento (TGFs),
além de serem classificadas dependendo da célula secretora (LIU et al., 2021). Além
disso, podem ser também classificadas como proé-inflamatérias, que facilitam o
processo inflamatério e estimulam as células imunocompetentes e as anti-

inflamatérias que antagonizam a inflamacdo. Algumas apresentam ambas as



propriedades, dependendo do contexto. Esse equilibrio dindmico tem um papel
fundamental na imunidade, mediando e modula a inflamacé&o (LIU et al., 2021).

Nos pacientes com faléncia renal apresentam alta prevaléncia de inflamacao
cronica e esta relacionada com o estado urémico, reducao da excrecdo de citocinas
antinflamatérias e a prépria hemodidlise em si (CAGLAR et al., 2002). Apresentam
aumento dos niveis de citocinas proé inflamatérias, como TNF- a e IL-6 (LOSAPPIO et
al., 2021), e estresse oxidativo, que sao mediadas pela ativagcdo de macrofagos e
mondcitos, sendo esta a base deste estado inflamatério (GRATEROL TORRES et al.,
2022). E, mesmo o transplante renal sendo a melhor opcdo de tratamento para
faléncia renal, este causa uma reacao inflamatoria intensa, ocasionando a liberacao
de citocinas plasmaticas e renais (ALVES et al., 2020). Estas citocinas estédo
diretamente ligadas na resposta imune ao enxerto e sua rejeicao (ALVES et al., 2020).

Dentre as citocinas pro-inflamatoérias mais relacionadas com estado urémico,
dialise e transplante renal estdo as citocinas TNF- a, IL-6 e IL-8 (MOTA et al., 2018;
RIOS et al., 2017; SONKAR et al., 2013; TBAHRITI et al., 2013).

TNF-a € uma citocina pro-inflamatoria responséavel por fungdes importantes,
sendo responsavel pelo equilibrio entre sobrevivéncia celular e ativacdo e
proliferacéo, transcricdo de genes pro-inflamatoérios e apoptose (BLASER et al., 2016;
LEBREC et al., 2015). Esta envolvida em inUmeras condi¢des inflamatorias (LEBREC
et al., 2015) e é produzida pelas células imunoldgicas, principalmente linfécitos T, mas
pode ser produzida pelas células do endotélio vascular e células dos tabulos renais
(MEHAFFEY; MAJID, 2017). A TNF-a confere uma protegdo contra a formacéo de
tumores e promove a reparacéao tecidual e os processos proliferativos, podendo ser
encontrada em niveis baixissimos. Entretanto nos quadros inflamatorios sua producéo

e secrecdo aumentam (MEHAFFEY; MAJID, 2017).



Em relag&o os rins, a TNF-a induz mudangas na hemodinédmica renal e na
funcdo excretora (MEHAFFEY; MAJID, 2017). Apresenta citotoxicidade as células
renais, hemodinamica glomerular alterada, aumento da permeabilidade vascular
endotelial e estresse oxidativo (PEREZ-MORALES et al., 2019). O aumento desta
citocina esté relacionado com a rejeicdo aguda mediada por macrofagos (MOTA et
al., 2018).

A IL-6 apresenta efeitos pro e anti-inflamatorios e esta envolvida na patogénese
de inUmeras doencas inflamatdrias cronicas (UNVER; MCALLISTER, 2018). Como
efeitos inflamatorios, promove a ativacao e proliferacédo de linfécitos, diferenciacao de
células B e recrutamento de leucécitos (STENVINKEL et al., 2005). E produzida por
inimeras células imunolégicas, incluindo mondcitos, fibroblastos, adipocitos, e
linfécitos, normalmente frente a um estimulo fisiolégico, como TNF-a, IL-18,
endotoxinas bacterianas, exercicio fisico e estresse oxidativo (STENVINKEL et al.,
2005). Pacientes com func¢édo renal diminuida j& exibe sinais de inflamacgéo. Caglar e
colaboradores (CAGLAR et al., 2002) observaram em seu estudo um aumento dos
niveis de IL-6 nos pacientes sob hemodidlise, comprovando a resposta inflamatéria
causada pela prépria dialise. Os niveis aumentados de IL-6 em pacientes
transplantados renais, aumenta o risco de rejeicao, visto que o IL-6 ativa a producéo
de anticorpos por células B, estimulando a rejeicdo mediada por anticorpo contra o
enxerto (CABEZAS et al., 2022). Além disso, os pacientes com niveis aumentados de
IL-6 apresentam pior funcionamento do enxerto e maiores niveis de marcadores
inflamatérios (MOLNAR et al., 2017). A IL-6 promove infiltracdo de neutrofilos nos
tubulos intersticiais, além da hipertrofia renal, espessamento da membrana
glomerular, hipertrofia podocitaria e paralisacdo do ciclo celular, causando albuminuria

(PEREZ-MORALES et al., 2019).



IL-8 é uma citocina pro-inflamatéria produzida por mondcitos, macréfagos,
celular endoteliais e epiteliais, hepatocitos, condrécitos e células tumorais. Atua
recrutando leucdcitos para as regibes inflamadas (LIU et al.,, 2021). Causa
degranulacao de leucdcitos e, consequentemente, destruicdo tecidual (DINARELLO,
2000).

IFN-y é uma citocina proé-inflamatoria, que tem um papel importante na inducéo
e modulacdo de inumeras respostas imunes (TAU; ROTHMAN, 1999). Primariamente
produzida por linfécitos-T ativados e linfocitos natural killer (NK)(BOSHTAM et al.,
2017; TAU; ROTHMAN, 1999), adicionalmente a atividade antiviral, apresenta
bioatividade no sistema imune e em estados inflamatérios (BOSHTAM et al., 2017,
TAU; ROTHMAN, 1999). Pode promover ativacdo de macréfagos, mediar imunidade
antiviral e antibacteriana, orquestrar a ativacdo do sistema imune inato, controlar
proliferacé@o e apoptose celular (TAU; ROTHMAN, 1999). Além disso, pode estimular
a atividade do TNF e produzir linfocitos-T citotoxicos (BOSHTAM et al., 2017).

Ja as citocinas anti-inflamatérias sdo uma série de moléculas
imunorregulatérias que modula a resposta inflamatéria perante a presenca de
citocinas proé-inflamatérias (LIU et al., 2021). Dentro das condic¢es fisiologicas, estas
citocinas limitam os efeitos nocivos da inflamacao sustentada ou exacerbada (LIU et
al., 2021).

IL-10 é uma citocina produzida principalmente por mondcitos e linfocitos, é tida
como a mais importante interleucina anti-inflamatéria. E uma potente citocina anti-
inflamatoria, que apresenta fun¢des imunorreguladoras e inibe a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias (LIU et al., 2021). A liberacdo desta citocina € sempre

precedida por fatores pro-inflamatoérios (STENVINKEL et al., 2005). Nos pacientes em



TSR, os valores de IL-10 sdo aumentados, provavelmente pela ativacao cronica de
mondcitos que ocorre nos pacientes urémicos (STENVINKEL et al., 2005).

IL-4 é uma citocina anti-inflamatoria, produzida por células T, mastécitos,
linfécitos B. Desenvolve linfocitos T, inibe a inducdo de sintese de interleucina
inflamatérias por lipopolissacarideos (LIU et al., 2021). Podem inibir ou suprimir
citocinas derivadas de mondcitos, como IL-1, IL-6, TNF-a, e IL-8. Ainda atuam em
células estruturais, potencializando a proliferacdo do endotélio vascular e fibroblastos
e diminui a producéo de astrécitos e musculatura vascular (OPAL; DEPALO, 2000),
promovendo a regeneragcao em diversos tecidos (PAN et al., 2022).

As concentracfes de citocinas sdo mensuradas em varios fluidos biolégicos,
tecidos e células, variando seus niveis dependendo do material analisado, como
sangue, soro, saliva, suor e fezes e podem fornecer dados diagnéstico importantes
(LIU et al., 2021; RINDERKNECHT et al., 2022). A saliva é um fluido complexo que
ganhou interesse como amostra diagndstica, visto que podem ser avaliados niveis de
citocinas entre outros dados, ndo é invasivo, ndo necessita de profissional
especializado, apresentando 6timo custo-beneficio (RINDERKNECHT et al., 2022).
As glandulas salivares sao extremamente vascularizadas e a troca de componentes
ocorre por difusdo ou transporte ativo do sangue para a saliva e vice-versa e
normalmente existe uma relacdo proxima entre as concentragdes sanguineas e
salivares das proteina e outras substancias (DONGIOVANNI et al., 2023). Entretanto,
nao se sabe se 0s niveis das citocinas em saliva corresponderiam, proporcionalmente,
aos niveis em sangue, visto que ndo foi encontrado estudo que fizesse tal

correspondéncia.



Sendo assim, este trabalho visa realizar uma comparagdo dos niveis de
citocinas encontrados em sangue, com 0sS encontrados em saliva e corresponder

estes niveis aos achados e desfechos clinicos, orais e sistémicos.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Primério:

Analisar o perfil de citocinas (IL-6, IL-4, IFN-y, IL-10, IL-8, e TNF-a) durante o periodo

pés-transplante renal, em dois tempos: no primeiro més pds transplante renal e apos

um periodo acima de 6 meses. Correlacionando as condicdes orais e sistémicas dos

pacientes nos momentos estudados, T1 e T2, e o perfil de citocinas encontrados.

