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RESUMO

Receptores de transplante renal (RTR) tem um risco de manifestacdo de
carcinoma espinocelular (CEC) de labio inferior de 4 a 46.6 vezes maior que a
populacdo normal. A queilite Actinica (QA) € uma lesdo potencialmente maligna que
antecede a manifestacdo do CEC de labio e poder ser identificada através do exame
clinico. Da mesma maneira, uma das formas de realizar a monitorizacdo da
carcinogénese em RTR, é através da analise de anomalias nucleares a nivel celular,
para poder prevenir e identificar precocemente o CEC de labio inferior em RTR.
Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar a manifestacdo da QA e sua associacao
com a presenca de anomalias nucleares nos RTR, para identificar biomarcadores na
boca que se associem ao CEC de labio inferior. Este estudo foi um estudo clinico-
histopatoldgico, observacional, transversal com amostra por conveniéncia a través da
avaliacao clinica da QA e identificacdo histopatolégica de anomalias nucleares da
regido do labio inferior de RTR. A avaliacdo clinica foi realizada por um unico
examinador calibrado; a avaliagdo de alteracbes nucleares foi realizada por dois
examinadores calibrados e cegados. Foram registradas informa¢des do RTR como
idade, sexo, cor de pele, tempo de dialise antes do transplante, tempo de transplante,
imunossupressores, exposicao a fatores de risco como etilismo, tabagismo, exposi¢ao
solar e historico de infecgdes virais. A avali¢ao clinica foi realizada através de exame
clinico e analise fotografico do labio inferior. Para a avaliacao histopatoldgica, foram
coletadas células do labio inferior através de raspado tecidual e acondicionamento em
vaios com metanol e corados por reagcao de Feulgen. As anomalias nucleares foram
classificadas como micronucleos, brotamento nuclear, ponte citoplasméatico e
binucleacdo. Para analise estatistico foram utilizados o teste exato de Fisher e
Macnemar (p<0,05). A amostra foi de 48 RTR, com diagndstico de QA em 29(60,41%).
O estadiamento da QA foi associado a RTR leucodermas (p<0,05). A presenca de QA
foi associado ao historico de exposicdo a agentes quimicos volateis etilismo e
tabagismo (p<0,05); histérico de uso de tacrolimus, azatioprina e sirolimus (p<0,001).
O estadiamento da QA foi associado ao uso de Micofenolato (p<0,05). A
administracdo de menores doses de Sirolimus foi associado a grau lll e IV de QA
(p<0,05). InfeccBes por Epstein-Barr Virus e Herpes Virus Simples foram associados
a presenca da QA (p<0,05). Entre as anomalias nucleares, a binucleacédo celular foi

associada a RTR com mais de 7 anos de TxR (p=0,008). Todas as anomalias



nucleares foram associadas ao uso de tacrolimus e micofenolato (p<0,001). A
binucleacao celular e brotamento nuclear foram associadas ao historico de infecdes
virais oncogénicas e manifestacdo de QA (p<0,001). Portanto, a presenca e a
gravidade da QA em RTR estédo associadas a cor da pele, fatores de risco da QA, uso
de imunossupressores e histérico de infecgBes virais. A presenca de binucleacdo
nuclear e brotamento nuclear foram associadas a presenca QA, principalmente
individuos do sexo masculino, em uso de Tacrolimus e Micofenolato, com historico de

infecgdes de virus oncogénicos e com mais de 7 anos decorridos do transplante renal.

Palavras-chave: Transplante de Rim; Queilite; Neoplasias labiais; Carcinogénese;
Biomarcadores tumorais



ABSTRACT

Analysis of carcinogenic oral biomarkers in individuals with chronic kidney
disease kidney transplant recipients
Kidney transplant recipients (KTR) have a risk of manifestation of lower lip squamous
cell carcinoma (SCC) from 4 to 46.6 times higher than the normal population. Actinic
cheilitis (AC) is a potentially malignant lesion that precedes the manifestation of lip
SCC and can be identified through clinical examination. Similarly, the ways to monitor
carcinogenesis in KTR is through the analysis of nuclear anomalies of the cells, in
order to be able to prevent and identify early the SCC of the lower lip in KTR. Therefore,
the aim of this study was to analyze the manifestation of AC and its association with
the presence of nuclear anomalies in KTR, to identify biomarkers in the mouth that are
associated with lower lip SCC. This study was a clinical-histopathological,
observational, cross-sectional study, with a convenience sample through the clinical
evaluation of AC, and histopathological identification of nuclear anomalies in the lower
lip region of KTR. Clinical evaluation was performed by a single calibrated examiner,
and the evaluation of nuclear anomalies was performed by two calibrated and blinded
examiners. KTR information such as age, gender, skin color, dialysis time before
transplantation, transplant time, immunosuppressants, risk factors such as alcohol
consumption, smoking, sun exposure and history of viral infections were recorded.
Clinical evaluation was performed through clinical examination and photographic
analysis of the lower lip. For histopathological evaluation, lower lip cells were collected
through tissue scraping and packaging in booing with methanol and colored by
Feulgen reaction. Nuclear anomalies were classified as micronucleus, nuclear
budding, nucleocytoplasmic bridge and binucleation. Fisher and Macnemar's exact
test (p<0.05) was used for statistical analysis. The sample was 48 KTR, with a
diagnosis of AC in 29 (60.41%). AC staging was associated with KTR leucodermas
(p<0.05). The presence of AC was associated with a history of exposure to volatile
chemical agents and smoking (p<0.05); history of use of tacrolimus, azathioprine and
sirolimus (p<0.001). AC staging was associated with the use of Mycophenolato
(p<0.05). The administration of lower doses of Sirolimus was associated with grade I
and IV of QA (p<0.05). Epstein-Barr Virus and Herpes Simple Virus infections were
associated with the presence of AC (p<0.05). Among nuclear anomalies, the cell

binucleation was associated with KTR with more than 7 years of kidney transplantation



(p=0.008). All nuclear anomalies were associated with the use of tacrolimus and
mycophenolato (p<0.001). Cell binucleation and nuclear budding were associated with
a history of oncogenic viral infections and manifestation of AC (p<0.001). Therefore,
the presence and severity of AC in KRT were associated with skin color, risk factors of
AC, use of immunosuppressants, and history of viral infections. The presence of
nuclear binucleation and nuclear budding were associated with the presence of AC,
mainly in male individuals using tacrolimus and mycophenolate, with history of
oncogenic virus infections and with more than 7 years elapsed from the kidney

transplantation.

Keywords: Kidney Transplantation; Cheilitis; Labial neoplasms; Carcinogenesis;

Tumor biomarkers
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1. INTRODUCAO

A doencga renal cronica esta associada ao aumento do risco de cancer em
orgaos solidos (MAISONNEUVE et al., 1999), o qual acomete a principalmente a
mama, rim, prostata e boca (MAISONNEUVE et al., 1999; WOLFE et al., 1999). Outros
tipos de neoplasias associadas a doenca renal crénica e seu estagio final sdo o cancer
de figado, trato urindrio, tireoide, lingua e linfomas (LIANG et al., 2011,
MAISONNEUVE et al., 1999). A carcinogénese relacionada a doenca renal cronica
ocorre pelos efeitos da uremia crénica, levando o individuo a ter alteracdo no reparo
do DNA, deficiéncia nutricional, deficiéncia do sistema imune que sdo afetados
também pelo uso de drogas citotéxicas (MAISONNEUVE et al., 1999; VAMVAKASA;
BAHNERB; HEIDLANDB, 1998).

A incidéncia de cancer aumenta ainda mais ap0s o transplante renal (TXR), que
apesar de ser a terapia renal substitutiva de maior eficacia, aumenta o risco geral de
cancer devido a imunossupressdo medicamentosa (WOLFE et al., 1999). Este
aumento da carcinogénese apos o TxR esta diretamente relacionado ao tempo de
imunossupressao vigente, tempo de TxR, a idade do receptor de transplante renal
(RTR) (KASISKE et al., 2004; KIM et al., 2014; WISGERHOF et al., 2011) e tipo de
terapia imunossupressora utilizada (DEMIR et al., 2015; KASISKE et al.,, 2004;
KYLLONEN; SALMELA; PUKKALA, 2000). Entre os tipos de neoplasias que
acometem RTR estdo o cénceres de pele ndo melanoma, linfomas nao Hodgkin,
leucemias e cancer renal.(BASIC-JUKIC et al., 2010; HOOVER; FRAUMENI, 1973;
KYLLONEN; SALMELA; PUKKALA, 2000; MAKITIE et al., 2008; WISGERHOF et al.,
2011).

Além deste aumento da incidéncia de diversos tipo de neoplasias malignas em
diversas regides e 6rgaos do corpo humano, ha estudos que também indicam que
RTR tém um aumento na incidéncia de cancer na regido de cabeca, em sua maioria
com manifestacdo na pele, seguido do céncer de boca, tireoide, linfonodos,
nasofaringe, orofaringe e cérebro (BASIC-JUKIC et al., 2010; MAKITIE et al., 2008)
(MAKITIE et al., 2008; BASIC-JUKIC et al., 2010). O cancer de boca em RTR
manifesta-se na lingua,(LEE; GISSER, 1978) assoalho bucal (BRADFORD et al.,
1990) e principalmente no labio inferior (BERGER et al., 1971; HOOVER; FRAUMENI,
1973; MAKITIE et al., 2008; WISGERHOF et al., 2011), especificamente na regiéo de
vermelhdo labial com tipo histolégico carcinoma espinocelular (CEC) (LOPEZ-
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PINTOR et al., 2011; VAN LEEUWEN et al., 2009; VAN ZUUREN; DE VISSCHER,;
BAVINCK, 1998). O risco de manifestacdo do CEC de labio inferior apds o TxR € de
4 a 46.6 vezes maior que a populacado normal, e em alguns estudos chega a ser o
segundo tipo de céncer mais incidente nos RTR (HOOVER; FRAUMENI, 1973;
KYLLONEN; SALMELA; PUKKALA, 2000; MAKITIE et al., 2008), o que aumenta a
preocupacado de realizar um diagnostico precoce do CEC de labio inferior nesta
populacdo. (BASIC-JUKIC et al., 2010; MAKITIE et al., 2008)

Uma das formas de realizar a monitorizagcédo da carcinogénese, e que pode ser
aplicada em RTR, é através da analise de anomalias nucleares a nivel celular. Estes
biomarcadores celulares indicam dano cromossomal e do material genético do nucleo
das células que podem ocorrer por genotoxicidades, quando € observado a presenca
de micronucleos celulares (MN) e brotamento nuclear. Da mesma maneira, pode
acontecer por citotoxidade, quando a célula se manifesta com binucleacdo celular.
(BOLOGNESI et al., 2013; SOMMER; BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI, 2020).

A presenca destas anomalias nucleares e principalmente o MN, estdo
associados a manifestacbes de lesBes orais potencialmente malignas (LOPM)
(BLOCHING et al., 2000; GUPTA; GUPTA; AGARWAL, 2019; SANGLE et al., 2016),
Estas LOPM também sao biomarcadores para a carcinogénese do CEC do labio
inferior, o qual esta associado ao aumento da displasia epitelial e a proliferacdo
tumoral de células epiteliais (DANCYGER et al., 2018)

A queilite actinica (QA) € uma LOPM que, além de anteceder a manifestacéo
do CEC no labio inferior (DANCYGER et al., 2018) é a LOPM mais incidente em labio
inferior, a qual também possui manifestacdo nos RTR com transformacdo maligna
para CEC no labio inferior (VAN ZUUREN; DE VISSCHER; BAVINCK, 1998).

Devido a QA anteceder a manifestacédo do CEC de labio, de poder ser identificada
através do exame clinico, proporcionar um diagndstico precoce do CEC de labio
inferior em RTR (DANCYGER et al., 2018; VAN ZUUREN; DE VISSCHER; BAVINCK,
1998), além de ser associada a anomalias nucleares por ser uma LOPM,
(BOLOGNESI et al., 2013; SOMMER; BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI, 2020), e
finalmente pela escassez de informacdes que associam a presenca de QA e sua
associacdo com as anomalias nucleares, o objetivo desta tese foi de analisar a
manifestacédo de biomarcadores associados ao CEC labial, como manifestacao de QA
e sua associacdo com a presenca anomalias nucleares e com o perfil clinico dos RTR,

a fim de contribuir na prevencao do CEC labial em RTR.
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2. ARTIGOS
2.1 Artigo 1
Titulo Perfil clinico dos receptores de transplante renal com manifestacdo da queilite
actinica.
Autores Aloizio Premoli Maciel, Reyna Aguilar Quispe, Daniela Ponce, Cleverson
Teixeira Soares, Carlos Augusto Molina, Elen Almeida Roméao, Paulo Sérgio da Silva
Santos.
Resumo
Introducédo: Receptores de Transplante Renal (RTR) possuem maior incidéncia de
Cancer de labio (CAL) durante a imunossupressao do transplante renal (TxR), sendo
o diagnostico precoce possivel através da identificacdo da Queilite Actinica (QA).
Obijetivo: Este estudo teve o objetivo de associar a manifestacéo clinica da QA com o
perfil clinico dos RTR. Métodos: Estudo clinico observacional transversal, com
amostra por conveniéncia. Foi realizado o diagndstico e estadiamento clinico da QA
em RTR, através da avaliacdo de um pesquisador experiente e calibrado e avaliacéo
de registro fotogréafico do labio inferior. Também, foram registradas informacdes do
RTR como dados demograficos, tempo de transplante, imunossupressores, exXposi¢ao
a fatores de risco como etilismo, tabagismo, exposicéo solar e infec¢des virais. Para
associacdo das variaveis foram utilizados os testes Qui-quadrado e Macnemar.
Resultados: A amostra foi de 48 RTR, com diagndstico de QA em 29(60,41%). O
estadiamento da QA foi associado a RTR leucodermas (p<0,05). Os fatores de risco
associados a presenca de QA foram o historico de exposicdo a agentes quimicos
volateis, etilismo e tabagismo (p<0,05). A auséncia de historico de exposi¢ao solar foi
associado auséncia de casos de QA grau IV (p<0,001). O histérico de uso de
tacrolimus, azatioprina e sirolimus nos RTR obtiveram associacdo com a presenca da
QA (p<0,001). O estadiamento da QA foi associado ao uso de Micofenolato (p<0,05).
A administracdo de menores doses de Sirolimus foi associado a grau Ill e IV de QA
(p<0,05). Infecgbes por Epstein-Barr Virus e Herpes Virus Simples foram associados
a presenca da QA (p<0,05). Conclusé&o: A presenca e a gravidade da QA em RTR
foram associadas a cor da pele, fatores de risco da QA, uso de imunossupressores e
histérico de infecgbes virais.