3.2 Objetivo Secundario:

Avaliar comparativamente 0s niveis de citocinas em sangue e saliva nos pacientes

estudados.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Selegéo de pacientes

Neste estudo prospectivo observacional, foram avaliados pacientes da Diviséo
de Transplante renal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP) com coparticipacdo da Faculdade de
Odontologia da USP (FOUSP) e o Instituto de Medicina Tropical da USP (IMTSP),
aprovado pelo comité de ética sob o numero CAAE: 90602418. (ANEXO A).

Foram convidados a participar do estudo todos os pacientes do ambulatério da
Divisao de Transplante renal do HC-FMUSP, submetidos a transplantes renais, de
agosto 2019 a janeiro de 2022, acima dos 18 anos, receptores de transplantes
oriundos tanto de doadores falecidos, como intervivos. Ao total, 48 pacientes foram
incluidos no estudo. Todos foram esclarecidos quanto ao mesmo e assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido (ANEXO B). Pacientes internados em Unidade

de Terapia Intensiva (UTI) foram excluidos do trabalho.

4.2. Coleta de dados e avaliagdes

Os pacientes tiveram seus dados demogréficos, tais como género e idade, e
informacgdes clinicas como: doencas de base, doador falecido ou vivo, tempo de
transplante, tempo de didlise, esquema imunossupressor e dados laboratoriais
(hemograma, plaquetas, sorologia por herpes e BKv) obtidos pela analise dos
respectivos prontudrios eletrénicos do servi¢co. Durante as consultas, foi realizado em

todos os participantes o exame clinico intraoral, utilizando um jogo clinico composto



por explorador, espelho e sonda milimetrada de Williams. Foram que e foram
compilados os seguintes indices: dentes cariados perdidos e obturados (CPO) e
indice gengival de Loe e Silness (IG), que consiste na avaliacdo dos tecidos gengivais
observando-se cor, consisténcia e sangramento. O grau de inflamag&o gengival foi
classificado como: 0 auséncia de inflamacdo; 1 levemente inflamado, sem
sangramento a sondagem; 2 inflamacdo moderada com sangramento a sondagem; 3
inflamacé&o exacerbada, com sangramento espontaneo.

Focos infecciosos bucais e toxicidades associadas a farmacos foram inseridos
em ficha clinica especialmente desenvolvida para o estudo e inserida no prontuério
do servigo (Anexo C).Uma vez identificada alguma leséo, esta era manejada segundo
o protocolo da Divisdo de Odontologia do HC-FMUSP. Para a coleta de saliva, os
pacientes foram orientados a realizar um bochecho com &gua destilada durante 1
minuto. Em seguida, foi utilizado um Salivette® (Sarstedt S.A.) ndo impregnado com
acido citrico. Com o auxilio de uma pinca anatdmica estéril o rolete de algodéo foi
removido do dispositivo e alocado em assoalho lingual, durante cerca de 5 minutos ou
até que estivesse completamente umedecido. Em seguida o rolete de algoddo com a
saliva absorvida era retornado ao recipiente. As amostras coletadas foram
armazenadas imediatamente e em container refrigerado e logo encaminhadas ao
Laboratorio de Virologia do IMTSP, centrifugadas a 4.000 rpm durante 5 minutos e
armazenadas a -80°C.

As coletas de sangue periférico foram realizadas por uma enfermeira do servico
de urologia do HCFMUSP. Foram colhidas amostras de sangue em tubo seco que foi,
imediatamente apos a coleta, encaminhada ao Laboratério de Virologia do IMTSP,

centrifugadas (Centrifugue 5810. Eppendorf©) a 4.000 rpm durante 5 minutos.



Apds a obtencdo das amostras de saliva e sangue periférico, o perfil das
citocinas de todos os pacientes incluidos no estudo foi analisado por meio da
plataforma Luminex® - Cytokine Human 6-Plex Panel (Luminex Corporation, Austin,
TX), este ensaio envolve um processo que cora microesferas de poliestireno com dois
fluoréforos, podendo ser criados 100 conjuntos diferentes de microesferas, cada uma
delas exibindo uma assinatura baseada em “cddigo de cores” que foi lido pela
plataforma Luminex®, quantificando as seguintes citocinas: IL-6, IFN-y, IL-10, IL-8, IL-
4 e TNF-a. Estas reagdes foram realizadas em empresa privada (Leac, S&o Paulo,
SP, Brasil).

Foi utilizado o software JMP® Pro, versédo 13 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA, 1989-2019) para a analise estatistica.

Para avaliar se houve diferenca nos niveis de citocinas, entre os tempos de
coleta, efeitos adversos e alteragbes orais encontradas, utilizou-se o teste né&o-
paramétrico de Wilcoxon para as medidas continuas e teste Exato de Fisher para a
comparacao entre 0os percentuais.

Considerou-se o nivel de significAncia de 0,05 o qual equivale a uma
confianca de 95% para a analise.

Para as andlises das correlagfes entre saliva e sangue foi realizada utilizando
o indice de correlacéao linear de Pearson.

Para avaliar o grau de correlacéo utilizou-se os seguintes valores:

e 0,00 a 0,19 “muito fraca”
e 0,20 a 0,39 “fraca”

e 0,40 a 0,59 “moderada’
e 0,60 a 0,79 “forte”

e 0,80 a 1.0 “muito forte”



5 RESULTADOS

5.1 Dados demogréficos

Um total de 48 pacientes foram incluidos no estudo. A média de idade
dos pacientes foi 51,9 anos (+/-13,1), sendo que 52,1% eram do sexo feminino e
47,9% do sexo masculino. Dos enxertos, 95,8% foram provenientes de doadores
cadavéricos. A nefropatia diabética foi a causa da faléncia renal em 34,6% dos
pacientes, seguido de 26,9% causado por HAS. O tempo de dialise foi em média 76,8
meses (+/-59,9), destacando-se a hemodialise em 93,75% das dialises. Os dados

demogréficos estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Dados demograficos dos pacientes admitidos para o estudo

Caracteristica Nivel Total
Género Feminino 25 (52,1%)
Masculino 23 (47,9%)
Tipo doador Falecido 46 (95,8%)
Vivo 2 (4,2%)
Doenca de base Autoimune 6 (12,5%)
Diabetes 13 (27,1%)
Genético 4 (8,3%)
HAS 19 (39,6%)
Outros 6 (12,5%)
Sorologia CMV pré Positivo 46 (95,8%)
Negativo 2 (4,2%)
Esquema Pred/imTOR 3 (6,4%)
imunossupressor Pred/Tacro 14 (29,8%)
Pred/Tacro/Aza 2 (4,3%)
Pred/Tacro/MMF 15 (31,9%)
Pred/Tacro/MMS 13 (27,7%)
Idade 51,9+13,1
Tempo de didlise pré
transplante 76,8 +a59,9

* Pred: Prednisona; Tacro: Tacrolimo; MMF: Micofenolato mofetila; Aza: azatioprina; MMS:
Micofenolato de sédio



5.2 Efeitos adversos

Os efeitos adversos provavelmente associados a terapia imunossupressora
estdo descritos na tabela 5. Dentre eles, o mais comum foi a anemia, presente em
48,6% dos pacientes, seguido de hiperglicemia (24,4%) e estomatites associadas ao
uso de ImTOR (20,8%). Neste grupo de pacientes também se observou que 39,1%

dos casos dos participantes exibiam hiperglicemia.

Tabela 5 — Efeitos adversos

Caracteristica Presente Total
Anemia Sim 18 (48,6%)
N&o 19 (51,4%)
Diarreia Sim 5 (10,4%)
Nao 43 (89,6%)
Leucopenia Sim 9 (18,8%)
N&o 39 (81,3%)
Hiperglicemia Sim 11 (24,4%)
N&o 34 (75,6%)
BKv Sim 7 (14,9%)
Nao 40 (85,1%)
Cmv Sim 27 (61,4%)
N&o 17 (38,6%)
Herpes simples Sim 5 (10,4%)
N&o 43 (89,6%)
Estomatite Sim 10 (20,8%)
Nao 38 (79,2%)
Candidiase oral Sim 4 (8,3%)
N&o 44 (91,7%)

5.3 — Alteracdes orais

Dentre as altera¢des orais, a mais presente foi (53,7%), seguido de xerostomia
(39,5%). A estomatite foi encontrada somente nos pacientes em uso de imTOR. Dos
26 pacientes que utilizavam o imunossupressor, 38% apresentaram mIAS. As
alteracOes orais mais frequentes estao descritas na tabela 6. N&o houve diferenga



estatistica entre as alteracdes orais, com exce¢do a aqueles com as estomatites por
iImTOR. O indice CPO-D est& descrito na tabela 6.2.

Tabela 6.1 — Alteracdes orais mais frequentes na populagdo estudada (n=48)

Caracteristica Presente Total
Xerostomia Sim 17 (39,5%)
Nao 26 (60,5%)
Saburra Lingual Sim 7 (16,3%)
Nao 36 (83,7%)
Candidiase oral Sim 5 (10,4%)
Nao 43 (89,6%)
Herpes Sim 7 (14,6%)
Nao 41 (85,4%)
Gengivite Sim 22 (53,7%)
Nao 19 (46,3%)
Estomatite Sim 10 (20,8%)
Nao 38 (79,2%)

Tabela 6.2 —-Medidas descritivas para CPO

Medida Média Desvio padrdao Mediana
CPO Total| 10,4 7,8 9

5.4 — Infeccdes

As infeccdes oportunistas estdo descritas na tabela 7. A viremia por BKv esteve
presente em 14,9% dos pacientes e somente nos pacientes em terapia

imunossupressora com uso de iIMTOR.

Tabela 7 — Infec¢des descritas no prontuario dos participantes do estudo

Agente infeccioso Presente Total
BKv Sim 7 (14,9%)
N&o 41 (85,1%)
CmvV Sim 27 (61,4%)
Nao 17 (38,6%)
Herpes simples Sim 5 (10,4%)
N&o 43 (89,6%)
Herpes zoster Sim 3 (6,3%)
N&o 45 (93,8%)
Candidiase oral Sim 4 (8,3%)
N&o 44 (91,7%)




5.5 — Citocinas versus alteracdes clinicas sistémicas e orais

Correlacionando com as dosagens das citocinas com as alteragdes sistémicas,
observou-se que tanto em saliva e soro ndo houve significancia na dosagem de IFN-
y. As relacdes em saliva e soro e alteracdes orais e sistémicas para IFN-y estédo

descritas nas tabelas 8 e 9.

Tabela 8 -Medidas descritivas para IFNy-Saliva em pg/mL

Alteracéo Presente | Média Desvio Padrdo Mediana N | p-value
Anemia Nao 0,79 0,26 0,76 18| 0,5846
Sim 0,75 0,22 0,68 17
Diarreia Nao 0,80 0,29 0,71 42|0,2722
Sim 0,66 0,19 0,60 4
Leucopenia  N&o 0,76 0,25 0,68 37|0,2593
Sim 0,89 0,40 0,80 9
Hiperglicemia N&o 0,77 0,31 0,68 32(0,1238
Sim 0,85 0,24 0,84 11
BKv Nao 0,79 0,29 0,69 38|0,7649
Sim 0,80 0,28 0,72 7
Cmv Nao 0,84 0,37 0,76 17|0,9691
Sim 0,79 0,22 0,72 25
Herpes Nao 0,81 0,29 0,72 410,0851
simples Sim 0,63 0,11 0,64 5
Herpes Nao 0,80 0,29 0,72 43|0,1654
zoster Sim 0,64 0,04 0,64 3
Candidiase = N&o 0,78 0,28 0,70 42| 0,8599
oral Sim 0,85 0,33 0,70 4
Xerostomia  Nao 0,79 0,23 0,76 24 0,8419
Sim 0,83 0,37 0,72 17
Saburra Nao 0,79 0,25 0,76 34| 0,9445
Lingual Sim 0,88 0,48 0,68 7
Gengivite N&o 0,81 0,26 0,76 18| 0,7880
Sim 0,81 0,34 0,70 21
Estomatite Nao 0,80 0,29 0,73 36| 0,6108
Sim 0,76 0,26 0,69 10




Tabela 9 —Medidas descritivas para IFNy-Soro em pg/mL

Alteracéo Presente | Média Desvio Padrdo Mediana N | p-value
Anemia Nao 2,39 2,27 1,25 19/ 0,8036
Sim 1,71 1,01 155 16
Diarreia Nao 2,28 1,96 1,72  41|0,1292
Sim 1,01 0,38 0,92 4
Leucopenia  N&o 2,06 1,89 155 37|0,4223
Sim 2,69 2,02 2,08 8
Hiperglicemia N&ao 2,27 1,90 155 31|0,6884
Sim 2,02 2,17 1,15 11
BKv Nao 2,05 1,68 1,32 37|0,8724
Sim 2,88 2,98 1,55 7
CmvV Nao 2,18 1,62 155 17| 0,9591
Sim 2,30 2,16 1,32 25
Herpes Nao 2,29 1,98 1,64 40| 0,3380
simples Sim 1,25 0,59 1,15 5
Herpes Nao 2,23 1,95 1,55 42/ 0,7846
zoster Sim 1,40 0,58 1,15 3
Candidiase  Nao 2,12 1,83 155 41|0,7799
oral Sim 2,69 2,83 1,52 4
Xerostomia ~ Sim 2,35 2,08 155 17|0,7217
Nao 2,24 1,96 1,89 23
Saburra Sim 2,58 1,92 1,89 7 10,5211
Lingual Nao 2,23 2,02 155 33
Gengivite Sim 2,44 1,94 1,91 20| 0,3415
N&o 2,19 2,17 1,07 18
Estomatite Nao 2,26 1,90 1,44 36/ 0,2679
Sim 1,83 1,98 1,55 9

Em relagdo a dosagem da IL-10, em saliva foi vista uma média menor no grupo
com diarreia, sendo a diferenca significativa (p-value = 0.0195). As relacdes em saliva

e soro e alteracdes orais e sistémicas para IL-10 estdo descritas nas tabelas 10 e 11.

Tabela 10 —Medidas descritivas para IL-10 - Saliva em pg/mL

Alteracéo Presente | Média Desvio Padrdo Mediana N | p-value

Anemia Nao 1,69 0,67 1,48 18]0,7632
Sim 2,36 2,95 141 18

Diarreia Nao 2,10 1,99 1,52 420,0195
Sim 1,15 0,47 0,98 5

Leucopenia  N&o 1,76 0,96 1,45 38| 0,6064
Sim 3,03 3,91 1,87 9

Hiperglicemia N&o 2,18 2,25 1,41 33| 0,9892
Sim 1,59 0,47 148 11

BKv Nao 1,98 2,05 1,41 39]|0,2761



Sim 2,19 1,13 1,71 7
CmvVv Nao 1,85 1,20 1,41 17|0,9702
Sim 2,16 2,39 148 26
Herpes N&o 2,09 2,00 156 42]0,0719
simples Sim 1,24 0,23 1,26 5
Herpes Nao 2,06 1,96 1,52 44)0,1063
zoster Sim 1,17 0,29 1,26 3
Candidiase  Nao 1,96 1,97 1,41 43| 0,0924
oral Sim 2,46 1,13 2,19 4
Xerostomia ~ Sim 2,04 1,24 191 16| 0,2029
N&o 2,01 2,38 1,41 26
Saburra Sim 3,63 4,30 1,95 7 | 0,0515
Lingual Nao 1,70 0,98 141 35
Gengivite Sim 2,28 2,59 1,71  21|0,2479
Nao 1,79 1,25 1,41 19
Estomatite N&o 2,05 2,11 1,41 37| 0,7346
Sim 1,82 0,87 1,60 10
Tabela 11 —Medidas descritivas para IL-10 - Soro em pg/mL
Alteracao Presente | Média Desvio Padrdo Mediana N | p-value
Anemia Nao 9,21 11,68 4,33 18 0,8993
Sim 11,86 26,94 3,77 18
Diarreia N&o 10,50 19,85 3,87 40|0,3384
Sim 3,68 2,59 2,24 5
Leucopenia  Nao 7,43 9,80 3,82 36]0,4268
Sim 19,00 37,55 4,79 9
Hiperglicemia N&o 11,66 21,67 4,07 33 0,5948
Sim 4,76 3,72 3,62 10
BKv N&o 10,69 20,67 3,87 37|0,4507
Sim 5,60 2,50 5,77 7
Cmv Nao 6,11 7,86 3,58 16| 0,5864
Sim 11,70 23,67 382 26
Herpes N&o 10,27 19,87 3,87 40/ 0,9424
simples Sim 5,56 5,11 3,67 5
Herpes N&o 9,91 19,45 3,82 42(0,4391
zoster Sim 7,48 6,17 4,17 3
Candidiase  Nao 10,00 19,68 3,77 41|0,4727
oral Sim 7,09 5,33 5,89 4
Xerostomia  Sim 8,27 9,89 3,77 16 0,6191
Nao 11,91 24,50 4,14 24
Saburra Sim 10,09 9,68 3,67 7 10,6308
Lingual N&o 10,54 21,53 4,07 33
Gengivite Sim 9,00 10,66 4,09 20| 0,9650
Nao 12,79 27,67 3,87 18
Estomatite N&o 11,17 20,85 3,77 36| 0,8204
Sim 4,05 1,66 4,07 9




A IL-6 salivar mostrou-se diminuida nas infeccées por CMV e aumentada em
saliva e sangue nos pacientes com gengivite, além de um aumento estatisticamente
significante no sangue dos pacientes com xerostomia. As relagdes em saliva e soro e

alteracdes orais e sistémicas para IL-6 estdo descritas nas tabelas 12 e 13.