Palavras Chaves: Transplante de Rim; Queilite; Neoplasias labiais.
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Introducao

H& mais de 20 anos, a literatura menciona evidéncias sobre 0 aumento do risco de
cancer (CA) em individuos com Doenca Renal Crbénica (D’ARCY et al., 2021;
MAISONNEUVE et al., 1999), que acomete geralmente mama, rim, prostata e boca
(MAISONNEUVE et al., 1999; WOLFE et al., 1999). . A carcinogénese relacionada a
doenca renal cronica, ocorre pelos efeitos da uremia crénica, levando o individuo a ter
alteracdo no reparo do DNA, deficiéncia nutricional, deficiéncia do sistema imune além
do uso de drogas citotoxicas (MAISONNEUVE et al., 1999; VAMVAKASA,
BAHNERB; HEIDLANDB, 1998). A incidéncia de CA aumenta ainda mais ap0s o
transplante renal (TxR), que apesar de ser a terapia renal substitutiva de maior
eficacia, apresenta um aumento do risco geral de CA devido a imunossupressao
medicamentosa (WOLFE et al., 1999).

O aumento da carcinogénese apés o TxR pode estar relacionado ao tempo de
imunossupressao vigente, tempo de TxR, idade do RTR (KASISKE et al., 2004; KIM
et al., 2014; WISGERHOF et al., 2011) e tipo de terapia imunossupressora utilizada
(DEMIR et al., 2015; KASISKE et al., 2004; KYLLONEN; SALMELA; PUKKALA, 2000;
LAPRISE et al., 2019) Entre os tipos de CA que acometem RTR estdo o CA de pele
ndo melanoma, linfoma n&o Hodgkin assim como o CA de boca entre outros (BASIC-
JUKIC et al., 2010; HOOVER; FRAUMENI, 1973; KYLLONEN; SALMELA; PUKKALA,
2000; MAKITIE et al., 2008; WISGERHOF et al., 2011).

O CA de boca em RTR, manifesta-se com maior frequéncia na lingua (LEE;
GISSER, 1978), assoalho bucal (BRADFORD et al., 1990) e principalmente no labio
inferior (BERGER et al., 1971; HOOVER; FRAUMENI, 1973; MAKITIE et al., 2008;
WISGERHOF et al., 2011), especificamente na regido de vermelh&o labial, regido
onde é mais frequente o carcinoma espinocelular (LOPEZ-PINTOR et al., 2011; VAN
LEEUWEN et al., 2009; VAN ZUUREN; DE VISSCHER; BAVINCK, 1998). A literatura
menciona que o risco de CA de labio (CAL) apds o TxR é de 4 a 46.6 vezes maior que
a populacdo sem antecedente de transplante de 6rgdos. Assim mesmo, alguns
estudos mencionaram que o CAL é o segundo tipo de CA mais incidente em RTR
(HOOVER; FRAUMENI, 1973; KYLLONEN; SALMELA; PUKKALA, 2000; MAKITIE et
al., 2008). Portanto, realizar um diagnostico precoce do CAL nos RTR é sumamente
importante. (BASIC-JUKIC et al., 2010; MAKITIE et al., 2008)



21

A carcinogénese do labio ocorre devido ao aumento da displasia epitelial,
proliferacéo tumoral e manifestacao de lesdes orais potencialmente malignas como a
queilite actinica (QA) que antecede o CAL (DANCYGER et al., 2018). Devido a QA
ser passivel de ser identificada através do exame clinico e proporcionar um
diagnostico precoce do CAL em RTR, a prevencao do CAL torna-se possivel através
do diagnéstico e tratamento da QA (DANCYGER et al.,, 2018; VAN ZUUREN; DE
VISSCHER; BAVINCK, 1998). Apesar da literatura mencionar uma maior prevaléncia
de QA em RTR, ainda nédo sao claras as informacfes de quais sdo as caracteristicas
dos RTR gue apresentam manifestacao clinica da QA (NOLAN et al., 2012; OLIVEIRA
et al., 2014), Portanto, o objetivo deste estudo foi analisar o perfil clinico dos RTR e
sua associacao com a manifestacao clinica da QA, a fim de contribuir na prevencéo e

diagnéstico precoce

Material e Métodos

Caracterizagdo do Estudo e Parametros Eticos

Este estudo € caracterizado como uma pesquisa clinica observacional
transversal, realizada entre os anos de 2020 e 2021. O estudo foi realizado através
da colaboracdo de trés instituicbes médico-odontologicas, as quais realizavam
atendimento hospitalar e ambulatorial a RTR. O presente estudo foi submetido e
aprovado do Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos sob o protocolo
CAAE12798019.3.0000.5417 com registro no REBEC U1111-1272-4314. Os RTR
participaram de forma voluntaria, sob a assinatura e esclarecimento prévia de um

termo de consentimento livre e esclarecido.

Caracteristicas da Amostra

A amostra foi de conveniéncia, constituida por 48 RTR dentro dos critérios de
inclusdo como: idade acima de 18 anos, independente do sexo e etnia, com mais de
24 meses de TxR, com tratamento imunossupressor vigente, receptores de
transplante de um Unico érgdo, sem associacado de sindromes e em acompanhamento
com meédico nefrologista em ambiente ambulatorial e/ou hospitalar. Foram excluidos
os receptores de multiplos 6rgaos, com disturbios neurolégicos ou psiquiatricos que

podiam impedir o didlogo e avaliacdo clinica, com exposi¢do a imunossupressores
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antes do transplante renal, que estejam em tratamento vigente com quimioterapicos
ou com histdrico de radioterapia na regido de cabeca e pescoco.

Todos os RTR foram avaliados em ambiente ambulatorial ou durante a
internacao hospitalar.

Caracteristicas dos Receptores de Transplante Renal.

Foram coletadas informac¢des dos RTR como o sexo, idade, cor da pele, tempo
de diagnéstico da doenca renal crbnica, tempo de didlise antes do TxR, tempo de
realizacdo do TxR, se doador era vivo ou cadaver, fatores etioldgicos da doenca renal
crdnica, nome farmacoldgico e dose dos medicamentos imunossupressores, histérico
de rejeicdo do TxR, histérico de tabagismo, etilismo, exposicdo a agente quimicos
volateis e exposic¢ao solar cronica maior a 10 anos. Os dados foram coletados através
de uma avaliacdo clinica odontologica e posteriormente com dados confirmados
através do acesso ao prontuério hospitalar eletrénico do RTR.

Também foram coletadas informacdes sobre o histérico de infe¢des virais apos
o TxR como as infec¢des por Citomegalovirus, Poliomavirus, Epstein-Barr Virus,
Herpes Simples Virus, além de outros virus que também infectam os RTR, como a
Varicella-Zoster Virus, Virus Hepatite B, C e variantes, Adenovirus, Papilomavirus
Humano, Rubella Virus e Virus da Imunodeficiéncia Humana. Apdés a constatacao
do historico de infeccao viral, foi realizado a confirmacao da infecéo através do acesso
dos prontuérios eletrénicos para avaliacdo da analise dos resultados de PCR

Avaliacao Clinica da Queilite Actinica nos Receptores de Transplante Renal

A analise clinica da QA foi realizada por um cirurgido-dentista calibrado (teste
kappa intravaliador >0,8) com experiéncia na area de estomatologia, através da
avaliacdo clinica da mucosa labial, semimucosa labial, comissura labial e tecidos
peribucais. Além da avaliacdo clinica, para a confirmacdo do diagnostico e
estadiamento clinico da QA, foi realizado o registro fotografico de diferentes angulos

do labio inferior (Fig. 1).
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Figura 1. 1.1 Boca fechada, para avaliacdo da parte central do labio e regido perilabial; 1.2 registro
lateral esquerdo da boca semiaberta, para avaliagdo da regido lateral esquerda do labio e da
semimucosa labial esquerda; 1.3 Registro central da boca semiaberta, para avaliacédo central do labio
e semimucosabial; 1.4 Registro lateral direito da boca semiaberta, para avaliacdo da regido lateral
direita do labio e da semimucosa labial direita; 1.5 Registro central com a boca aberta, para avaliagao
completa do vermelhdo de labio e semimucosa labial; 1.6 Registro central com versdo labial, para
avaliacdo do vermelhé&o de ldbio e mucosa labial.

Todos os registros fotograficos foram realizados com uma maquina fotogréfica
Canon© de modelo EOS Rebel T5, em modo manual 1/640, com configuracdes de
foco (F) 22, ISSO 100; em uma lente Canon© macro de 100mm 1:2:8; disparado com
flash Canon© macro ring lite MR-14EXII.

Para a o diagnéstico e estadiamento da QA, foram levadas em consideracao
as caracteristicas clinicas identificadas tanto clinicamente quanto nas 6 tomadas
fotogréaficas de acordo a Poitevin, et.al modificado (POITEVIN et al., 2017). E
importante ressaltar que foram acrescentadas algumas descricbes clinicas
pertinentes para maior acuracia da identificacdo de carateristicas clinicas de QA que
nao estavam mencionadas nesta classificacao (POITEVIN et al., 2017), porém, que a
literatura menciona como relevante (NOLAN et al.,, 2012; OLIVEIRA et al., 2014)
descritas na Tabela 1. No estadiamento de Grau Il, foi acrescentado avaliacdo da
perda do limite mucocuténeo entre o vermelhdo do labio e a borda da pele perilabial.
No estadiamento de Grau lll, foi acrescentado macroqueilia e/ou edema perilabial
inferior e/ou perda da linha muco-cutanea labial. No estadiamento de Grau IV, foi

acrescentado, dor e aumento da resiliéncia de regides labiais durante a palpacéo.



Tabela 1 — Classificacao e Estadiamento Clinico da Queilite Actinica adaptada pelos autores.

Grau da Queilite Actinica

Caracteristicas Clinicas

Grau | —

Alteragdes Iniciais

Grau Il —

Alteracdes Leves

Grau lll -

Alteracdes Moderadas

Grau IV -

Alteracdes Graves

Ressecamento e descamacéo no vermelhdo dos labios.

Atrofia na borda do vermelhdo dos labios, apresentando
superficies moles e areas palidas com erupgdes cutaneas. Perda
do limite mucocuténeo entre o vermelh&o do labio e a borda da
pele perilabial, ou/e uma linha melandtica escura demarcando
esse limite. Esta linha melandtica deve ser diferente das efélides

ou de outras lesdes pigmentadas. Pode estar associado ou nhdo

as caracteristicas clinicas descritas no grau |.

Areas asperas e escamosas (crostas) nas partes mais secas do
vermelhdo e areas hiperqueratéticas, especialmente quando se
espalham para o Umido da mucosa labial (limite entre mucosa e
semimucosa). Eritema e/ou microerosbes menores e 3 mm
presentes ha semimucosa ou mucosa labial. Macroqueilia e/ou
edema perilabial inferior e/ou perda da linha muco-cutanea labial.
Pode estar associado ou ndo as caracteristicas descritas no grau
I e nograu ll.

Ulceracao presente em um ou mais locais do vermelh&o do labio
e/ou presencga de placa sugestiva de leucoplasia, principalmente
em locais mais traumaticos, devido ao histérico de consumo de
cachimbo ou cigarros. Dor e aumento da resiliéncia de regides
labiais durante a palpacéo. Essas les6es podem sugerir que um
processo de malignizacdo em andamento, especialmente
guando elas estdo acompanhadas por areas endurecidas a

palpacdo. Pode estar associado ou ndo as caracteristicas

descritas no grau [, Il e 111

Andlise Estatistica
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Para analise estatistica foi utilizado o Software Jamovi™versao 2.0 de 2021.

Para avaliar se as variaveies eram paramétricas ou nao paraméticas foi utilizado o

test Shaphiro-Wilk. Para analise da associacao classificacdo da QA com variaveis

nominais, foi utilizado o teste Exato de Fisher. Para analise entre variaveis qualitativas

nominais dicotdbmicas, como a presenca da QA, foi utilizado o teste McNemar com

nivel de confianca de p <0,05
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Resultados

Carateristicas dos Receptores de Transplante Renal

A amostra por conveniéncia foi composta por 48 individuos RTR, dos quais
30(62,5%) eram do sexo masculino e 18(37,5%) do sexo feminino. A idade variou
entre 18 a 77 anos com média de 52,06 anos de idade com desvio padréo (z) 15,07.
A cor da pele da amostra foi constituida em sua maioria por 31(64,58%) individuos

melanodermas, 16(33,33%) leucodermas e 1(2,08%) xantodermas.

O principal fator etiolégico da doenca renal cronica envolveu a hipertensdo
arterial sistémica (HAS) que se apresentou de forma isolada em 12(25%) RTR,
seguido de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM) 7(14,58%), HAS associada a DM em
6(12,5%) individuos, glomerulonefrite em 3(6,25%) e nefrite aguda pelo de uso de

anti-inflamatoérios ndo-esteroidais em 2(4,16%) consecutivamente.

Outros fatores etiolégicos do tipo Vasculite Rim-Pulméao, Insuficiéncia Renal de
Jessio, Rins Policisticos, Rins Policisticos associada a HAS, Nefrite Aguda associada
a HAS, Aplasia Renal, Mal Formacdo Renal, Atrofia Renal, Refluxo Urinario,
Obstrucédo da Uretra, Eclampsia e LUpus Eritematoso Sistémico ocorreram em apenas
cada 1(2,08%) de cada caso nos RTR. Com fator etiolégico idiopatico foram 4(8,33%)
RTR.