Tabela 12 -Medidas descritivas para IL-6 - Saliva em pg/mL

Alteracéo Presente | Média Desvio Padrdo Mediana N | p-value
Anemia Nao 1,91 1,83 1,08 18] 0,3998
Sim 3,29 3,65 1,17 17
Diarreia Nao 2,35 2,64 1,16 42]|0,7110
Sim 3,40 2,97 3,48 4
Leucopenia  N&o 2,57 2,85 1,16 38/ 0,8053
Sim 1,82 1,39 1,22 8
Hiperglicemia Nao 2,27 2,24 1,26 32|0,5871
Sim 3,07 3,92 0,76 11
BKv Nao 2,71 2,83 1,37 38/ 0,0877
Sim 1,24 0,92 0,88 7
CMV Nao 3,42 3,30 2,17 16| 0,0446
Sim 2,00 2,27 0,98 26
Herpes Nao 2,37 2,55 1,14 41| 0,7507
simples Sim 3,07 3,71 1,84 5
Herpes N&o 2,36 2,49 1,17 43|0,7894
zoster Sim 3,67 5,11 0,76 3
Xerostomia  Sim 2,49 2,22 1,38 17|0,7912
N&o 2,71 3,13 125 24
Saburra Sim 4,28 4,21 3,14 7 | 0,1996
Lingual Nao 2,28 2,30 1,16 34
Candidiase  Nao 2,56 2,78 1,14 41| 0,7507
oral Sim 1,52 1,03 1,17 5
Gengivite Sim 3,68 3,31 2,16 21| 0,0260
N&o 1,55 1,45 0,96 18
Estomatite Nao 2,66 2,86 1,37 36/ 0,3939
Sim 1,67 1,62 1,11 10

Tabela 13 —Medidas descritivas para IL-6 — Soro em pg/mL

Alteracéo Presente | Média Desvio Padrdo Mediana N |p-value
Anemia N&o 3,78 3,40 2,44 19|0,5683
Sim 4,12 4,45 337 17
Diarreia Nao 3,65 3,71 2,86 40|0,6778
Sim 3,44 1,87 2,76 5
Leucopenia  N&o 3,39 2,63 2,87 37]0,9645



Sim 4,71 6,44 2,10 8
Hiperglicemia Nao 4,04 4,11 2,84 31)0,7857
Sim 2,93 1,49 335 11
BKv Nao 3,55 3,70 2,44 37| 0,4902
Sim 3,97 3,13 3,37 7
CmVv N&o 3,12 2,91 2,10 17|0,4122
Sim 3,75 3,82 295 26
Herpes Nao 3,71 3,73 2,80 40|0,7864
simples Sim 2,94 1,16 3,13 5
Herpes N&o 3,71 3,64 2,86 42 0,6327
zoster Sim 2,46 1,25 2,01 3
Xerostomia Sim 4,08 3,03 3,37 170,0351
Nao 3,10 3,95 210 23
Saburra Sim 5,32 6,74 2,76 7 10,3188
Lingual Nao 3,14 2,50 218 33
Candidiase  Nao 3,74 3,72 2,94 40| 0,8004
oral Sim 2,71 1,21 2,44 5
Gengivite Sim 4,62 4,63 2,87 210,0247
Nao 2,19 0,97 2,10 17
Estomatite Nao 3,75 3,92 2,31 36|0,4520
Sim 3,11 1,16 3,35 9

Um aumento estatisticamente significante de IL-4 no sangue, foi observado
nos pacientes com candidiase diagnosticada, sem diferencas na saliva. As relacdes
em saliva e soro e alteragfes orais e sistémicas para IL-4 estdo descritas nas

tabelas 14 e 15.

Tabela 14 —Medidas descritivas para IL-4 - Saliva em pg/mL

Alteracéo Presente | Média Desvio Padrdo Mediana N | p-value

Anemia Nao 1,86 1,37 1,15 19| 0,5136
Sim 1,84 2,42 1,15 17

Diarreia N&o 191 1,97 1,15 42)|0,8084
Sim 1,24 0,57 1,15 5

Leucopenia  N&ao 1,81 1,95 1,15 38| 0,4803
Sim 1,95 1,61 1,34 9

Hiperglicemia N&o 1,97 2,10 1,15 34 0,8002
Sim 1,63 1,20 1,36 10

BKv Nao 1,89 1,96 1,15 39/ 0,8901
Sim 1,79 1,53 1,15 7

CmVv Nao 2,16 2,58 1,15 17| 0,9304
Sim 1,68 1,25 125 26

Herpes Nao 1,95 1,95 1,25 42|0,1318

Simples Sim 0,94 0,67 0,68 5




Herpes Nao 1,90 1,92 1,15 44 0,3045
Zoster Sim 1,01 0,93 0,68 3
Xerostomia ~ Sim 2,58 2,67 1,80 17|0,1493
N&o 1,40 1,04 1,15 25
Saburra Sim 2,45 2,06 1,56 7 | 0,4659
Lingual N&o 1,76 1,92 1,15 35
Candidiase Nao 1,70 1,83 1,15 42| 0,0483
oral Sim 3,04 2,03 2,06 5
Gengivite Sim 1,89 1,47 1,48 22|0,3192
N&o 1,91 2,51 1,06 18
Estomatite Nao 1,98 2,00 1,34 37|0,2249
Sim 1,32 1,26 0,97 10

Tabela 15 —Medidas descritivas para IL-4 — Soro em pg/mL

Alteracéo Presente | Média Desvio Padrdo Mediana N | p-value
Anemia Nao 7,68 8,98 4,12 14]0,1198
Sim 8,21 4,20 864 10
Diarreia Nao 9,38 7,65 6,59 27|0,1653
Sim 5,22 441 3,55 4
Leucopenia  N&o 9,57 7,92 7,15 24)0,3684
Sim 6,35 4,83 4,70 7
Hiperglicemia N&o 9,91 8,40 7,15 22|0,5258
Sim 6,31 3,21 5,39 8
BKv Nao 7,93 7,25 559 25| 0,2647
Sim 10,44 5,65 10,27 5
CmVv Nao 9,01 5,15 9,58 11|0,4249
Sim 8,86 8,72 4,70 19
Herpes Nao 9,02 7,86 6,08 27|0,7231
simples Sim 7,61 2,87 7,73 4
Herpes Nao 8,95 7,61 6,08 29|0,9038
zoster Sim 7,29 3,66 7,29 2
Xerostomia ~ Sim 7,26 3,99 6,59 15| 0,5329
Nao 7,34 5,74 4,70 13
Saburra Sim 7,46 5,17 5,59 5 | 0,6092
Lingual Nao 7,26 4,83 559 23
Candidiase  Nao 9,25 7,98 584 26|0,9571
oral Sim 6,73 2,24 6,59 5
Gengivite Sim 7,46 4,58 6,59 13|0,8648
Nao 7,44 5,19 515 14
Estomatite Nao 8,42 7,51 559 24|0,2868
Sim 10,28 7,33 7,70 7

Os niveis de IL-8 encontraram-se elevados, proxima da significancia, na saliva
dos pacientes com herpes simples, mas ndo em sangue. O aumento de IL-8 em

sangue teve diferenca estatisticamente significante nos pacientes com xerostomia,



saburra e gengivite. As relacbes em saliva e soro e alteracdes orais e sistémicas para

IL-4 estdo descritas nas tabelas 16 e 17.

Tabela 16 —Medidas descritivas para IL-8 - Salivaem pg/mL

Alteracéo Presente | Média Desvio Padrdo Mediana N | p-value
Anemia Nao 106,57 84,94 73,45 17|0,8248
Sim 114,52 141,99 64,17 12
Diarreia N&o 119,20 112,79 72,90 36/0,1138
Sim 33,92 31,48 1766 3
Leucopenia  N&o 120,57 116,20 72,35 31| 0,2967
Sim 81,90 86,83 51,93 8
Hiperglicemia N&o 120,29 116,78 72,90 28| 0,6208
Sim 79,91 54,82 64,17 8
BKv Nao 104,53 94,48 66,86 32| 0,6084
Sim 149,71 172,69 77,45 7
CMmVv N&o 127,69 151,71 56,35 14| 0,8663
Sim 105,79 85,84 73,45 21
Herpes Nao 93,14 78,61 63,50 35| 0,0641
simples Sim 283,28 206,16 29550 4
Herpes N&o 111,32 110,57 70,21 37 0,8485
zoster Sim 137,06 161,14 137,06 2
Xerostomia  Sim 99,52 87,38 64,17 12|0,8757
Nao 104,29 97,10 63,50 23
Saburra Sim 88,89 52,66 79,85 6 |0,7928
Lingual Nao 105,50 99,35 56,82 29
Candidiase = N&o 118,56 116,26 71,83 34|0,5850
oral Sim 72,34 54,92 58,12 5
Gengivite Sim 114,88 91,29 78,74 18| 0,4369
Nao 98,22 98,18 56,82 15
Estomatite Nao 108,87 95,42 67,93 30| 0,9071
Sim 125,20 158,70 70,21 9