O tempo de diagnostico da doenca renal cronica variou entre 3 a 50 anos de
diagnéstico, com média de 16,36 + 9,93 anos. O tempo de dialise pré-Txr dos RTR foi
entre 1 a 16 anos com meédia de 5 + 3,45 anos. Ja em relacédo aos anos de TxR e

Imunossupressao, variou entre 2 e 43 anos com media de 9,38 + 9,47anos.

A distribuicdo das caracteristicas dos RTR encontram-se na tabela 2. A
imunossupressao medicamentosa foi realizada em todos os casos com prednisona

(5mg/d). Tabela 2. Caracteristicas dos Receptores de Transplante Renal.

Indicadores N=48 100%
Histérico de Rejeicdo do TxR 11 22,91
Doador Falecido (cadaver) 42 87,5

Doador Vivo 6 12,5



26

Uso de Tacrolimus 43 89,58
Uso de Micofenolato 36 75

Uso de Azatioprina 11 22,91
Uso de Sirolimus 10 20,83
Uso de Ciclosporina 4 8,33
Associacao de Imunossupressores 46 95,83
Imunossupressao Tripla 10 20,83
Imunossupressao Dual 36 75

Infecdo Viral apds o TxR 32 66,66
Citomegalovirus 26 54,16
Poliomavirus 21 43,75
Epstein-Barr Virus, 17 35,41
Herpes Simples Virus 5 10,41
Varicella-Zoster Virus 3 6,25
Virus Hepatite C 2 4,16
Adenovirus 1 2,08
Papilomavirus Humano 1 2,08
Rubella Virus 1 2,08
Infec¢do por quatro virus 1 2,08
Infeccéo por trés virus 13 27,08
Infecc@o por dois virus 13 27,08

TXR: Transplante Renal

Manifestacdo de QA em RTR

A QA manifestou-se em 29(60,41%) RTR e com maior prevaléncia em seus
graus iniciais, QA grau | em 10(20,83%) individuos, QA grau Il em 6 (12,5%), QA grau
Il em 8(16,66%) e QA grau IV em 5(10,41%). Os fatores etiologicos relacionados a
QA estiveram presentes em 34(70,83%) casos. A exposicdo solar foi a mais
prevalente em 22(45,83%), seguida do historico de tabagismo em 20(41,66%),
exposicdo a agentes quimicos volateis em 16(33,33%) e etilismo em 15(31,25%)

individuos consecutivamente.
Associacdo de sexo e etnia dos RTR com a manifestacao e grau de QA
O sexo e a cor da pele ndo apresentaram associacdo significativa com a

manifestacdo da QA (p >0,05). Porém, quando associados com o grau de QA a cor

da pele, houve associagao significativa (p=0,035), onde a manifestacédo clinica mais
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avancada da QA como graus lll e IV esteve presente em RTR leucodermas. Também,
se observou que os RTR do sexo masculino embora sem associacdo estatistica
significativa (p =0,07) possuiram tanto maior prevaléncia de QA quanto estadiamentos

mais graves quando comparado ao sexo feminino (Tabela 3).

Tabela 3- Associacao entre as Variaveis Demograficas com a Gravidade de QA

Classificacdo da Queilite Actinica

Labios Graul Graull Grau Grau Total

Normais 11 v RTR

Etnia Leucoderma 5 2 0 5 4 16
(p=0,035)  melanoderma 13 8 6 3 1 31
Xantodemra 1 0 0 0 0 1

Total 19 10 5 8 5 48

Sexo Feminino 7 3 5 3 0 18
(p=0,078) Masculino 12 7 1 5 5 30
Total 16 10 6 8 5 48

QA: Queilite Actinica; RTR: Receptor de Transplante Renal

Associacao entre fatores de risco e manifestagcéo e grau de QA em RTR

Quando os fatores de risco foram associados a manifestacdo da QA houve
resultado estatisticamente significativo associado a exposicdo a agentes quimicos
volateis (p=0,007), etilismo (0,008) e tabagismo (p=0,05). Ja quando os fatores de
risco foram associados ao grau de QA somente a exposi¢éo solar mostrou relevancia
(p<0,001). E importante ressaltar que individuos que relataram auséncia de historico
de exposicao solar cronica ndo apresentaram grau IV de QA quando comparado ao
tabagismo, etilismo e a exposicdo a agentes quimicos volateis, que mesmo ausentes,

houve casos de grau IV de QA.

Associacao dos indicadores de RTR e manifestacao de QA
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A manifestacdo de QA foi associada significativamente a infec¢des por Herpes
Virus Simples (p<0,001) e Epstein-Barr Virus (p=0,028). O histérico de rejeicao do
TXR obteve associacdo significativa a manifestacdo de QA (p=0,001), porém, foi
observado que a maioria dos RTR sem historico de rejeicdo do transplante
(n=24/82,5%) manifestou QA quando comparado a minoria dos RTR com rejeicao de
TXR (n=5/17,5%).

Em relacdo aos imunosupressores, houve uma associacao significativa da
prevaléncia de QA quando os RTR utilizaram Tacrolimus, Azatioprina e Sirolimus
(p<0,001). Quando associado o grau de QA ao uso de imunossupressores, somente
0 Micofenolato teve associagéo estatistica significativa (p<0,05). Quando a dose dos
imunossupressores e o grau de QA foram associados, somente o Sirolimus teve uma
associacdo estatistica significativa (p=0,018), sendo que quanto menor a dose de

Sirulimus maior o grau de manifestacao clinica da QA nos RTR (Tabela 4)..

Tabela 4- Associacao do Sirolimus e o Micofenolato com a Gravidade de QA

Classificacdo da Queilite Actinica

Labios Grau | Grau Grau Grau Total
Normais Il 11 \V RTR
Sirolimus o mg/dia 16 10 4 5 3 38
mg/dia 1 mg/dia 2 0 0 3 2 7
=0,018 .
(b ) 2 mg/dia 0 2 0 0 2
3 mg/dia 0 0 0 1
Total 19 10 6 8 6 48
Uso de
Sirolimus
Ausente 16 10 4 5 3 38
(p=0,208)
Presente 3 0 2 3 2 10
Total 19 10 6 8 5 48
Omg/dia 14 9 5 7 2 37
Micofenolato g4 q/4ia 1 0 0 0 1 2
mg/dia 75mg/dia 0 0 0 0
(p=0.292)  159mg/dia 4 0 1 1 2 8
Total 19 10 6 8 5 48
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Uso de Ausente 3 2 1 2 4 18
Micofenolato  Presente 16 8 5 6 1 30
(p<0,05) Total 19 10 6 8 5 48

QA: Queilite Actinica; RTR: Receptor de Transplante Renal

Discusséo

Existem diversas lesbes bucais observadas em RTR, estas lesdes bucais
variam desde reacdes a terapia imunossupressora, como a hiperplasia gengival
medicamentosa, infec¢des oportunistas como a candidiase oral (GULEC; HABERAL,
2010) e até mesmo lesBes orais potencialmente malignas (LEVARDA-HUDOLIN et
al., 2016). O presente estudo avaliou a manifestacdo da QA em RTR, uma lesao oral
potencialmente maligna que tem evolucdo clinica para carcinoma espinocelular
(DANCYGER et al., 2018; VAN ZUUREN; DE VISSCHER; BAVINCK, 1998).

Tanto a QA quanto o CAL possuem maior incidéncia nos RTR quando
comparados a individuos que nédo receberam TxR (NOLAN et al., 2012). Por tal razéo,
a avaliacao odontoldgica se torna importante para prevencéo do CAL, ja que, além de
possuir um diagnostico precoce antes de sua transformacdo maligna, ha um melhor
prognostico quando o CAL e presenca da QA ocorrem simultaneamente no
paciente(DE ABREU et al., 2006). Diante desta premissa, este estudo associou 0
perfil clinico dos RTR que manifestaram QA, para desta maneira, contribuir com o
diagnéstico precoce da QA como estratégia para a prevencédo de CAL em RTR.

Estudos indicam que lesdes epiteliais potencialmente malignas como a QA,
Ceratose Actinica, Doenca de Bowen, ou lesdes epiteliais malignas como CA de pele
nao-melanoma e CAL acabam se manifestando de forma concomitante nos RTR
(MARSHALL, 1974; VAN ZUUREN; DE VISSCHER; BAVINCK, 1998), principalmente
nos que recebem Azatioprina e Ciclosporina(MARSHALL, 1974). No presente artigo,
observamos que além da Azatioprina, outros imunossupressores como 0 uso do
Tacrolimus e Sirolimus também foram associados a presenca da QA. Estas
associagcdes podem contribuir na identificacdo de RTR com maior incidéncia de lesbes
orais potencialmente malignas, principalmente se houver manifestacéo de lesdes do
tipo epiteliais malignas ou potencialmente malignas na pele 2.

Outro estudo mencionou que além da Azatioprina, a exposi¢ao solar crénica
também esta associada a maiores incidéncias do CAL (VAN LEEUWEN et al., 2009).
No presente estudo, o maior grau de QA como o grau IV que tem um maior risco de
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evolucao para CAL, foi associado a individuos com exposicao solar crénica e em uso
de Micofenolato. Consideramos um achado interessante, ja que, outros estudos
epidemioldgicos que analisaram os imunossupressores e a QA ou CAL, mencionaram
principalmente sua associagdo com Azatioprina e a Ciclosporina (MARSHALL, 1974,
VAN LEEUWEN et al., 2009).

A exposicao solar cronica é o principal fator etiolégico associado a QA (DE
SANTANA SARMENTO et al., 2014; JADOTTE; SCHWARTZ, 2012), e de acordo
com estudos epidemiolégicos, tanto a prevaléncia quanto a gravidade da QA
aumentam quando o histérico de tempo de exposicdo solar crbnica € maior que
10(MIRANDA et al., 2012), 15 (DOS SANTOS et al., 2018) e 30 anos(DE OLIVEIRA
RIBEIRO; DA SILVA; MARTINS-FILHO, 2014). Esta associacéo faz com que diversas
classes de trabalhadores que se expdem cronicamente ao sol entrem no grupo de
risco para o desenvolvimento da QA, como nos casos de trabalhadores de
extrativismo de mineracdo(DOS SANTOS et al., 2018), trabalhadores da praia(DE
SOUZA LUCENA et al, 2012), trabalhadores na agricultura de cana de
acucar(MIRANDA et al., 2012) e pescadores(DE OLIVEIRA RIBEIRO; DA SILVA,;
MARTINS-FILHO, 2014). Os estudos que relataram a incidéncia de QA e CAL nos
RTR, e até mesmo os que estudam QA em populacdo sem TXR(DE SANTANA
SARMENTO etal., 2014; DOS SANTOS et al., 2018), possuem em sua grande maioria
estudos em populacbdes de paises equatoriais ou de clima quente tropical, com
populacdo leucoderma, como por exemplo estudos em populagbes Australianas e
Brasileiras, (DE ABREU et al., 2006; DE SANTANA SARMENTO et al., 2014; DOS
SANTOS et al., 2018; MARSHALL, 1974; MIRANDA et al., 2012; VAN ZUUREN; DE
VISSCHER; BAVINCK, 1998)os quais mencionaram também que junto ao fator
geografico de maior incidéncia de raios solares, a cor da pele também é um fator
relacionado a maior indecéncia da QA (DE OLIVEIRA RIBEIRO; DA SILVA,
MARTINS-FILHO, 2014; DE SANTANA SARMENTO et al., 2014; DOS SANTOS et
al., 2018) e até mesmo o CAL(VAN LEEUWEN et al., 2009).

O presente estudo contou com uma populacdo de 33% de individuos
leucodermas, com 45,83 % de histérico de exposicdo solar crbnica. Essas
carateristicas podem ter contribuido para manifestagdo da QA em 60% dos RTR.
Observou-se ainda que a QA se manifestou em graus mais leves | e Il em individuos
melanodermas, e de forma muito mais grave nos individuos leucodermas.

Principalmente, aqueles com histérico de exposicao solar, os quais manifestaram QA
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grau IV, que € o estadiamento mais avancado e que sugere maiores graus de displasia
e maior risco de evolucao para CAL (POITEVIN et al., 2017).

Além da exposicao solar, cor da pele e ocupacdo (JADOTTE; SCHWARTZ,
2012; RODRIGUEZ-BLANCO et al., 2018) , na literatura, outros fatores de risco tem
sido associados a manifestacdo da QA, como a posicao geografica, imunossupressao,
falta de uso de protetores labiais (JADOTTE; SCHWARTZ, 2012) idade maior que 60
anos (DE SANTANA SARMENTO et al., 2014; RODRIGUEZ-BLANCO et al., 2018)
histérico de CAL ndo melanoma, (RODRIGUEZ-BLANCO et al., 2018) fatores
socioeconémicos (DE SOUZA LUCENA et al.,, 2012) e em individuos do sexo
feminino(DE OLIVEIRA RIBEIRO; DA SILVA; MARTINS-FILHO, 2014). Por outro lado,
os fatores etiolégicos como o etilismo e tabagismo, ndo vém demonstrando
associagdo com a prevaléncia de QA em RTR (JADOTTE; SCHWARTZ, 2012),
diferente do casos que ja evoluiram para CAL, 0s quais possuem associagcdo com o
histérico de tabagismo (LOPEZ-PINTOR et al., 2011).

No presente estudo, apesar dos casos mais graves de QA terem se
manifestado em RTR com histérico de exposicao solar crénica; o historico de etilismo,
tabagismo, e a exposicao a agentes quimicos volateis como agrotoxicos e solventes
estiveram associados a manifestacdo de QA nos RTR. Esta associacdo de fatores
etiolégicos sugere que a carcinogénese no RTR também esta envolvida ao efeito
cumulativo, multifatorial de diversos fatores etioldégicos carcinogénicos aumentados
pela imunossupressdo(LOPEZ-PINTOR et al., 2011) e intensificados pela uremia
cronica antes do TxR (MAISONNEUVE et al.,, 1999; VAMVAKASA; BAHNERB,;
HEIDLANDB, 1998).

A literatura também menciona que além dos maiores indices de CAL nos RTR,
o cancer de rim, de glandulas enddcrinas e os linfomas ndo-Hodgkin (SHANG et al.,
2016) (BIRKELAND et al., 1995) também s&o mais incidentes nessa populagédo. A
manifestacdo destas neoplasias malignas, assim como a sua carcinogénese, podem
estar associados a infec¢cdes por Epstein-Barr Virus e Herpes Virus Humano-8,
principalmente as do tipo Linfoproliferativa e Sarcoma de Kaposi (LE, 2016). No
presente estudo, observou-se que a presenca de QA estava associada ao historico
de infeccdo por Epstein-Barr Virus e pelo Herpes Virus Simples.

A manifestacdo de infec¢cdes por Virus Herpes Simples em labios com QA,
pode apresentar posterior evolucédo para CAL em RTR (MARTIN; MARSHALL, 1971).
Desta maneira, o histérico manifestacdes de lesdes infeciosas virais desencadeadas
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por Epstein-Barr Virus e Herpes Virus Simples sugerem que podem servir como
biomarcadores para RTR com maiores taxas de desenvolvimento da QA e CAL,
principalmente, devido a presenca de Epstein-Barr Virus, que infecta a mucosa oral
normal sem a presenca de lesées em mais de 70% dos RTR (AMMATUNA et al.,
1998, 2001).

A presenca de outros virus oncogénicos associados a manifestacdes de lesbes
potencialmente malignas em RTR também é mencionado na literatura (NETO
PIMENTEL et al., 2019), como por exemplo a associagdo da QA e a infecao por
Papiloma Virus Humano, principalmente a variante p16. A literatura menciona que foi
possivel observar a transformacéo maligna de QA pela infec¢do de variantes pl6 e
18 do Papiloma Virus Humano (NETO PIMENTEL et al., 2019). Em casos de QA com
infeccdo do Papiloma Virus Humano, pacientes também apresentaram historico de
infeccdo por Poliomavirus (NETO PIMENTEL et al.,2019c) No presente estudo nao
houve associacéo entre o historico de infecdo do Poliomavirus e do Papiloma Virus
Humano com presenca ou estadiamento da QA.

Embora a QA seja uma lesdo potencialmente maligna diagnosticada
clinicamente, para melhor estudo da carcinogénese labial pds-TxR, os futuros estudos
devem conter maior casuistica e ser comparado com um grupo controle. Desta
maneira, avaliar a presenca de QA e fatores etioldgicos comuns entre ambos 0s
grupos, podendo assim determinar indicadores mais precisos. Além disso, deverao
avaliar a dose intravenosa dos imunossupressores e relagcdo com o Antigeno de
Histocompatibilidade Humana - HLA. Essas informacdes e carateristicas propostas
para futuros estudos, estiveram ausentes neste estudo sendo as principais limita¢oes.
Também, sugerimos que a analise de outros biomarcadores da carcinogénese labial,
além da QA, como as alteragbes nucleares, estudos imuno-histoquimicos e proteicos
podem ser avaliados a fim de estabelecer protocolos de prevencdo e diagndéstico

precoce mais precisos do CAL nos RTR.

Concluséao

Graus mais graves de QA como os graus lll e IV apresentaram associagao com
RTR leucodermas. A QA foi associada a RTR com histérico de exposi¢cdo a agentes
guimicos volateis, etilismo e tabagismo. A exposi¢do solar cronica teve associacao
com o grau da QA, sendo que quando ausente este fator de risco, também se tinha

auséncia de graus avancados da QA como o IV. Os RTR em uso de
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imunossupressores como o Tacrolimus, Sirolimus em Azatioprina foram associados a
maior prevaléncia de QA. O Unico imunossupressor com associacao aos diferentes
graus da QA foi o Micofenolato. Por outro lado, graus mais avancados lll e IV de QA
em RTR foram associados a uso de menores doses de Sirulimus. Finalmente, o
historico de infec¢cdes apds o TxR por Epstein-Barr e Herpes Virus Simples também

foram associados a maior prevaléncia de QA.
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2.2 ARTIGO 2
Titulo
Associacdo entre anomalias nucleares e queilite actinica em receptores de transplante
renal.
Autores
Aloizio Premoli Maciel, Reyna Aguilar Quispe, Daniela Ponce, Cleverson Teixeira
Soares, Carlos Augusto Molina, Elen Almeida Roméao, Paulo Sérgio da Silva Santos.
Resumo

Introducdo: As anomalias nucleares séao alteracdes genéticas celulares que
estdo associadas a manifestacfes de lesdes orais potencialmente malignas (LOPM)
e do carcinoma espinocelular (CEC) da boca. Estes biomarcadores celulares podem
ser utilizados para monitorar a carcinogénese do CEC de Iabio inferior em receptores
de transplante renal (RTR), os quais possuem maiores incidéncias de LOPM e CEC
de labio inferior. Objetivo: Analisar a presenca de anomalias nucleares em RTR na
regido do labio inferior e associar com a presenca de queilite actinica (QA) e demais
parametros dos RTR. Métodos: Estudo clinico observacional transversal, com
amostra por conveniéncia. Foram registradas informacdes dos RTR como dados
demograficos, tempo de didlise e de transplante renal, imunossupressores e historico
de infec¢Bes virais oncogénicas. Também foi realizado o diagnéstico e estadiamento
clinico da QA em RTR, através da avaliacdo de um pesquisador experiente e calibrado
e avaliacdo de registro fotografico do labio inferior. Foram coletadas células do labio
inferior através de raspado tecidual e acondicionamento em vaios com metanol para
posterior processo em citologia em meio aquoso. Para avaliagdo das anomalias
nucleares como micronucleos, brotamento nuclear e binucleacéo celular foi utilizado
a coloracao por reacéo de Feulgen. Para associacéo das variaveis foram utilizados os
testes Exato de Fischer e Macnemar. Resultados: A binucleagcéo celular foi
associada a RTR com mais de 7 anos de TxR (p=0,008). Todas as anomalias
nucleares foram associadas ao uso de tacrolimus e micofenolato (p<0,001). A
binucleacao celular e brotamento nuclear foram associadas ao historico de infecbes
virais oncogénicas (p<0,001). Apesar da prevaléncia de MN né&o ter tido associagao
com a manifestacdo da QA, observamos que a presenca de binucleacao celular e
brotamento nuclear foram associadas a manifestacdo da QA. Concluséo: A presenca
de binucleacdo nuclear e brotamento nuclear foram associadas a presenca QA nos

RTR, principalmente, individuos do sexo masculino, em uso de Tacrolimus e
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Micofenolato, com histérico de infeccdes de virus oncogénicos e com mais de 7 anos

decorridos do TxR.

Palavras-Chave: Transplante de Rim; Queilite; Neoplasias labiais; Carcinogénese;
Nucleo celular
Introducéo

As anomalias nucleares sdo alteragbes a nivel celular que indicam dano
cromossomal e do material génico do nucleo das células. Estas alteracfes podem
ocorrer por genotoxicidades, quando € observado a presenca de micronucleos (MN)
celulares e brotamento nuclear; ou por citotoxidade, quando a célula se manifesta com
binucleacdo. Estas anomalias ocorrem quando o dano celular consegue alterar o
material genético sem causar apoptose ou necrose da célula, o que faz com que a
mesma continue apta para mitoses, aumentando ndo somente o dano genético como
também a quantidade de células com anomalias nucleares (BOLOGNESI et al., 2013;
SOMMER; BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI, 2020).

Existem diversos tipos de fatores etiol6gicos associados a manifestacao destas
anomalias nucleares como obesidade, diabetes, condi¢bes nutricionais, exposi¢ao
solar, pesticidas, compostos organicos, tabagismo e etilismo(KASHYAP; REDDY,
2012; WAGNER et al., 2021). A maioria destes fatores etioldégicos também estao
relacionados a carcinogénese celular e a manifestacao de lesdes orais potencialmente
malignas (LOPM) e até mesmo ao carcinoma espinocelular (CEC) de boca
(KASHYAP; REDDY, 2012). Por isso, a presenca de anomalias nucleares estao
associados a diversos tipos de LOPM e ao CEC de boca, sendo utilizado como um
biomarcador celular associado as manifestacoes destas lesées (GUPTA; GUPTA,;
AGARWAL, 2019; SHRAVANI et al., 2018).

Estas mesmas LOPM e o CEC de boca possuem uma maior incidéncia em
receptores de transplante renal (RTR) devido a imunossupressao medicamentosa
utilizada na prevencéo da rejei¢céo do transplante renal (TxR)(LEVARDA-HUDOLIN et
al., 2016; VAN ZUUREN; DE VISSCHER; BAVINCK, 1998). A carcinogénese ap0s o
TXR estd relacionada as doencas de base, medicamentos e tempo de dialise
adquiridos antes do TxR, onde j& € possivel constatar a presenca de MN em células
bucais (VAN LEEUWEN et al., 2009). A carcinogénese bucal pode piorar dependendo
do tipo de imunossupressor utilizado, com o aumento do tempo do TxR, e com 0
aumento da idade dos RTR (VAN LEEUWEN et al., 2009). Por essa razao, o exame
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clinico intra e extraoral € indicado para o acompanhamento das LOPM assim como
acompanhar a possivel manifestacdo clinica de CEC bucal. Desta maneira poder
estabelecer estratégias de prevencao a fim de minimizar a morbimortalidade dos
individuos com estas lesdes.

Portanto, é relevante o estudo das LOPM que evoluem para CEC no labio
inferior, destas se destacando a Queilite Actinica (QA)(NOLAN et al., 2012) sendo a
LOPM mais incidente em labio inferior, a qual também se manifesta nos RTR, e que
pode sofrer transformacdo maligna para CEC (VAN ZUUREN; DE VISSCHER,;
BAVINCK, 1998). Os unicos estudos que avaliaram células da mucosa oral de RTR
nao avaliaram a presenca de anomalias nucleares, tampouco avaliaram células do
labio inferior (KELES et al., 2011, 2015), portanto, devido a escassa literatura sobre
anomalias nucleares no labio inferior de RTR, este estudo teve o objetivo de analisar
a presenca de anomalias nucleares em RTR na regido do labio inferior e sua

associacado com a presenca de QA e demais parametros dos RTR.

Material e Métodos
Caracterizacdo do Estudo e Parametros Eticos

Este estudo caracteriza-se por ser uma pesquisa clinica, observacional e
transversal realizada entre os anos de 2020 e 2021. O estudo foi realizado através da
colaboracéo de trés instituicbes médico-odontolégicas, as quais realizam atendimento
hospitalar e ambulatorial a RTR. O estudo contou ainda com a parceria de um
laboratorio de estudos anatomopatoldgicos referéncia na regido para estudos
citopatoldgicos. O presente estudo foi submetido e aprovado do Comité de Etica e
Pesquisa em Seres Humanos sob o protocolo CAAE12798019.3.0000.5417 com
resgistro REBEC U1111-1272-4314. Os RTR participaram de forma voluntaria, sob a

assinatura e esclarecimento prévia de um termo de consentimento livre e esclarecido.

Caracteristicas da Amostra

A amostra foi obtida por conveniéncia, ja que todos os individuos RTR com
disponibilidade e condicdes fisicas de irem até os seus centros de referéncia durante
a pandemia da COVID-19 foram atendidos. Estes, deslocaram-se para fins exclusivos
de atendimento e suporte meédico e/ou odontolégico nos casos de urgéncia. Durante
a visita presencial, os RTR foram convidados a participar voluntariamente no presente

estudo.
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Para este estudo foram utilizados os seguintes critérios de incluséo: idade
acima de 18 anos, independente do sexo e etnia, com mais de 24 meses de TxR, com
tratamento imunossupressor vigente, receptores de transplante de um Unico 6rgéo,
sem associagdo de sindromes e sob acompanhamento com médico nefrologista em
ambiente ambulatorial e/ou hospitalar. Foram excluidos da amostra total os receptores
de multiplos 6rgaos, com disturbios neurolégicos ou psiquiatricos que impecam o
dialogo e avaliacéo clinica, com exposi¢cdo a imunossupressores antes do transplante
renal, que estejam em tratamento vigente com quimioterapicos ou com histérico de
radioterapia na regido de cabeca e pescoco.

Todos os RTR foram avaliados em ambiente ambulatorial ou durante a

internacao hospitalar.

Caracteristicas dos Receptores de Transplante Renal.

Foram coletadas informacdes dos RTR como o sexo, idade, cor da pele, tempo
de diagnéstico da doenca renal cronica, tempo de dialise antes do TxR, tempo
decorrido da realizacdo do TxR, se doador era vivo ou cadaver. Os dados foram
coletados através de uma avaliacdo clinica odontolégica e posteriormente
confirmadas através do acesso ao prontuario hospitalar eletrénico do RTR.

Também foram coletadas informacdes sobre o historico de infecdes virais apds
o TxR como as infec¢des por Citomegalovirus, Poliomavirus, Epstein-Barr Virus,
Herpes Simples Virus, além de outros virus que também infectam os RTR, como a
Varicella-Zoster Virus, Virus Hepatite B, C e variantes, Adenovirus, Papilomavirus
Humano, Rubella Virus e Virus da Imunodeficiéncia Humana. Apods a constatagéo
do histérico de infeccao viral, foi realizado a confirmacao da infecdo através do acesso
dos prontuarios eletrénicos para avaliacdo da analise dos resultados de Proteina C
Reativa (PCR).

Neste estudo foram realizados, uma avaliagdo clinica e citopatolégica que

serdo descritos a seguir:

Avaliacédo Clinica da Queilite Actinica

A analise clinica da QA foi realizada por um cirurgido-dentista calibrado (teste
kappa intravaliador >0,8) com experiéncia na area de estomatologia, através da
avaliacao clinica da mucosa labial, semimucosa labial, comissura labial e tecidos

peribucais. Além da avaliacao clinica dos labios, para a confirmacéo do diagnéstico e
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estadiamento clinico da QA, também foi realizado um registo fotografico de diferentes
angulos do labio inferior os quais seréo descritos a seguir.