Tabela 17 —Medidas descritivas para IL-8 — Soro em pg/mL

Alteracéo Presente | Média Desvio Padrdo Mediana N | p-value

Anemia Nao 11,42 7,23 9,24 19|0,5159
Sim 12,51 7,13 11,75 17

Diarreia Nao 11,62 7,81 9,36 41| 0,5603
Sim 11,67 4,70 1361 5

Leucopenia  N&o 11,12 7,44 9,30 38|0,2180
Sim 14,01 7,83 13,07 8

Hiperglicemia N&ao 12,99 8,07 11,80 32| 0,1477
Sim 9,21 5,19 7,97 11

BKv N&o 10,81 6,61 9,55 38|0,5623
Sim 12,78 7,75 9,36 7




CmMV N&ao 11,28 5,88 9,55 17| 0,7094
Sim 11,67 8,17 9,30 26
Herpes N&o 11,81 7,68 9,55 41|0,6212
simples Sim 10,05 6,23 7,45 5
Herpes N&o 11,82 7,56 9,55 43| 0,3856
zoster Sim 8,77 7,13 4,81 3
Xerostomia Sim 12,90 6,71 12,52 17|0,0443
N&o 9,15 6,15 8,33 24
Saburra Sim 15,53 6,99 12,95 7 |0,0168
Lingual N&o 9,71 6,13 8,36 34
Candidiase Nao 11,76 7,72 9,55 41 0,8599
oral Sim 10,47 5,91 9,55 5
Gengivite Sim 12,76 7,81 11,61 22| 0,0541
N&o 8,34 3,68 745 17
Estomatite N&o 11,52 6,94 9,55 36| 0,9681
Sim 12,00 9,68 9,89 10

N&o houve diferencas estatisticamente significantes entre os niveis de TNF-q,
em saliva ou em sangue, em relacao as alteracdes sistémicas e orais. As relacdes em
saliva e soro e alteracfes orais e sistémicas para TNF-a estdo descritas nas tabelas

18 e 19.

Tabela 18 —Medidas descritivas para TNF-a - Saliva em pg/mL

Alteracéo Presente | Média Desvio Padrdo Mediana N | p-value
Anemia Nao 3,10 2,98 2,07 170,2832
Sim 2,03 1,54 153 18
Diarreia N&o 2,70 2,37 1,92 41| 0,2038
Sim 1,93 2,09 1,14 5
Leucopenia  N&o 2,68 2,41 1,72 37|0,6677
Sim 2,38 2,06 1,57 9
Hiperglicemia N&o 2,92 2,61 1,98 32]|0,2423
Sim 1,94 1,48 121 11
BKv Nao 2,85 2,49 1,82 38|0,4617
Sim 1,63 0,57 1,49 7
CMmVv Nao 3,49 3,06 2,23 17(0,0749
Sim 2,15 1,66 1,36 25
Herpes Nao 2,66 2,38 1,60 41|0,6212
simples Sim 2,28 2,10 2,04 5
Herpes N&o 2,65 2,32 1,72 43| 0,2659
zoster Sim 2,25 2,96 0,71 3
Xerostomia ~ Sim 3,17 3,26 1,76 16| 0,8937
Nao 2,51 1,72 1,72 25
Saburra Sim 2,58 2,10 1,60 7 | 0,9585
Lingual Nao 2,81 2,50 1,82 34
Candidiase = N&o 2,64 2,36 1,72 41 0,9157
oral Sim 2,47 2,37 1,60 5




Gengivite Sim 3,20 2,93 192 21|0,3524
N&o 2,38 1,76 154 18

Estomatite N&o 2,86 2,53 190 36]0,3376
Sim 1,75 1,09 1,43 10

Tabela 19 —Medidas descritivas para TNF-a - Soro em pg/mL

Alteracéo Presente | Média Desvio Padrdo Mediana N | p-value
Anemia Nao 28,86 25,53 17,41 19| 0,8912
Sim 26,62 21,29 21,56 18
Diarreia Nao 25,14 22,90 17,41 43| 0,8264
Sim 21,61 13,31 1839 5
Leucopenia  N&o 23,37 21,09 17,41 39| 0,4676
Sim 30,85 26,17 1893 9
Hiperglicemia N&ao 26,74 21,77 18,17 34| 0,5262
Sim 22,89 24,63 17,67 11
BKv Nao 24,26 21,66 17,54 40| 0,6977
Sim 28,22 27,03 16,79 7
CMmVv N&o 18,79 13,23 13,00 17| 0,2624
Sim 27,80 23,73 18,93 27
Herpes Nao 25,33 22,76 17,41 43| 0,8002
simples Sim 19,96 14,98 2104 5
Herpes Nao 24,85 22,40 17,41 45| 0,9152
zoster Sim 23,68 18,78 2472 3
Xerostomia ~ Sim 28,54 21,33 24,72 17| 0,1605
Nao 22,00 21,06 12,33 26
Saburra Sim 27,74 22,47 18,39 7 | 0,5986
Lingual Nao 23,98 21,18 1754 36
Candidiase  Nao 24,76 22,73 17,41 43|0,6731
oral Sim 24,90 16,48 2472 5
Gengivite Sim 29,41 22,58 23,40 22|0,1580
Nao 20,72 19,38 17,41 19
Estomatite Nao 26,98 23,38 17,54 38| 0,2533
Sim 16,38 13,59 15,07 10

Ao serem relacionados os dois tempos de coletas (T1: 1 més do transplante e
T2: média apdés 6 meses do transplante) observou-se que ndo houve diferenca
estatisticamente significante, nos 2 momentos avaliados, dos niveis das citocinas

estudadas, tanto em saliva como em sangue (tabela 20 e grafico 1).



Tabela 20 —Médias e Desvios padrdo para citocinas em pg/mL

Citocina Local T1 T2 p-value
IFNy Saliva 0,82+ 0,29 0,79+ 0,22 0,3750
Soro 2,17+ 1,97 2,11+ 2,02 1,0000
IL-10 Saliva 2,02+ 2,10 1,52+ 0,60 0,5781
Soro 7,14+ 8,61 12,65+ 21,65 0,8125
IL-4 Saliva 1,69+ 1,91 1,79+ 1,98 0,8125
Soro 7,33+ 5,12 13,86+ 16,74 0,6875
IL-6 Saliva 2,51+ 2,82 2,67+ 3,09 1,0000
Soro 4,05+ 4,20 3,90+ 3,49 0,2188
IL-8 Saliva 108,18+ 95,81 156,40+ 155,24  0,9375
Soro 10,92+ 7,39 14,84+ 18,28 0,2188
TNFa  Saliva 2,84+ 2,49 2,88+ 2,82 0,8125
Soro 23,35+ 22,24 22,69+ 25,13 0,9375

Como os tempos entre as medias 1 e 2 foram muito variantes, foi realizada

analise também considerando essa variacdo de tempo.



Grafico 1 — Correlagao entre as evolugdes das medias (pg/mL)e o tempo (dias)
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Na Tabela 21 e Grafico 2 apresentam-se as correlagbes entre o tempo das
coletas e as medias e observa-se que a maioria das correlagdes foram fracas e muito
fracas, com excecao de IL-4 Soro com uma correlagdo de significativa de 0,64 (p-
value = 0,0184). Também foi observada a significancia para IL-8 no soro, porém a

correlacao foi considerada fraca.

Tabela 21 —Correlacgéo entre as evolu¢cdes das medias e o tempo entre coletas

Medida Correlacdo p-value
IFNy-Saliva -0,22 0,2194
IFNy-Soro 0,08 0,6548
IL-10-Saliva 0,26 0,1294
IL-10-Soro -0,07 0,7202
IL-4-Saliva 0,18 0,3026
IL-4-Soro 0,64 0,0181
IL-6-Saliva -0,06 0,7210
IL-6-Soro 0,20 0,3006
IL-8-Saliva -0,09 0,6440
IL-8-Soro 0,36 0,0366
TNFa-Saliva -0,21 0,2294
TNFa-Soro 0,01 0,9503




Gréfico 2 — Média (pg/mL) + Desvio padréo para citocinas entre os momentos Tl e T2
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Em relacéo a correlacao das citocinas da saliva e do sangue, as correlacées
entre os dois métodos foram muito fracas ou fracas (abaixo de 0.23). Somente a
correlacdo para IFNy se mostrou significante (p-value < 0,05)



Tabela 22 —Correla¢des entre Soro e Saliva

Citocina Correlacdo p-value
IFNy 0,23 0,0415
IL-10 0,00 0,9742
IL-4 0,04 0,7688
IL-6 0,05 0,6354
IL-8 0,05 0,6849
TNF-a 0,20 0,0617

Grafico 3 - Correlagdes entre Soro e Saliva
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6. DISCUSSAO

As citocinas sdo responsaveis pela ativagdo da imunidade mediada por
linfécitos T Helper 1 (TH1) e linfocitos T Helper 2 (TH2). TH1 produz IL-2, TNF-a e
INF-y ativando macrofagos e induzindo a sensibilizacao tardia e atividade citotoxica
enquanto TH2 produzem IL-4, IL-5, IL-6 IL-10 e IL-13 e participando na producéo de
anticorpos (MOTA et al., 2013). Portanto, a avaliacao de citocinas nestes pacientes é
importante, em virtude de que as mesmas indicam quadros ou tendéncias a rejeicédo
aguda ou cronica e mortalidade. O perfil inflamatério encontrado no pds-operatorio
imediato poés transplante pode ter relagdo com a mortalidade em longo prazo e pode
ser um fator subjacente para altos indices de mortalidade nos transplantados renais
(HELDAL et al., 2022).

Dentre as alteracBes orais mais encontradas, estdo a gengivite (53,7%) e
xerostomia (39,5%), seguido de mIAS (38%) nos pacientes em uso de inTOR.

Nos quadros de gengivite, foram encontrados niveis aumentados de IL-6 em
saliva e sangue, além de IL-8 em saliva, mas ndo de TNF-a. E descrito na literatura
gue niveis de IL-1, IL-6 e TNF-a sdo aumentados em pacientes com periodontite,
especialmente no quadro agudo e inicial (PAN; WANG; CHEN, 2019). Noh e
colaboradores (NOH et al.,, 2013), avaliaram as citocinas IL-6, IL-8 e TNF-a dos
tecidos periodontais em pacientes com periodontite em tratamento cirargico, pelo
método ELISA. Embora tenham encontrado niveis elevados das 3 citocinas, somente
houve correlagdo positiva entre IL-6 e IL-8. Entretanto, os niveis de IL-8 foram
superiores aos de IL-6 e TNF-a, podendo indicar que IL-8 pode ser importante na
identificacdo dos pacientes com periodontite, visto que é liberada pelos tecidos
periodontais inflamados(OKADA; MURAKAMI, 1998).

A presenca de xerostomia corrobora com outros trabalhos na literatura. A
sensacédo de boca seca ou até a diminuigdo do fluxo salivar é associada aos farmacos
utilizados (NAPPALLI; LINGAPPA, 2015), atrofia e fibrose das glandulas, além de
possiveis alteracdes na composicdo da saliva sdo alteracfes descritas nestes
pacientes (BOSSOLA, 2019). Schoéfeld e colaboradores (SCHONFELD et al., 2019)
avaliaram o fluxo salivar em pacientes transplantados renais e encontraram uma

diminuicdo significativa comparativamente ao grupo sadio. Entretanto, na grande



maioria das vezes, a xerostomia diminui consideravelmente, em médio prazo, apos o
transplante renal (SARMENTO et al., 2020).

Uma revisdo recente analisou a saude oral de pacientes em faléncia renal
(LAHELJ et al., 2022). A prevaléncia de xerostomia foi de 28,2% a 74,2%. Ao mesmo
tempo que ocorre uma diminuicao do fluxo, a capacidade tampéao diminui. (LAHEIJ et
al., 2022). A capacidade tampé&o salivar de pacientes em hemodialise foi estudado por
(SHETTY; HEGDE; ERALY, 2018). Encontraram que a capacidade tampao da saliva
piora quanto maior o tempo que o paciente fica em dialise. Além disso, também
observaram a diminuigéo do fluxo salivar. Estes aspectos salivares podem contribuir
para a presenca de gengivite, periodontite, lesdes cariosas mais agressivas e de
rapida progressao, halitose, alteracdes no paladar, infec¢des, candidiase, dificuldade
na mastigacao, fala e degluticdo, aumento da ingestéo de liquidos, além de lesGes em
tecidos moles (BOSSOLA, 2019).

Nos pacientes com xerostomia, foram encontrados niveis elevados e
estatisticamente significantes, da IL-6 em soro e IL-8 em saliva. Um estudo em modelo
animal avaliou histologicamente as glandulas submandibulares de ratos, apoés
estimulacdo da imunidade inata, aumentando INF-y e IL-6. Observaram que a queda
na producédo de saliva e atrofia das glandulas foi proporcional ao aumento de INF-y e
IL-6. Concluiram que o quadro inflamatorio crénico pode afetar a producdo salivar
(NANDULA et al., 2013).

Lo Muzio e colaboradores, (2018) realizaram uma revisdo sistematica, onde
analisaram dados de um total de 20.915 pacientes, em relagdo a mIAS, com a
utilizacao de everolimus, temsirolimus e ridaforolimus. Embora o foco tenha sido a
utiizacdo do imTOR em oncologia, que utiliza doses diferentes em relagdo a
transplante, a incidéncia geral em relagcéo ao uso de everolimus foi de 25,07%, sendo
18,88% graus 1 e 2 e 6,19% graus 3 e 4, sendo inferiores a incidéncia encontrada
neste, de 38,5%, sendo 20% grau 1, 30% grau 3 e 50% grau 2 de acordo com a
classificagao da OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1979). Essa diferenca foi
provavelmente pela quantidade de pacientes avaliados.

Esperava-se que fossem encontrados niveis de TNF-a e IL-6 elevados nos
pacientes com mIAS, da mesma forma estas citocinas sdo alteradas nas mucosites
por guimioterapia oncoldgica (CINAUSERO et al., 2017), mesmo tendo fisiopatologias
diferentes, além da IL-8, encontrada elevada na sindrome de Behcet, quando ativa
com Ulceras orais (NOVAK et al, 2021). Entretanto, ndo houve diferenca



estatisticamente significante, das citocinas avaliadas, entre 0s pacientes que
apresentaram mMIAS e o0s que nao apresentaram. Isto demonstra haver uma
patofisiologia diferente em relacdo a mucosite convencional (DE OLIVEIRA et al.,
2011; MARTINS et al., 2013)

Dentre as alteragbes sistémicas, algumas chamam atencdo. Hiperglicemia
esteve presente em 39,1% dos pacientes em uso de INTOR. Este resultado corrobora
com a literatura. Uma revisao sisteméatica analisou a utilizacdo dos imTOR em
carcinomas de cabeca e pescoco (PATEL et al.,, 2020). Observaram que a
hiperglicemia foi o efeito adverso mais relatado. Geuna e colaboradores (GEUNA et
al., 2015) avaliaram complica¢cfes relacionadas com hiperglicemia, em um estudo
clinico em fase 1, em pacientes oncologicos em uso de imTOR. Observaram que,
embora seja baixa a incidéncia, é estatisticamente significante.

Entretanto, um estudo coorte considerou que diabetes mellitus ndo € um efeito
colateral do uso de iImTOR, apresentando o quadro em apenas 2,5% dos pacientes
acompanhados em 5 anos (MULDER et al., 2022).

Outro achado interessante foi a infec¢cdo por BKv. A literatura demonstra que
as infecgcbes por BKv tém menor incidéncia na utilizacdo de imTOR, além do
everolimus ser utilizado como tratamento das infeccdes (BOWMAN; BRUECKNER,;
DOLIGALSKI, 2018; JACOBI et al., 2013; JOUVE; ROSTAING; MALVEZZI, 2016). A
replicagdo do BKv intracelular é complexa e se utiliza da via de sinalizacao inicial do
MTOR (JOUVE; ROSTAING; MALVEZZI, 2016). Sendo assim, deveria ser menor a
incidéncia de viremia nos pacientes em uso de imnTOR. Entretanto, a infec¢géo ocorreu
em 14,9% dos pacientes, mas somente nos que estavam em utilizacdo de iImTOR,
totalizando 28% dos pacientes em uso de everolimo. Ainda assim, ndo houve
diferenca estatisticamente significante das citocinas, entre os pacientes em viremia e
0s sem infecg&o por BKv.

Normalmente, os pacientes em terapia de substituicdo renal apresentam
elevacao das citocinas pro-inflamatorias, tanto pelo quadro urémico, como pela diélise
em si (CAGLAR et al, 2002; KHOZEYMEH et al., 2016). Nos pacientes
transplantados, os niveis de citocinas plasmaticas induzem a resposta imunoldgica
mediada por linfécitos TH1 e TH2 (MOTA et al., 2018). Sonkar e colaboradores (2013)
fizeram uma analise dos niveis de IL-6 e TNF-a em sangue, com sistema ELISA, em
transplantados renais tanto com enxerto estavel (grupo TS) como em rejei¢cao (Grupo

TR), comparando com grupo sem altera¢des renais (controle). A coleta realizou-se



apos 6 meses do transplante e no maximo 36 meses ap0s. Encontraram niveis muitos
superiores de ambas as citocinas no grupo transplantado em rejeicao
comparativamente ao grupo com enxerto estavel e controle. Quando comparacéao foi
entre grupo controle e grupo com enxerto estavel, somente o TNF-aestava elevado
no grupo TS.

Alves e colaboradores (2020) realizaram um estudo comparando, entre outros
parametros, niveis das citocinas IL-6, TNF-a e IL-10, presentes em sangue, em 4
periodos pos Tx renal, sendo T1 de 1-24 meses; T2 25 a 60 meses; T3 61-120 meses
e T4 apds 120 meses. Observaram que os maiores niveis de IL-6 foram encontrados
em T1, comparativamente a T2 e T4 e 0os menores niveis foram encontrados em T2,
comparativamente com T3. IL-10 teve seus menores niveis encontrados em T1 e 0s
maiores em T2, comparativamente a T3. J& os valores de TNF-a nao tiveram diferenca
estatistica. No presente trabalho ndo houve diferenca estatisticamente significante
das citocinas estudadas em relacdo ao tempo, provavelmente por ter sido coletados
com intervalo menor de tempo em relacdo ao momento do transplante T1 1 més e T2
acima de 6 meses.