Foram realizadas seis tomadas fotograficas do labio inferior, de forma que a
primeira deveria ser com a boca fechada, para avaliacdo da parte central do l4bio e
regido perilabial. A segunda fotografia foi um registro lateral esquerdo da boca
semiaberta, para avaliacao da regido lateral esquerda do labio e da semimucosa labial
esquerda. A terceira tomada fotogréafica foi da regido central da boca semiaberta, para
avaliacdo central do labio e semimucosabial. A quarta foi um registro lateral direito da
boca semiaberta, para avaliacdo da regido lateral direita do labio e da semimucosa
labial direita. A quinta foi da regido central com a boca totalmente aberta, para
avaliacdo completa do vermelh&o de labio e semimucosa labial. A sexta fotografia foi
um registro central com reversao labial, para avaliacdo do vermelhdo de labio e
mucosa labial até o fundo de sulco vestibular.

Todos os registros fotograficos do labio inferior dos RTR foram realizados com
uma maquina fotogréfica Canon© de modelo EOS Rebel T5, em modo manual 1/640,
com configuragdes de foco (F) 22, ISSO 100; em uma lente Canon© macro de 100mm
1:2:8; disparado com flash Canon© macro ring lite MR-14EXII.

Para a o diagnodstico e estadiamento da QA, foram levadas em consideracéo
tanto as caracteristicas clinicas, identificadas clinicamente utilizando-se os critérios da
QA de acordo a Poitevin, et.al modificado (POITEVIN et al., 2017). Em relacao as seis
fotografias registradas do labio inferior, € importante ressaltar que foram
acrescentadas algumas descricfes clinicas pertinentes para maior acuracia da
identificacdo de carateristicas clinicas de QA que ndo estavam mencionadas nesta
classificacdo (POITEVIN et al.,, 2017), porém, que a literatura menciona como
relevante (NOLAN et al.,, 2012; OLIVEIRA et al., 2014). No estadiamento II, foi
acrescentado avaliacdo da perda do limite mucocutaneo entre o vermelh&o do labio e
a borda da pele perilabial. No estadiamento lll, foi acrescentado macroqueilia e/ou
edema perilabial inferior e/ou perda da linha muco-cutanea labial. No estadiamento 1V,

foi acrescentado, dor e aumento da resiliéncia de regides labiais durante a palpacéo.

Coleta, coloracao e analise citologica

Coleta
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As regides do labio inferior de interesse para coleta foram: o limite externo da
mucosa labial vestibular, vermelh&o labial e toda a semimucosa labial até o limite da
linha mucocutanea.

Antes da coleta, os RTR foram recomendados a ficar trés horas sem fumar,
antes do esfregaco da mucosa oral, assim como nao ingerir nenhum tipo de alimentos
com corantes, como café, refrigerantes, chocolate e bebidas alcoodlicas. Antes do
raspado, o paciente realizou bochechos com 5ml de solugdo de soro fisiologico a
0,9%, por 1 minuto, com o labio inferior vertido para dentro da boca para iniciar o
processo de hidratacdo labial, terminado o bochecho, o individuo desprezava o soro
em copo descartavel.

Apébs o bochecho com soro fisiolégico, era acondicionado uma gaze embebida
em solucdo fisiologica a 0,9% de forma delicada, sem causar atricdo contra as
estruturas labiais, depositada na regido da mucosa labial, vermelhdo dos labios,
semimucosa labial e labio inferior. A gaze permaneceu por 1 minuto nos labios antes
a raspagem. Apdés a primeira coleta, a gaze umedecida foi acondicionada novamente
no labio por mais 1 minuto antes da segunda manobra de raspagem, a qual era
realizada novamente nos mesmos sitios mencionados.

Durante a coleta foram utilizados kits vaios (pap test) The ThinPrep® e auxilio
de espatula coletora (pap test) The ThinPrep® para realizacdo do raspado do labio
inferior. Estas células foram designadas para um processo de citologia esfoliativa em
meio aquoso, imediatamente acondicionadas no vaio com solu¢éo de 30-6-% metanol
utilizado como solugéo fixadora(TANAKA et al., 2020).

O procedimento de raspagem foi realizado em dois momentos seguidos. No
primeiro, o processo de raspado era realizado por meio de 20 movimentos nas regides
de interesse. Apds as primeiras 10 raspagens a espatula era invertida a fim de
promover aderéncia das células epiteliais na espatula coletora, entdo era feito mais
10 movimentos com outra regido da espatula na mesma regido de interesse. Devido
a necessidade de imersédo da espatula coletora dento do meio liquido com o agente
fixador, a espatula utilizada na primeira raspagem era descartada, por tanto, uma
nova espatula era utilizada para a segunda etapa da coleta, onde se repetia todo o
processo ja descrito desde a hidratacdo prévia dos labios, totalizando assim 40
raspagens epiteliais no final do processo. O depdsito das células epiteliais esfoliadas

dentro do meio aquoso é realizado atraves da imerséo da espatula coletora associada
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a multiplos toques continuos da espatula do fundo do vaio, nesse processo também
era realizada 40 toques da espatula coletada no fundo do vaio.

Para execucdo deste método foi realizado um estudo piloto com 20% da
amostra final, a fim de verificar se a hidratacdo labial prévia a raspagem facilitava o
deslizamento das espatulas coletoras nos labios. Desta forma foi possivel obter a
guantidade adequada de células epiteliais, sem causar estimulos dolorosos ou lesées

nos labios dos RTR.

Coloracéao das laminas histopatologicas

ApoOs a coleta das células, as amostras coletadas foram armazenadas nos
proprios vaios (pap test) The ThinPrep®, fixadas com metanol, at¢ o momento do
processamento automatizado HOLOGIC The ThinPrep2000® para fixacdo das
células coletadas nas laminas de vidro ThinPrep2000® (TANAKA et al., 2020).

Este processo foi realizado por um unico técnico de laboratério de citologia. O
processo de coloracdo escolhido foi a reacdo de Feulgen devido a sua superior
evidenciagdo nuclear quando comparado com outras coloragbes néo fluorescentes
(TOLBERT; SHY; ALLEN, 1992), ja que, o método Feulgen/Fast green, melhora a
identificacdo do DNA dos nucleos e micronicleos, seguido do reagente de
contrastante (contra-coloracéo) Fast-Green, que delineia o citoplasma celular. Apés a
coloracdo das laminas foi realizada a montagem com Permount (Fisher) e laminulas
ThinPrep2000® para a analise.

Andlise citopatologica

Todas as anadlises nucleares das células foram realizadas por dois
examinadores, calibrados (teste kappa intra-examiandor e extra-examinador >0,08) e
de tipo cega em relacéo a analise interavaliador.

As laminas foram observadas sob um microscopio de luz em menor aumento
(x400) para analise panoramica e grande aumento (x1000) para contagem de
micronucleos. Foram contadas aproximadamente 1000 mil células com nucleos
intactos e limites celulares em cada lamina.

Os critérios utilizados foram baseados na classificacdo das anormalidades
nucleares de Tolbert et al. 1992. Desta forma, foram analisados os seguintes tipos e
alteracdes nucleares: presenca de células com ponte nucleopladsmatica, de células

binucleadas, de células com brotamento nuclear e células micronucleadas. Em
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relacdo aos MN foram considerados redondos ou ovalados; com textura e coloracao
semelhante a do nucleo principal e com diametro que varia entre 1/3 e 1/16 do nucleo
principal (RAMOS et al., 2014; TOLBERT; SHY; ALLEN, 1992).
Analise Estatistica

O Software utilizado para a analise estatistica foi o Jamovi™versdo 2.0 de
2021. Para escolha do teste estatistico e verificar se as variaveis eram paramétricas
ou ndo paramétricas foi utilizado o teste Shapiro Wilk. Para associacdo da
classificacdo das QA, quantidade de MN e outras variaveis qualitativas foi utilizado o
teste Exato de Fisher. A andlise entre variaveis nominais dicotbmicas como a
presenca da QA, MN, Brotamento, Binucleacéo foi utilizado o teste McNemar. Para
todas as analises estatisticas indutivas foram considerados niveis de significancia de
95% (p<0,05).

RESULTADOS

Carateristicas dos RTR

A amostra inicial do estudo foi de 48 RTR, porém devido a material insuficiente
de uma das amostras, o estudo contemplou um namero amostral de 47 RTR. A idade
dos individuos analisados variou entre 18 e 77 com média de 52,9 e desvio padrao (%)
de 14,8. Dos individuos avaliados, 30(63,82%) eram do sexo masculino e 17(36,17%)
do sexo feminino. A cor da pele encontrada foi melanoderma em 31(65,95%)
individuos, 15 (31,91%) leucodermas e 1(2,12%) xantoderma.

O tempo de realizagéo do diagnéstico da doenca renal cronica variou ente 3 e
50 anos, com média de 16,6 £ 9,9 anos, ja o tempo de realizacdo de didlise antes do
TXR variou entre 4,9 + 3,5 anos. Em relacdo aos anos decorridos do TxR e
imunossupressao, houve variagéo entre 2 e 43 anos com média de 9,6 + 9,4anos.

Os rins transplantados foram em 41(87,23%) casos de doador falecido e em
6(12,76%) de doador vivo. O Tacrolimus foi utilizado em 42(89,36%) RTR como
imunossupressdo medicamentosa, 0o Micofenolato em 35(74,46%), Azatioprina e
Sirolimus em 10(21,27%) RTR cada um, por fim a Ciclosporina foi utilizada em apenas
em 4(8,51%) RTR. Nenhum RTR fez uso de Everolimus e apesar a realizagao dos
respectivos imunossupressores, o histérico de rejeicdo do TxR ocorreu em
11(23,40%) RTR, os quais encontram-se em terapia para controle da complicacao.

Apobs o TXR, infecgdes virais ocorreram em 31(65,95%) RTR, destas infec¢des

destacaram-se o Citomegalovirus (CMV) com 26(55,31%) casos de infecdo, o
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Poliomavirus com 20 (42,55%) e o Epstein-Bar Virus (EBV) com 16 (34,04%) casos.

Houve ainda o historico de infeccéo por outros virus como o Herpes Virus Simples em

5(10,63%) casos e o Herpes Zoster (Varicela Zoster Virus ) em 3 (6,38%). A

distribuicdo de RTR com QA e alteracdes nucleares estéo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo da queilite actinica e alteracdes nucleares nos
receptores de transplante renal

Queilite actinica/Alteracdes Nucleares

%

Presenca de queilite actinica
Auséncia de queilite actinica
Queilite actinica grau |
Queilite actinica grau Il
Queilite actinica grau llI
Queilite actinica grau IV
Presenca de Micronucleo

Auséncia de microndcleos

Presenca de 1 microndcleo celular
Presenca de 2 micronudcleos celulares
Presenca de 3 micronudcleos celulares
Presenca de 5 micronudcleos celulares
Células com Brotamento

Células Binucleada

Células com Ponte Nucleoplasmatica

29
18
10

(o]

20
27

10

61,7
38,3
21,3
12,8
17,0
10,6
42,6

57,4
14,9
213
4,3
2,1
19,1
29,8
2,1

Associacdo de anomalias nucleares e as caracteristicas demogréficas dos RTR

A idade teve associacao com presenca de brotamento nuclear, principalmente

em RTR com idades préoximas aos 66 anos (p=0,002). O sexo também foi um fator

demografico que apresentou associacédo com as alteracdes nucleares do labio inferior,

ja que, RTR do sexo masculino tiveram maior presenca de brotamento nuclear

(p<0,001) assim como uma maior presenca de células binucleadas (p<0,001). A

mesma binucleacéo celular também foi associada a RTR melanodermas (p=0,001).

Estes individuos melanodermas também possuiam mais de 1 MN dentro de uma

Gnica célula (p=0,046).
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Sobre os parametros dos RTR, observou-se que individuos que realizaram

dialise por periodo maior que 10 anos antes do TxR, manifestaram mais células

binucleadas no labio inferior (p=0,038). A binucleacdo celular também foi associada

a individuos transplantados com periodo maior que 7 anos principalmente nos que

estavam entre os 10 e 12 anos p6s TxR (p=0,008).

Também houve associacdo do uso de alguns imunossupressores e 0 historico

de infec¢Bes virais com a presenca de alteracdes nucleares nos RTR descritas nas

Tabelas 2 e 3 respectivamente.

Tabela 2 — Associagéo entre o uso de imunossupressores e as alteracdes nucleares

. Ponte
MN Brotame Binucleag Nucleoplasma
Imunossupress Presen 1MN 2MN 3MN 5 MN nto ao ticf)a
ores te n®) n((%) n(%) n (%) Presente Presente Presente
n (%) n (%) n (%) n (%)
Tacrolimus 19 6 10 2 1(100 13
Presente (95,2% (85,7 (100 (100 9 (100%) 1 (100%)
%) (92,9%)
) %) %) %)
. 1
Tacrolimus 1 0 0 o o o o
Ausente (4.8 %) (%/‘;53 %) (%) 0% 00%) 1(71%)  0(0%)
. <0,001 . . N
Tacrolimus p " 0,666 0,666 0,666 0,666 <0,001 <0,001 <0,001
Micofenolato 17 6 9 1 11
0, 0, 0 0 0
Presente (85%) (6(3)/5257 (9()) Yo (5()) % 0 (0%) 6 (66,7%) (78,6%) 1 (100%)
Micofenolato 3 1 1(10 1 L
0 0, 0, 0, 0,
Ausente (15%) (%4,3 %) (50% (100% 3 (33,3%) 3(21,4%) 0 (0%)
%0) ) )
Micofenolato p <O’,901 0,466 0,466 0,466 0,466 <0,001* <0,001* <0,001*
Azatioprina 4 0 7 1 1
0, 0 0, 0, 0, 0,
Presente (20%)  (0%) (7()) Yo (53) % (10)0 % 0 (0%) 1(7,1%) 0 (0%)
Azatioprina 16 ! 3 1 13
0, 0 0, 0, 0,
Ausente (80%) (SOL/S)O (3())/0 (5§)/o 0 (0%) 9 (100%) (92,9%) 1 (100%)
Azatioprina p 0,033 0,397 0,397 0,397 0,397 0,819 0,397 <0,001*
Sirolimus 3 1 1(10 0
0, 0, 0, 0,
Presente (15%) (%/1(1;53 %) (0%) 0 (0%) 3(33,3%) 4 (28,6%) 0 (0%)
- 6 9 2 1
Sirolimus 17 10
(85,7 (90% (100 (100% 6 (6,67%) 1 (100%)
0, 0,
Ausente (85%) %) ) %) ) (71,4%)
Sirolimus p 0,041 0,37 0,37 0,37 0,37 0,782 0,371 0,007
Ciclosporina 2 2 0 0
0, 0, 0, 0,
Presente (10%) (28,6 0%) (0%) 0(0%) 0 (0%) 1(7,1%) 0 (0%)

%)
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5 10 2 1

Ciclosporina 18 13
(71,4 (100 (100 (100% 9 (100%) 1 (100%)
0, 0,
Ausente (90%) %) %) %) ) (92,9%)
Ciclosporinap <099 0349 0349 0349 0349 0,166 0,012 0,18

MN: Micronucleo: Significancia admitida foi de 95%; O Teste Exato de Fisher foi utilizado para as
associacoes entre a quantidade de micronucleos nas células e o uso dos imunossupressores; O Teste
McNemar foi utilizado para a associagao entre as variaveis dos imunossupressores com a presenca de
microndcleo, brotamento, binucleacéo e ponte nucleoplasmatica.