Neste trabalho, n&o foi possivel a avaliacéo do perfil de citocinas anteriormente
ao transplante. Entretanto, o perfil geral das citocinas encontrado pds transplante, em
ambos os tempos de coleta, ndo foi inflamatério, em comparacdo com os limites
considerados normais relatados na literatura, descritos na revisdo de Dongiovanni e
colaboradores (2023), exceto pelo nivel de IL-10 aumentado, o que pode demonstrar
uma modulacéo inflamatoria. O transplante e a inducdo da imunossupresséao podem
ter contribuido para a diminuicao do perfil inflamatério das citocinas, em sangue e em
saliva.

Busca-se utilizar a saliva como método diagndstico de diversas alteracbes
patoldgicas, por ser de facil obtencdo, ndo invasivo, baixo custo e de facil execucéo
(DIESCH et al., 2021).

Embora as substancias encontradas na saliva possam ser sintetizadas nas
glandulas salivares ou transportadas do sangue por algum transporte especifico,
passivo ou ultrafiltracdo (MACIEJCZYK et al., 2021), a maior parte das citocinas néo
€ armazenada, mas produzida localmente em resposta a estimulos externos ou
internos (SZULIMOWSKA et al., 2023). Sendo assim, sugere-se que as citocinas
salivares possam ser produzidas por células inflamatorias infiltradas nas glandulas
salivares (SZULIMOWSKA et al., 2023).



Khozeymeh e colaboradores (2016) analisaram IL-6 e TNF-a somente em
saliva de 20 pacientes com faléncia renal em TRR por hemodialise. Encontraram
elevacdo significativa dos niveis destas citocinas nestes pacientes.

Parkin e colaboradores (2023) observaram a forte correlacéo entre os niveis de
TNF-a, IL-6 e INF-y, em saliva e sangue de pacientes idosos normorreativos. E que
0s niveis destas citocinas, correlacionavam com a presenca de outras citocinas em
saliva, como IL-1p3, IL-10, IL-8, IL12p70 e IL-13.

Diesch e colaboradores (2021) realizaram uma revisao sistematica para
analisar as citocinas em saliva como biomarcadores para alteracbes orais e
sistémicas, com foco oncolégico e infeccioso. Citocinas pro-inflamatorias estao
associadas com as lesfes da mucosa em pacientes oncoldgicos, com o diagndstico
precoce da doenca do enxerto versus hospedeiro, entre outros. Os dados encontrados
demonstraram que a saliva esta relacionada com inflamacdo oral, podendo ser
utilizada para avaliar tratamentos e diagnosticar doencas.

Embora alguns trabalhos tenham verificado um aumento de citocinas salivares
em diversas patologias, nenhum, realizado em transplantados renais, correlacionou
0s niveis de citocinas em sangue e saliva. Neste estudo, a correlacao foi fraca ou
muito fraca, exceto pelos niveis de INF-y que teve uma correlacéo positiva dos niveis
encontrados em sangue e saliva. Sendo assim, nao € possivel afirmar que possa ser
usada somente a saliva como material para avaliagdo de biomarcadores em
transplantados renais.

Este trabalho apresenta algumas limitacdes. Em virtude da pandemia de Sars-
cov-2 de 2019, o desenho do estudo precisou ser alterado. Nao foi possivel seguir
com os tempos de coleta estabelecidos inicialmente, 1, 3 e 6 meses pds transplante.

N&o foi possivel a separacdo por sexo para quantificacdo das citocinas,
tampouco considerar fatores confusdo, como fumo e faixa etaria. Existem diferencgas
nas concentracdes das citocinas, em pacientes sadios, em relacdo ao sexo. Parkin e
colaboradores (2023) analisaram concentragdes de citocinas em pessoas sadias, em
saliva e sangue. Encontraram concentracdes maiores das citocinas avaliadas nos
pacientes do sexo masculino. O achado foi importante visto que é preciso considerar
0 sexo para quantificar valores considerados normais.

Estudos realizados em criangas, adultos e idosos encontraram diferencas na
presenca de citocinas em relacao a idade. Stowe e colaboradores (2010) analisaram

citocinas e sangue de 1411 pessoas, com idade variando de 25-91 anos. Observaram



gue IL-6 aumentava com a idade. Essa tendéncia ao aumento de algumas citocinas
salivares com a idade também foi observado em estudo com criancas e adolescentes
(RINDERKNECHT et al., 2022). Neste estudo, a maioria dos pacientes eram de meia
idade, sendo irrelevante a interferéncia da idade nos niveis de citocinas inflamatorias.

Fumo também aumenta o estresse oxidativo, elevando IL-8, IL-6, TNF-a e IL-
1B salivares, entre outros biomarcadores (DONGIOVANNI et al., 2023). Embora os
pacientes incluidos no estudo eram em grande maioria ndo fumantes, o fumo néo foi
incluido como critério de excluséo.

Este trabalho quantificou os niveis de algumas citocinas, conhecidamente
associadas a desfechos desfavoraveis no transplante renal, em saliva e sangue,
correlacionando os niveis com as altera¢cdes orais encontradas nestes pacientes. Nao

existem, na literatura atual, trabalhos que evidenciem tais correlagoes.



6 - CONCLUSOES

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os niveis de citocinas,
sanguineos ou salivares, nos 2 tempos de coleta.

A dosagem das citocinas correlacionando com as alteragcbes sistémicas e
bucais encontradas foram uma diminuigdo da IL-10 em saliva nos pacientes com
diarréia. A IL-6 encontrou-se diminuida em saliva nos pacientes com CMV e
aumentada em saliva e sangue nos pacientes com inflamagao gengival e aumentada
em sangue e aumentada em sangue nos casos de xerostomia. A IL-4 aumentada em
sangue nos pacientes com candidiase oral. E IL-8 aumentada em saliva e sangue nos
pacientes com xerostomia, inflamacao gengival e saburra. Nao houveram diferencas
estatisticamente significantes em relacdo as outras citocinas avaliadas.

Embora a saliva seja promissora, este trabalho n&o encontrou correlagéo entre
0s niveis de citocinas salivares e sanguineas em pacientes transplantados renais,
exceto pelos niveis de INF-y.

Sa0 necessarios mais estudos que demonstrem relevancia na analise das

citocinas presentes em saliva em pacientes transplantados renais.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica e Pesquisa do HCFMUSP.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titlo da Pesquisa: Caracterizagao das lestes de estomatites relacionadas ao uso de indbédores de mTOR
em pacientes transplantados rensds

Pesquisador: Faulo Henrigue Braz da Silva

Area Terndtica:

Versdo: 1

CAAE: 906024184 0000 0068

institulgio Proponente: Hospdal das Clinicas da Faculdade de Medicina da LISFP
Patrocinedor Principal: Finenclamento Froprio

DADOS DO PARECER
Mimers do Parecer: 2730801

Apresentacio do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional para avallar o perfil de citocinas e lesbes bucals em pacientes
transplantades renals do Departamento de transplante renal do Hospital das Clinicas da Faculdade de
hMedicina da Universidade de S&o0 Paulo (FMUSP) gue desenvaolveram ou ndo estomatites assocladas so
uso de inibidores mTOR (mammalian tanget of repamycing & comparativamente com pacientes em uso de
Qutros IMunossUpressones.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Priméane: Conhecer & incidéncia de mlAS em individuos sob uso de inlbidores de mTOR; Detectar &
expressio do DMA dos herpesvines humanos & pollomavirus em sangue, lavedo bucal e saliva dos
pacientes fransplantados renals que desenvalveram ou ndo estomatites associadas &0 uso de ImTOR &
comparativarmente avallar paclentes gue fazem uso de outros iImunossupressores, Analisar o perfil de
citocinas (IL-6, IFM-gama, IL-1aifa, IL-1beta, IL-B, & THF-alfa) & infecgdo por herpesvines emanos (HSW- 1,
HSW-2, EBY, CMV VI, HHVE, HHVT e HHWE) durante o periodo pré & pds-transplante renal, intervives ou
nao. correlaconando com possivels slterapdes orals,

Objetive Secundério; Cometacionar as condigdes orals dos pacientes nos momentos estudados e o perfil de
cltocinas encontrados; Analisar possivels siteracbes citoldgicas em esfregacos orundos de pacientes
transplantados renals, correlacionando & alteragdes orals & as drogas utilizadas.

Emdaregn: Fua Ovidio Fires de Campos, 225 5 andar

Bairro:  Cengueira Cesar CEP: {05.403-040
UF: &= Municiplo: S80 PAULD
Tolefone: |11 2661-T585 Fax: (11)2661-TGES E-mall: cappesqadmiftcim.usp.br
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Avallagio dos Riscos e Beneficlos:
Os riscos estbo associados aos procedimentos de coleta de saliva, exame clinico oral @ raspado citokbgico,
além da possibilidade de bdpaia oral, nos casos de lesdes bucaks.
Os beneficios estdo relacionados ao conheciments dos participentes de lesbes bucals, associadas ou ndo 8
infeccdes virals, @ 80 acesso ao manejo adequado de tas leadas.

Comentarios e Conslderagbes sobre a Pesguisa:
Projeto com metodolegia sdequada os objethves propostos.

Conslderacbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

TELE escrite em lingusgem clara e compraens el

Recomendacbes:
Menhuma.

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequacdes:

Adequado pars aprovasso.
Conslderacbes Finals a critério do CEP:
Em conformidade com & Resoluglo CHS n® 466M2 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto

conforme delinesds; b) elaborar @ apresentar relatrios parclals e final: clapresentar dados solicitedos pelo
CEP, a gualguer momento; d) manter em arquive sob sea guarda, por 5 ancs da pesquisa, contends fichas

o™

individueals e todos os demals documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagio, com os devidos crédites aos pesguisadores assoclades e ao pessoal téenico participants do
projeta; f) justificar perante a0 CEF Intermupgdo do projeto ou a ndo publicagio dos resultados.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:

Tipo Documenbs Arquiso Postagem Autor Situaco
informaghes Basicas | PE_INFURMAGUES _BASICAS DO _P | 20052018 Acelio
do Projeto ROJETO 1084300 pf 12:0906
TCLE / Termos de | TCLERenal.pdf 200583018 |Paulo Henrique Braz | Aceito
Aasentimento | 11:5322 |da Siva
Justificativa de
Declaracao de cartadonto. pdf 2BM05/3018 |Fablana Martins e Acsito
Instibuicao & 14:16:45 | Marting de Cltveira
Infraestruturs
Progetn Detalhado | progetoimior. pdf 28052018 |Fabiana Marlins & Acseito

Emndarepn: Fua Owvidio Fires de Campaos, 235 5° andar

Bainno: Cengueira Cesar
UF: &F

Telefone: [11)2661-T585

CEF: 05.£03-0:0
Municiplo: EA0 PALILO
Faxz [11)2661-TE85
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Confinuacho &0 Parcer: 2.730.501

11:37:12 | Martins de Oliveira

progetoimior.pdf 14:16:15 | Martins de Olivelra Aceito

FRMTOR.PDF 28/05/2018 |Fabiana Martins e Aceito
14:15:39 | Martins de Oliveira

Anuencia_estudo_Odonto.pdf 26/03/2018 |Fablana Marins e Aceito

Necessita Apreciacio da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 22 de Junho de 2018

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

Endeorego: Rua Ovidio Pires de Campos, 226 5° andar

Bawro: Cergueira Cesar CEP: 05.503.0%
UF: sP Municiplo: SAO PAULO
Telefone: (191 2661.7585 Fax: (11)2661-7585 E-mall: cappesqadm@hc.im.usp.br
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ANEXO B — Termo de consentimento livre e esclarecido

/ FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

A 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

AEBMIOIME: 5....... .o oonc5sesssns achsnassnsise sies oo s o e e L s e et oAy
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: .....coourueiucninriscnsnnanaceas sexo: MO F O
DATA NASCIMENTO: ....... .cccc.......
ENDERECO ..o s iisvissmsssrasssivaviasssiasssmns
BAIRRO: usonwinnsiin it s oretisitvisiomstanatersbicbasesvansss CIDADE ........
CEP:.....onnnunmiiniin it TELEFONE: DDD (............ Y S R i
O RESPONSAVEL LEGAL .. oovim.inmssiimsgssamsssnasesssnsssns sssantsssn a5 ss5samsiaies SLst S eias sy v oo eSS
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €C.) .........cuereiienenienieee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :........ccccevineeniniriieeennns SEXO: MO fFO
DATA NASCIMENTO.: ......J.......l......
ENDEREGOE. ..o i sttt ittt aiosts ossoseristomin Ne
BAIRRO. .......... . CIDADE: ......
Lo =1 =T TELEFONE: DDD (........c... Vs s sesbiasass s S TR SRR

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : Caracterizagdo das lesdes de estomatites relacionadas ao uso de inibidores de
mTOR em pacientes transplantados renais.

PESQUISADOR :

CARGO/FUNGAO: . INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N° CRO

UNIDADE DO HCFMUSP:
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCOMEDIO [

RISCOBAIXO [J RISCOMAIOR [

4.DURAGAO DA PESQUISA : 24 meses.
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Vocé esta sendo convidado a participar do estudo “Caracterizagdo das lesdes de
estomatites relacionadas ao uso de inibidores de mTOR em pacientes transplantados
renais”. Planejamos avaliar cerca de 100 participantes que sa@o atendidos na do servigo de
transplante renal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo. <
Inicialmente, um pesquisador previamente treinado, fara um exame clinico odontolégico,
com a finalidade de avaliar as condigdes orais dos participantes. Para isso, o pesquisador
utilizara luz artificial e espatulas provocara um leve incobmodo neste momento. Durante esta
avaliagdo, serdo realizadas fotografias para verificagdo das condi¢des clinicas bucais. Os
participantes da pesquisa ndo serdo identificados em nenhum momento. Apés o exame clinico
oral, o participante da pesquisa sera submetido a exames complementares, que consistirdo em
coleta de duas amostras de sangue periférico (um tubo com anticoagulante EDTA e um tubo
seco), raspado citologico da cavidade oral, lavado bucal e em coletas de saliva ndo estimulada.
Os riscos para a realizagdo do exame clinico fisico e complementares tais como os exames
citologicos e as coletas de sangue periférico e saliva na odontologia séo considerados minimos.

Caso seja identificada alguma alteracdo oral, o dentista executard os procedimentos
clinicos rotineiros para o diagndstico. Esses procedimentos podem ser a solicitagdo de exames
de sangue ou a remogao cirirgica de um pequeno fragmento da lesdo (sob anestesia local)
para analise no laboratorio. Alguns pacientes sentem um desconforto passageiro apds a
remogao cirtirgica de lesdes orais.

Todas as informagées sobre deste estudo serdo esclarecidas a qualquer momento e o
consentimento podera ser retirado a qualquer momento. A participagdo no estudo, ndo trara
nenhum valor em dinheiro, mas o participante terd a garantia de que todas as despesas
necessarias _para a realizagdo da pesquisa serdo da responsabilidade dos pesquisadores.
Qualquer dano eventual, diretamente ligado aos procedimentos descritos neste projeto, sera
absorvido pela instituigdo. Também é assegurado ao participante que os dados e o material
coletado serao utilizados somente para esta pesquisa. O principal investigador é o Prof. Dr.
Paulo Henrique Braz da Silva, que pode ser encontrado no Instituto de Medicina Tropical de
Sao Paulo, Universidade de Sao Paulo, Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 470 - Jardim
América, Sao Paulo - SP, 05403-000, Telefone: (11) 3061-7011. Se vocé tiver alguma
consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: (11) 2661-7585, (11)
2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br .
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para

mim, descrevendo o estudo “Caracterizac®o dds lesées de estomatites relacionadas ao uso de
inibidores de mTOR em pacientes transplantados renais”. Eu discuti com o Dr. Paulo Henrique Braz
da Silva sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais séo os
propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagédo é
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que

eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data |-osif

Assinatura da testemunha Data /A
para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente

ou representante legal para a participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /



ANEXO C - Ficha clinica desenvolvida para o estudo

APENDICE 1

Morbidades

31. Cardiopatias (1) SIM (2) DEO.......coeuriemmeitiriieicieisssisie e

32. Nefropatias (1) sim (2) ndo
33. Diabetes (1) sim (2) ndo.........

34. Anemia (1) SIM (2) NEO. ...cucueueviuriimmreiss st sttt s
35. Pulmonares (1) SIm (2) DAO........coorueriieiemsiietieieieieiei i

36. Osteopenia/ 0steoporose (1) Sim (2) NE0.......c.ccrururirinsiieisisisicneee p—

37. Plaquetopenia (1) SIm (2) DEO.......cvuruuecuierrseressimes s

viCIOS E HABITOS

Tabagismo

( ) Sim. Quantos cigarros ao dia?

() Ex-fumante. Ha quanto tempo deixou de fumar?

() Nunca Fumou

Etilismo

() Etilista cronico. Bebe todos os dias?

Quantidade de alcool por dia?

() Ex- Etilista. Bebeu por quanto tempo?

Deixou de beber a quanto tempo?

() Nunca Bebeu

() Bebe socialmente




MEDICACOES EM USO Y
Nome do Medicamento Posologia A quanto tempo faz esse
tratamento
INDICES
indice CPO-D

43. Dentes permanentes cariados () + perdidos () + obturados () .....ccceeeeririiinenenes ]

viCI10S E HABITOS
Tabagismo

() Sim. Quantos cigarros ao dia?

() Ex-fumante. Ha quanto tempo deixou de fumar?

() Nunca Fumou

Etilismo

() Etilista cronico. Bebe todos os dias?

Quantidade de alcool por dia?

() Ex- Etilista. Bebeu por quanto tempo?

Deixou de beber a quanto tempo?

() Nunca Bebeu

() Bebe socialmente




SABURRA LINGUAL s [ONAO

CANDIDIASE ORAL Osm ONAO
HERPES SIMPLES Osm [ONAO
SANGRAMENTO GENGIVAL Osm [ONAO
SANGRAMENTO ORAL Osm [NAO
BOCA SECA COsm [INAO
HALITOSE COsm [INAO
APRESENTA FOCO INFECCIOSO ORAL s [ONAO

[JAGUDO [0 crONICO

PROTESES DENTARIAS: []JPT-S Opt-1 ] PPR-S [ PPR-1