Finalmente foram associadas alteracdes nucleares com a presenca de QA com
associacdo significativa (p<0,005), porém, quando as alteracdes nucleares foram
associadas aos diferentes graus de QA nao houve relevancia estatistica
(p=NS)(tabela 4).

Tabela 3- Associacao entre o Historico de Infecbes Virais com as Alteracfes

Nucelares
MN 1 MN 2MN 3 MN 5 MN Brotament Ponte
Infeccbe Present Celula Celula Celula Binucleacd Nucleoplasmati
- Celular o Nuclear o
s Virais e n (%) rn rn rn n (%) o n (%) ca
n (%) (%) (%) (%) n (%)
1
CmVv 12 5 6 o o o o o
positivo  (60%)  (71.%) (60%) 0 (0%) (10)0/0 6 (66,6%) 8 (57,1%) 1 (100%)
2
CMV 0, 2 4 0, 0, 0, 0, 0,
negative 8 (40%) (28,6%) (40%) (10)0/0 0(0%) 3(33,3%) 6 (42,9%) 0 (0%)
CMV p 0,201 0,478 0,478 0,478 0,478 <0,001* 0,014 <0,001*
POM 0, 2 7 0, 0, 0, 0, 0,
positivo 9 (45%) (28,6%) (70%) 0(0%) 0 (0%) 4 (44,4%) 4 (28,6%) 1 (100%)
2 1
POM 11 5 3 0 o o o o
negativo  (65%)  (71,0%) (30%) (10)0/0 (10)0/0 5(55,6%) 10 (71,4%) 0 (0%)
POM p 1 0,208 0,208 0,208 0,208 0,016 0,239 <0,001*
2 1
EBV 0 1(14,3 5 o o 0 0 9
pOSitivo 6 (30%) %) (50%) (10)0/0 (10)0/0 4 (44,4%) 5 (35,7%) 1 (100%)
EBV 14 6 5 . 0 0 0
negativo  (70%)  (85.7%) (50%) 0(0%) 0 (0%) 5(55,6%) 9 (64,35) 0 (0%)
EBV p 0,414 0,494 0,494 0,494 0,494 0,09 0,655 <0,001*
2
HSV 0, 2 1 0, 0, 0, 0, 0,
pOSitivo 3 (15%) (28,6%) (10%) (10)0A) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
1
HSV 17 5 9 0 o o o o
negativo (85%) (71,%) (90%) 0 (0%) (10)0/0 9 (100%) 14 (100%) 1 (100%)

HSVp <0,001* 0,492 0,492 0,492 0,492 0,285 0,039 0,102



vzv
positivo

vzv
negativo

VZV p

HIS. IV
positivo

HIS. IV
negativo

HIS.IV p
QIV1

QIV 2

QIV3

QIV 4
QIVD P

2 (10%)
18
(90%)
<0,001*
14
(70%)

6 (30%)
0,022
3 (15%)

4 (20%)

7(35%)

0 (0%)
0,628

1(14,3
%)

6
(85,7%)
0,055

5
(71,%)

2
(28,6%)
0,306

2
(28,6%)

0 (0%)

3

(42,9%)
0 (0%)
0,567

0 (0%)

10
(100%
)
0,055

8
(80%)

2
(20%)
0,306

1
(10%)
3
(30%)
4

(40%)

0 (0%)
0,567

0 (0%)

2
(100%
)
0,055

0 (0%)

2
(100%
)
0,306

0 (0%)
0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)
0,567

1
(100%
)

0 (0%)

0,055
1
(100%
)

0 (0%)

0,306
0 (0%)

1
(100%
)

0 (0%)
0 (0%)
0,567

0 (0%)

9 (100%)
0,083

7 (77,8%)

2 (22,2%)
<0,001*
2 (22,2%)

2 (22,2%)

0 (0%)

0 (0%)
0,932

1 (7,1%)

13 (92,9%)
0,005

10 (71,4%)

4 (28,6%)
<0,001*
3 (21,4%)

4 (28,6%)

1(7,1%)

1(7,1%)
0,168

48

0 (0%)

1 (100%)
0,317

1 (100%)

0 (0%)
<0,001*
0 (0%)

0 (0%)

1 (100%)

0 (0%)
0,426

MN: Micronucleo; CMV: Citomegalovirus; POM:

Poliomavirus; EBV: Epstein-Barr Virus; HSV: Herpes
Virus Simples; VZV: Varicela Zoster Virus; HIS.IV: Histérico de Infecgdo Viral pds Transplante; QIV:
Quantidade de Infecgdes Virais Distintas; Foi admitido uma significancia de 95%; O Teste Exato de
Fisher foi utilizado para as associa¢fes entre a quantidade de micronicleos nas células e a presenca
de das infec¢Bes virais especificas e inespecificas. Teste McNemar foi utilizado para a associacéo entre
as variaveis de infe¢des virais especificas com a presenca de micronucleo, brotamento, binucleacéo e
ponte nucleoplasmatica.

Tabela 4 — Associacdes Entre a Queilite Actinica e as Alteragdes Nucleares

Alteracbes Presen¢g Ausénci QA QA grau QA QA
Nucleares ade QA adeQA P grau | I grau lll grau IV P
6 2
Prese(rr‘]‘)?"j‘(ydoe MN 12 60%) 8(40%) 0,072 (30.)0 % 5 %) (20.)0 % 0(0%) 027
3
1 MN Celular 5 2 0 o 2 o
iy 6 1o (2sowy 0903 (42.)9 b 0(0%) (pggny O0(0%) 0554
3
2 MN Celular 5 o 0 oy 1(100% o
ny 6 (7140, 5(50%) 0903 (42.)9 % 1000%) 109% 0(0%) 0554
3 M(Nn)cﬁ/'ou'ar 1(50%) 1(50%) 0903 0(0%) 1(100%) O0(0%) O0(0%) 0,554
0,
5 M(':'])S(‘,"/(')“'ar 1(100%) 0(0%) 0903 0(0%) 0 (0%) 1(13’0/" 0(0%) 0,554
Brotamento 2
6 3 . . 1(11.1% 3 .
Nuclear (66,7%)  (33,3%) <0,001* (22.2% ) (33,3%) 0(0%) 0.649

(n) /%

)
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Binucleacao 4

6 8 0 2
N(%?/eozr @2on) 7w 0007 (288% 00%) 5

)

Ponte
Nucleoplasmatic 0 (100%) 1(0%) <0,001* 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0O (0%) 1

a(n) /%
QA: Queilite Actinica; MN: Micronucleo; Foi admito uma significancia de 95%; O Teste
Exato de Fisher para associagdo entre a quantidade de micronlicleos e o
estadiamento da queilite actinica; O Teste McNemar foi utilizado para a associagao
da presenca de queilite actinica e as variaveis de presenca de micronucleo,
brotamento, binucleacdo e ponte nucleoplasmaética.

0(0%) 0,142

DISCUSSAO

Estudos sobre andlise de anomalias nucleares de genotoxicidade ou
citotoxicidade de células da boca de individuos com doencga renal crénica ou em RTR
ainda sdo muito escassas na literatura. Principalmente quando se diz respeito a
analise de células do labio inferior (AYKANAT et al., 2016; GANDHI; TUNG, 2017). O
presente estudo realizou as andlises citoldgicas no labio inferior, especificamente na
regido de mucosa labial, vermelhdo do labio e semimucosa dos labios inferiores, ja
que, a literatura indica que essas regides sdo alvo de lesdes orais potencialmente
malignas e de carcinoma espinocelular (CEC) em RTR (D’ARCY et al.,, 2021;
LAPRISE et al.,, 2019; MARSHALL, 1974; NOLAN et al., 2012; VAN ZUUREN; DE
VISSCHER; BAVINCK, 1998). Portanto, o estudo da regido de mucosa labial,
vermelhdo do labio e semimucosa dos Iabios inferiores é importante para contribuir
com as analises da carcinogénese e prevencdo do CEC de labio em RTR.

A analise de células bucais da regido de mucosas jugais bilaterais foram
realizadas em individuos com doencga renal cronica sob hemodialise, e a principal
anomalia nuclear encontrada foi a binucleagdo nuclear (BN), um biomarcador de
distarbios proliferativos celulares (GANDHI; TUNG, 2017). Este estudo revela ainda
que, quanto maior o tempo de hemodialise, maior foi a presenca de MN e BN
(GANDHI; TUNG, 2017). No presente estudo, ndo se observou associagdo ou
correlacdo entre a presenca de anomalias nucleares e o tempo de dialise.

A analise de células da mucosa jugal, porém em criancas com doenca renal
cronica na fase pré-didlise, sob hemodialise e apdés o TxR, observou maiores
guantidades de anomalias nucleares, como o MN em todos os grupos avaliados
(AYKANAT et al., 2016). Porém, a manifestacdo de BN e brotamento celular foram
mais frequente em RTR (AYKANAT et al., 2016). Observamos no presente estudo
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aumento da quantidade de BN associada ao aumento do tempo de didlise e TxR.
Duas outras pesquisas analisaram células bucais de adultos RTR, porém como a
regido de estudo foi a mucosa jugal através de avaliacado citomorfométrica, os artigos
evidenciam outros tipos de alteragdes celulares que ndo contribuem para a avaliagao
da carcinogénese em labio inferior (KELES et al., 2011, 2015).

O uso de imunossupressores e sua relacdo com MN também foram alvo de
estudo in vitro, utilizando as concentragfes medicamentosas séricas de RTR, onde foi
possivel observar, que quanto maior concentracdo sérica de Tracrolimus e
Ciclosporina, maior foi a presenca de MN (CILIAO et al., 2015). No presente estudo
houve presenca significativa de anomalias nucleares, como o MN, quando o RTR
utilizava Tacrolimus e Micofenolato. Observamos ainda que a presenca de MN
ocorreu mais em RTR que n&o realizavam terapia imunossupressora com
Ciclosporina, provavelmente porque € um imunossupressor cada vez mais esta em
desuso.

O presente estudo associou a presenca anomalias nucleares em células do
labio inferior de RTR com o histérico de infec¢des por virus oncogénicos como CMV,
Poliomavirus, EBV, Herpes Virus Simples e Herpes Zoster. Assim, foi observado que
o histérico de infecdo por um ou mais virus oncogénicos, foi associado a maior
prevaléncia de MN nos RTR, porém sem associacao especifica a algum dos virus
mencionados.

Entretanto, alguns estudos que avaliaram a presenca de anomalias nucleares
de individuos néo transplantados, com historico de infecces por virus oncogénicos,
(ILYINSKIKH et al., 1998; URAZOVA et al., 2001), revelaram que quanto maiores
concentracdes séricas de titulos de IgG para EBV, maior era a prevaléncia de MN
(ILYINSKIKH et al., 1998), além de evidenciar que tanto em casos de infecdo aguda
ou mesmo apoés 1 ano de resolugdo da infec¢do por EBV, os individuos com o histérico
desta infeccdo apresentaram maior prevaléncia de MN (URAZOVA et al., 2001).
Porém, estes estudos realizaram esta avaliacdo através da analise de linfocitos
coletados na corrente sanguinea que esta mais relacionada com infec¢gdes a distancia,
e ndo permite associagéo direta entre anomalias nucleares e possiveis lesdes no labio
inferior em RTR.

A prevaléncia de lesbes orais potencialmente malignas e sua associa¢cdo com
anomalias nucleares vem sendo estudadas a mais de 20 anos (PRASAD;
MUKUNDAN; KRISHNASWAMY, 1995), dentre as lesbes orais potencialmente
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malignas estudadas destacam-se a leucoplasia, o liquen plano e a fibrose da
submucosa oral, as quais todas foram associadas a maior prevaléncia de MN
(BLOCHING et al., 2000; GUPTA; GUPTA; AGARWAL, 2019; SANCHEZ-SILES et al.,
2014; SANGLE et al., 2016). O aumento da prevaléncia de MN, nos individuos com
leucoplasia, esta associado a individuos com exposi¢cao a solventes organicos e uso
de tabaco (BLOCHING et al., 2000; SANGLE et al., 2016). Apenas um artigo associou
outras anomalias nucelares como BN e Brotamento nuclear com a presenca da
leucoplasia oral (SANCHEZ-SILES et al., 2014). Todos os estudos citados
anteriormente sobre a presenca de anomalias nucleares em individuos com lesbes
orais potencialmente malignas ndo avaliaram a presenca de anomalias nucleares na
queilite actinica nem avaliacdo da regido de labio inferior (BLOCHING et al., 2000;
GUPTA; GUPTA; AGARWAL, 2019; SANCHEZ-SILES et al., 2014; SANGLE et al.,
2016) .

O presente estudo revelou que ndo ha associacao significativa entre a presenca
de MN e a QA (p=0,072), o que contraria a os demais estudos que associas MN a
lesbes orais potencialmente malignas (BLOCHING et al., 2000; GUPTA; GUPTA,
AGARWAL, 2019; SANGLE et al., 2016). Este resultado que gquase se aproxima de
um valor significativo, e pode ser sido influenciado pela pequena amostra deste
estudo. Além disso, outro fator que pode ter contribuido para esse resultado é a
quantidade de células com MN que podem variar de acordo com a regido bucal
analisada, sendo mais presente por exemplo, na mucosa jugal, palato duro e lingua
respectivamente(SUHAS et al., 2004).

Além da presenca de MN aumentar significativamente em individuos com
lesbes orais potencialmente malignas, ha também aumento mais importante ainda
quando ha a presenca do CEC de boca (SHRAVANI et al., 2018). Associou-se
também a presenca de MN com estadiamentos mais graves do CEC de boca
(SANGLE et al.,, 2016), por isso o MN pode ser utilizado para prever o risco de
desenvolvimento do CEC de boca, principalmente em tabagistas crénicos (ALPIRE et
al., 2021) e em individuos que praticam o tabagismo simultaneo ao etilismo (BOHRER
et al., 2005). Assim como ha associacao entre o tabagismo e a presenca de anomalias
nucleares, também ha a mesma associacdo em individuos que utilizam enxaguatérios
bucais que contém alcool (DOREA et al., 2012; ZAMORA-PEREZ et al., 2013) e com
historico de exposicdo solar cronica (NAIR-SHALLIKER et al., 2014). Entretanto, o

estudo que associou o aumento de MN com o histérico de exposicao solar crénica foi
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realizado em células linfocitarias circulantes na corrente sanguinea (NAIR-
SHALLIKER et al., 2014), o que impossibilita a associacéo destes achados com les6es
no labio inferior. Da mesma maneira, o presente estudo ndo revelou associagao entre
o histérico de exposicdo cronica e a presenca de MN de células do labio inferior
(p>0,05).

A manifestacdo de MN nos labios foi estudada ha mucosa e semimucosa do
labio superior e que observaram associacao positiva (KLARIC et al., 2013) e negativa
(REZENDE et al., 2016) entre a presenca de MN e o contato do &cido clareador dental
nas superficies epiteliais. Ja em um estudo que analisou a presenca de MN em
diversas regifes da boca, incluindo o vermelhdo do labio inferior, observou que o
vermelh&o do labio possuia menos MN do que o assolho bucal e a face lateral da
lingua (BOHRER et al., 2005). Apesar do labio inferior manifestar menos MN do que
outros sitios bucais (BOHRER et al., 2005) o que pode justificar a associa¢do nao
significativa entre o MN e a QA no presente estudo, a falta de analises que associem
a exposicdo solar cronica e alteragbes especificas do no labio inferior (NAIR-
SHALLIKER et al., 2014), junto a escassos estudos que analisam MN em individuos
com QA, ainda ndo permite ter resultados conclusivos.

As limitacBes deste estudo foram o tamanho da amostra, auséncia de um grupo
controle e perfil de tipo transversal. Por essa razao, sugerimos que futuras pesquisas
possam avaliar a presenca de anomalias nucleares em RTR com QA com maior
namero de participantes, e de preferéncia estudos longitudinais avaliem os RTR antes
e depois do transplante renal afim de observar tanto a evolugéo das QA, quanto a

presenca de anomalias nucleares antes e depois do TxR.

CONCLUSAO

A presenca de anomalias nucleares foi associada a presenca da queilite
actinica nos receptores de transplante renal, principalmente as anomalias de
binucleacdo nuclear e brotamento nuclear. Estas anomalias nucleares estéo
principalmente associadas a individuos do sexo masculino, em uso de Tacrolimus e
Micofenolato, que possuem o historico de infec¢gbes de virus oncogénicos, historico
de mais de 10 anos de realizacdo de didlise e com mais de 7 anos decorridos do
transplante renal. As anomalias de binucleacdo e brotamento nuclear sé&o
biomarcadores celulares mais significativos para a queilite actiinca em receptores de

transplante renal, quando comparados com a presenca de microndcleo.
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3. DISCUSSAO AMPLIADA E FUNDAMENTADA

O presente estudo avaliou a manifestacdo da QA em RTR, que é uma leséo
oral potencialmente maligna que tem evolucgéo clinica para carcinoma espinocelular
(DANCYGER et al., 2018; VAN ZUUREN; DE VISSCHER; BAVINCK, 1998). Além
disso, também foram associacdo a QA e carateristicas dos RTR com a presenca de
anomalias nucleares, para criar estratégias que possam contribuir & prevencao e
diagnéstico precoce do cancer de labio inferior (CAL).

Tanto a QA quanto o CAL possuem maior incidéncia nos RTR quando
comparados a individuos que nao receberam TxR (NOLAN et al., 2012). Por isso, a
avaliacdo odontoldgica se torna importante para prevencdo do CAL, ja que, além de
possuir um diagndstico precoce antes de sua transformacao maligna, hd um melhor
prognostico quando o CAL e presenca da QA ocorrem simultaneamente no mesmo
paciente (DE ABREU et al., 2006). Diante desta premissa, este estudo associou o
perfil clinico dos RTR que manifestaram QA com as anomalias nucleares.

Neste estudo, observamos que além da Azatioprina, outros imunossupressores
como o uso do Tacrolimus e Sirolimus também foram associados a presenca da QA.
Estas associacdes podem contribuir na identificacdo de RTR com maior incidéncia de
lesbes orais potencialmente malignas, principalmente se houver manifestacdo de
lesGes do tipo epiteliais malignas ou potencialmente malignas na pele (ZUUREN; DE
VISSCHER; BAVINCK, 1998). O uso de imunossupressores foi associada a presenca
de MN quando havia concentra¢gées medicamentosas séricas mais altas nos de RTR,
onde foi possivel observar, que quanto maior concentragdo sérica de Tracrolimus e
Ciclosporina, maior foi a presenca de MN (CILIAO et al., 2015). No presente estudo
houve presenca significativa de anomalias nucleares como o0 MN em RTR que
utilizavam Tacrolimus e Micofenolato. Observamos ainda que a presenca de MN
ocorreu mais em RTR que nao realizavam terapia imunossupressora com
Ciclosporina, provavelmente porque é um imunossupressor que cada vez mais esta

em desuso.

Neste estudo, o maior grau de QA com maior risco de evolugéo para CAL foi
observado em individuos com exposicéo solar cronica e em uso de Micofenolato, um
achado interessante, jA que, outros estudos epidemioldgicos que analisaram 0s

imunossupressores e a QA ou CAL, mencionaram principalmente sua associa¢gdo com
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Azatioprina e a Ciclosporina somente (MARSHALL, 1974; VAN LEEUWEN et al.,
2009).

A exposicdo solar crénica € o principal fator etiolégico associado a QA(DE
SANTANA SARMENTO et al., 2014; JADOTTE; SCHWARTZ, 2012), e de acordo
com estudos epidemioldgicos, tanto a prevaléncia quanto a gravidade da QA
aumentam quando o histérico de tempo de exposicdo solar crbnica € maior que
10(MIRANDA et al., 2012), 15 (DOS SANTOS et al., 2018) e 30 anos(DE OLIVEIRA
RIBEIRO; DA SILVA; MARTINS-FILHO, 2014). Esta associacéo faz com que diversas
classes de trabalhadores que se expdem cronicamente ao sol entrem no grupo de
risco para o desenvolvimento da QA, como acontece com os trabalhadores de
extrativismo de mineragdo(DOS SANTOS et al., 2018), de praia(DE SOUZA LUCENA
et al., 2012) e de trabalhadores na agricultura de cana de agucar(MIRANDA et al.,
2012) e pescadores(DE OLIVEIRA RIBEIRO; DA SILVA; MARTINS-FILHO, 2014). Os
estudos que relataram a incidéncia de QA e CAL nos RTR, e até mesmo os que
estudam QA em populacdo sem TxR (DE SANTANA SARMENTO et al., 2014; DOS
SANTOS et al., 2018), pertencem a estudos com populaces de paises equatoriais
ou de clima quente tropical com populacéo leucoderma, como por exemplo estudos
em populacdes Australianas e Brasileiras, (DE ABREU et al., 2006; DE SANTANA
SARMENTO et al., 2014; DOS SANTOS et al., 2018; MARSHALL, 1974; MIRANDA
et al.,, 2012; VAN ZUUREN; DE VISSCHER; BAVINCK, 1998) os quais mencionaram
também que junto ao fator geogréafico de maior incidéncia de raios solares, a cor da
pele também é um fator relacionado a maior indecéncia da QA (DE OLIVEIRA
RIBEIRO; DA SILVA; MARTINS-FILHO, 2014; DE SANTANA SARMENTO et al.,
2014; DOS SANTOS et al., 2018) e até mesmo do CAL(VAN LEEUWEN et al., 2009).

Apesar das anomalias nucelares também possuirem diversos fatores
etiolégicos associados a QA, como exposicao solar, tabagismo e etilismo, condi¢cdes
nutricionais e pesticidas entre outros (KASHYAP; REDDY, 2012; WAGNER et al.,
2021). Neste estudo, ndo houve associacdo entre a presenca de anomalias nucleares
e os fatores de risco estudados. Entanto, houve associacdo ente a presenca de
anomalias nucleares e a presenca da QA, corroborando os achados da literatura que
associam a presenca de anomalias nucleares com as e a manifestacao de lesdes
orais potencialmente (KASHYAP; REDDY, 2012),
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O presente estudo contou com uma populacdo de 33% de individuos
leucodermas, com 45,83 % de historico de exposicdo solar crénica. Essas
carateristicas podem ter contribuido na manifestacdo da QA em 60% dos RTR.
Observou-se ainda que a QA se manifestou em graus mais leves | e Il em individuos
melanodermas, e de forma muito mais grave nos individuos leucodermas,
principalmente aqueles com historico de exposicdo solar, que manifestaram QA grau
IV e que sugere maiores graus de displasia e indicacbes de evolugcao para CAL
(POITEVIN et al.,, 2017). Corroborando com esses achados, além dos RTR
melanodermas apresentarem associacdo com manifestacdo de QA, também se
observou sua relagcdo com a presenca de MN. Estes achados sdo peculiares e nao
estdo de acordo com outros estudos que demonstraram que todas as alteragdes a
nivel clinico ou celular causadas pelo sol, ocorre mais em individuos leucodermas (DE
ABREU et al., 2006; DE SANTANA SARMENTO et al., 2014; DOS SANTOS et al.,
2018; MARSHALL, 1974; MIRANDA et al., 2012; VAN ZUUREN; DE VISSCHER;
BAVINCK, 1998.

No presente estudo, apesar dos casos mais graves de QA terem se
manifestado em RTR com o historico de exposi¢do solar crbénica, o histérico de
etilismo, tabagismo e a exposi¢cado a agentes quimicos volateis, estiveram associados
a manifestacdo de QA nos RTR. Esta associacdo de fatores etioldégicos pode
representar que a carcinogénese no RTR também esta envolvida ao efeito cumulativo
multifatorial de diversos fatores etiolégicos carcinogénicos aumentados pela
imunossupress@o(LOPEZ-PINTOR et al., 2011) e intensificados pela uremia crénica
antes do TXxR(MAISONNEUVE et al., 1999; VAMVAKASA; BAHNERB; HEIDLANDB,
1998).

A literatura também menciona que além dos maiores indices de CAL nos RTR,
o cancer de rim, de glandulas endécrinas e os linfomas ndo-Hodgkin (SHANG et al.,
2016) (BIRKELAND et al., 1995) também s&o mais incidentes nessa populagédo. A
manifestacdo destas neoplasias malignas, assim como a sua carcinogénese, podem
estar associados a infec¢cdes por Epstein-Barr Virus e Herpes Virus Humano-8,
principalmente as do tipo Linfoproliferativa e Sarcoma de Kaposi (LE, 2016). No
presente estudo, observou-se que a presenca de QA estava associada ao historico
de infeccéo por Epstein-Barr Virus e pelo Herpes Virus Simples.

O histérico de infec¢des por Virus Herpes Simples em labios com QA de RTR,
pode apresentar maior risco de evolucado para CAL (MARTIN; MARSHALL, 1971).
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Desta maneira, o historico de infec¢des virais desencadeadas por Epstein-Barr Virus
e Herpes Virus Simples, sugere que estas informacdes podem servir como
biomarcadores para os RTR com maiores taxas de desenvolvimento da QA e CAL,
principalmente, devido a presenca de Epstein-Barr Virus que infecta a mucosa oral
normal sem a manifestacédo de lesées em mais de 70% dos RTR (AMMATUNA et al.,
1998, 2001).

A presenca de outros virus oncogénicos associados a manifestacéo de lesbes
potencialmente malignas em RTR, também € mencionado na literatura (NETO
PIMENTEL et al., 2019), como por exemplo a associacdo da QA e a infecdo por
Papiloma Virus Humano, principalmente as variantes pl6. Em alguns casos, foi
possivel observar a transformacao maligna de QA infectadas pelas variantes p16 e 18
do Papiloma Virus Humano(NETO PIMENTEL et al., 2019). No presente estudo, ndo
houve associacéo entre o historico de infecdo do Poliomavirus e do Papiloma Virus
Humano com presenca ou estadiamento da QA.

Observamos ainda que houve a presenca anomalias nucleares em células do
labio inferior de RTR quando houve historico de infec¢des por virus oncogénicos como
CMV, Poliomavirus, EBV, Herpes Virus Simples e Herpes Zoster. Assim, foi
observado que o historico de infecdo por um ou mais virus oncogénicos, foi associado
a maior prevaléncia de MN nos RTR, porém sem associacao especifica a algum dos
virus mencionados.

Entretanto, alguns estudos que avaliaram a presenca de anomalias nucleares
de individuos néo transplantados, com historico de infec¢des por virus oncogénicos,
(ILYINSKIKH et al., 1998; URAZOVA et al.,, 2001), revelaram que quanto maiores
concentracdes séricas de titulos de IgG para EBV, maior era a prevaléncia de MN
(ILYINSKIKH et al., 1998). Assim mesmo, quando RTR que tanto em casos de infe¢cao
aguda ou mesmo apoés 1 ano de resolucdo da infecgédo por EBV, apresentaram maior
prevaléncia de MN (URAZOVA et al., 2001). Porém, estes estudos realizaram esta
avaliagdo de anomalias nucleares através da analise de linfocitos coletados na
corrente sanguinea que esta mais relacionada com infeccbes a distancia, e nao
permite associacdo direta entre anomalias nucleares e possiveis lesdes no labio
inferior em RTR.

Apesar dos resultados semelhantes em relacdo aos parametros dos RTR com a
QA e os MN, o presente estudo revelou que ndo houve associacao significativa entre

a presenca de MN e a QA. Estes resultados, contrariam os demais estudos que
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associam MN as lesbGes orais potencialmente malignas (BLOCHING et al., 2000;
GUPTA; GUPTA; AGARWAL, 2019; SANGLE et al., 2016). Este resultado pode ter
sido influenciado pela pequena amostra deste estudo. Além disso, outro fator que
pode ter contribuido para esse resultado € a quantidade de células com MN que
podem variar de acordo com a regido bucal analisada, sendo mais presente por
exemplo, na mucosa jugal, palato duro e lingua respectivamente(SUHAS et al., 2004).

A manifestacdo de MN nos labios foi estudada na mucosa e semimucosa do
labio superior e que apresentou associagao positiva (KLARIC et al., 2013) e negativa
(REZENDE et al., 2016) entre a presenca de MN e o contato do &cido clareador dental
nas superficies epiteliais. Ja em um estudo que analisou a presenca de MN em
diversas regides da boca, incluindo o vermelhdo do labio inferior, observou que o
vermelh&o do labio possuia menos MN do que o assolho bucal e a face lateral da
lingua (BOHRER et al., 2005).

Segundo a literatura, o labio inferior pode manifestar menos MN do que outros
sitios bucais (BOHRER et al., 2005), o que pode justificar que ndo se tenha tido
associacao significativa entre o MN e a QA no presente estudo. Da mesma maneira,
a falta de analises que associem a exposi¢ao solar crénica e alteracdes especificas
do no labio inferior (NAIR-SHALLIKER et al., 2014), e a escassa literatura sobre
anomalias nucleares como o MN em individuos com QA, ainda ndo permite ter
resultados conclusivos.

Sugerimos que futuras pesquisas possam avaliar a presenca de anomalias
nucleares em RTR com QA com maior niumero de participantes, de preferéncia
estudos longitudinais que avaliem os RTR antes e depois do transplante renal afim de
observar tanto a evolucao das QA, quanto a presenca de anomalias nucleares antes
e depois do TxR. Além disso, estudos futuros deveréo avaliar a dose intravenosa dos
imunossupressores e sua relagdo com o Antigeno de Histocompatibilidade Humana -
HLA. Essas informacdes e carateristicas propostas para futuros estudos foram as
principais limitacdes neste estudo. Também, sugerimos que a analise de outros
biomarcadores da carcinogénese labial, além da QA, como as alteracfes a niveis
nucleares, imuno-histoquimicos e proteicas possam ser avaliadas para poder

contribuir na prevencao e diagnostico precoce do CEC de labio inferior nos RTR.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA
Titulo da Pesquisa: Analise de Biomarcadores Bucais Carcinogénicos em Individuos com Doenca
Renal

Crénica Receptores de Transplante Renal. Pesquisador: PAULO SERGIO DA SILVA SANTOS

Area Tematica:

Verséao: 2

CAAE: 12798019.3.0000.5417

Instituigdo Proponente: Universidade de Sao Paulo Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 4.239.320
Apresentagao do Projeto:

Este estudo sera caracterizado como uma pesquisa translacional do tipo caso-controle clinico e
laboratorial. O estudo sera realizado na Faculdadede Odontologia de Bauru e Hospital Estadual de
Bauru. Os pacientes serao recrutados nas clinicas de Triagem, Estomatologia e no Centro de
Pesquisas Clinicas da Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade de Sao Paulo, assim como
no Setor de Terapia Renal Substitutiva do Hospital Estadual de Bauru. Os exames clinicos, coleta de
dados e de material biolégico seréo realizados no Centro de Pesquisas Clinicas, e Hospital da Clinicas
de Ribeirdo Preto da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de Sdo Paulo. Havera
1 grupo controle com50individuos receptores de transplante renal e um grupo controle com 50
individuos sem doenga renal crénica.Cada grupo de estudo sera constituido por 50 individuos com
idade acima de 18 anos, pareados por género e idade entre sim, com diagnostico de doenga renal
cronica e que aceitem participar voluntariamente da pesquisa. Serdo excluidas pessoas com doengas
infectocontagiosas (ex: Hepatites, AIDS), com disturbios neuroldgicos, psiquiatricos, que estejam em
tratamento com quimioterapicos ou que tenham realizado radioterapia em regidao de cabecga e
pesco¢o.O grupo controle sera pareado por género e por idade com os demais grupos, constituido de
50 individuos sem quaisquer comprometimentos sistémicos que altere drasticamente as condi¢des da
saude oral, como a diabetes mellitus, doenc¢as autoimunes, doenca renal cronica, doengas hepaticas,
doencgas hematoldgicas, com diagndstico de cancer ou em tratamento oncoldgico, usuarios de drogas
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ilicitas,transplantados de 6rgaos, em terapia imunossupressora, disturbios endécrinos e com doengas
infectocontagiosas e fumantes.Informagdes do paciente como o sexo, idade, tempo de diagndstico da
doenga base, tempo (em meses) que realizou dialise peritoneal ou\e hemodialise antes dotransplante
renal, tempo em meses que realizou transplante de rim, nome, dose, e tempo de uso dos medicamentos
em uso, principalmente osimunossupressores, doengas e comorbidades presentes e exames
sorologicos de rotina.Os participantes deste estudo serdo submetidos avaliagdes bucais através
anamnese direcionada a sintomatologias de disgeusia, disfagia, ardor bucal, xerostomia e dor na boca
ou dente seguindo o padrao de avaliagao da escala visual analdgica de dor (EVAD) dentaria ou bucal
(PRICE et al.,1983. Em seguida, os individuos receberam uma avaliagao da toda a boca na busca de
alteragdes da normalidade. Apos o exame odontoldgico osindividuos realizardo avaliagao periodontal
através do periograma (EKE et al., 2012).Serédo realizados exame de citologia esfoliativa nos
participantes, os quais serao posteriormente corados com Papanicolau, hematoxilina e eosina eReagao
de Feulgen para posterior analise morfolégica, morfométrica, alteragées degenerativas, nucleares e
gquanto a presencga de micronucleos.Sera realizado a coletado 10ml de saliva para avaliagdo proteémica
de 10 individuos de cada grupo. O software ProteinLynx Global Server (PLGS)verséao 3.0 sera utilizado
para processar e pesquisar os dados LC-MSE continuos. As proteinas serao identificadas utilizando o
algoritmo decontagem de ions do software, sendo realizada pesquisa na base de dados Homo sapiens
(revisado apenas, UniProtKB/Swiss-Prot) baixada em abril de 2017 a partir do UniProtkB
(http://Iwww.uniprot.org/).Sera realizado analise imuno-citoquimica de células provenientes no
vermelhao de labio, mucosa jugal e assoalho bucal com os imunomarcadoreshMLH1,hMSH2 e GSTpi
nos individuos do grupos controle e grupo de estudo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:Analisar a presenca de biomarcadores celulares, salivares e alteragdes bucais, nos
RTR e compara-las com individuos saudaveis.Objetivo Secundario:Constatar a presenga de sintomas
especificos, por meio de anamnese direcionada e graduagao qualitativa destes sintomas, nos
receptores de transplante renal e compara-los com o grupo controle.Constatar a presenga de lesées
potencialmente malignas, por meio de avaliagao estomatoldgica e o estadiamento clinico da lesédo, nos
receptores de transplante renal e compara-los com o grupo controle.Constatar a presenga de doenga
periodontal através avaliagdo periodontal, por meio de periograma completo, nos receptores de
transplante renal ecompara-los com o grupo controle.ldentificar a presenga de fatores endégenos e
exdgenos que contribuam com o processo de carcinogénese bucal e labial, por meio de aplicagdo deum
questionario especifico, nos receptores de transplante renal e
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compara-los com o grupo controle.Analisar a presencga de biomarcadores celulares do Iabio inferior por
meio da avaliagdo de micronucleos, e imunomarcagao das proteinas MLH1,MSH2 e GSTpi, nos
receptores de transplante renal e compara-los com o grupo controle.Analisar a presenga de
biomarcadores salivares, por meio de avaliagdo protedmica e constatagdo de proteinas oncogénicas,
nos receptores de transplante renal e compara-los com o grupo controle.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos dessa pesquisa sdo o possivel constrangimento no momento do exame, cansago e
desconforto no momento da raspagem das mucosasda boca.Beneficios:Os beneficios desta pesquisa
incluem o diagnostico de alteragdes dentarias (como lesdes de carie, pulpite, abscessos dento-
alveolares agudos ecrénicos), periodontais (como gengivite e periodontite), protéticas, (falta de dentes
e necessidade de reabilitacdo), estomatoldgicas (lesées compoténcial de malignizagdo, doencgas
infecciosas bucais, cancer bucal, lesdes reacionais, cistos e tumores dos maxilares) ou de outra
naturezaodontolégica, o qual sera imediatamente encaminhado para o tratamento dessas alteragoes,
além da obtencgao de informagdes que possam ajudarno futuro a melhorar a saude bucal e contribuir
na monitorizagao e controle de cancer de boca de individuos com doenga renal crénica antes e apés o
transplante renal.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Projeto de pesquisa ja aprovado, encaminhado novamente com alteragdes.
Consideragodes sobre os Termos de apresentagao obrigatoéria:

Todos os documentos obrigatérios foram apresentados.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Trata-se de projeto de pesquisa ja analisado e aprovado por este CEP. Em emenda realizada, os
pesquisadores pretendem realizar diversas modificagdes, sendo elas: *Titulo (pagina 1)sPesquisadores
(pagina 1)°Adigéo o item “hipdtese”(paginas 6)*Adi¢cao do item objetivos gerais (paginas 6)*Adigdo do
item objetivos especificos (paginas 6)*Caracterizagéo e local da pesquisa” paragrafo unico. (paginas 7
e 8)*Grupo de Estudo, primeira frase(pagina 8)*Grupo de controle, segunda linha(pagina 8)*Adicao do
item Avaliacao clinica; linhas 8-14 do primeiro paragrafo (pagina 9 )+«Coleta de dados linhas 1 e 2 do
primeiro paragrafo; linhas 2 e 3 do terceiro paragrafo (pagina 11)+Coloracdo: Reacao de Feulgen,
primeiro paragrafo; linha 6 do terceiro parafrafo (paginas 11e 12)«Quantificagéo e classificagdo de
micronucleos, paragrafo 6 (paginas14).-Material e Coleta, primeiro paragrafo (pagina 14)-Adi¢do do
item citoinclusao, primeiro paragrafo(pagina 17)+Analise imuno-citoguimica, segundo paragrafo(pagina
19)Termo de Consentimento Livre e
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EsclarecidosPagina 1, paragrafo le 9.Carta de Anuéncia Interna ao Centro Integrado de
Pesquisas+Confec¢do de um novo documento.Carta de Anuéncia Externa Hospital das Clinicas de
Ribeirao PretosConfecgao de um novo documento.
Todos os documentos pertinentes que fazem referéncia as alteragdes foram apresentados de forma
correta, e desta forma, sou de parecer favoravel a aprovagao da emenda.

Considerago6es Finais a critério do CEP:

A emenda apresentada pelo(a) pesquisador(a) foi considerada APROVADA na reunido ordinaria do
CEP de 05/08/2020, via Google Meet, devido a pandemia da COVID-19 e por orientagdes da CONEP,
com base nas normas éticas da Resolugao CNS 466/12. Ao término da pesquisa o CEP-FOB/USP
exige a apresentagdo de relatdrio final. Os relatérios parciais deverdo estar de acordo com o
cronograma e/ou parecer emitido pelo CEP. Alteragdes na metodologia, titulo, inclusdo ou exclusao de
autores, cronograma e quaisquer outras mudangas que sejam significativas deverao ser previamente
comunicadas a este CEP sob risco de nao aprovagao do relatério final. Quando da apresentagao deste,
deverao ser incluidos todos os TCLEs e/ou termos de doagao assinados e rubricados, se pertinentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem  |Autor Situagao
Informacdes Basicas do|PB_INFORMACOES_BASICAS 154832 (11/07/2020 Aceito
Projeto 7 _E1.pdf 01:43:21
Aloizio
Outros EMENDA_HCRB.pdf 11{07{2020 Premoli  |Aceito
- 01:37:26 .
Maciel
Aloizio
Outros Emenda_ao CEP_PDF.pdf 11{07{2020 Premoli  [Aceito
01:35:17 .
Maciel
. Aloizio
Projeto Detalhado /1oy eNp A PROJETO. pdf 11/07/2020 15 ool |Aceito
Brochura Investigador - 01:34:34 .
Maciel
Aloizio
Outros EMENDA_DOC_CIP.pdf 11{07{2020 Premoli  |Aceito
01:29:30 .
Maciel
TCLE / Termos de .
Assentimento / 11/07/2020 [A0izi0
Justificativa de EMENDA_novo_tcleebiorepositorio.pdf 01:24:51 Premoh Aceito
. Maciel
Auséncia
Aloizio
Outros cartadeencaminhamento26042019.pdf 29{04{2019 Premoli  |Aceito
13:29:00 .
Maciel
Aloizio
Outros anuenciahistobio.pdf 27(04{2019 Premoli  |Aceito
00:36:40 Maciel
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Declar_agéo . declaracaopesquisadores.pdf 27{04{2019 AIoiz_io Premoli Aceito
Pesquisadores 00:26:17 Maciel

Outros questionariotecnicoprojeto.pdf Sglgg/iglg ngicziéol Premoli Aceito
Outros anatomed.pdf gg/gilgglg @Ilgizziieol Premoli Aceito
Outros anuenciatriagem.pdf Sg/(l)jléglg Qllg::ziieol Premoli Aceito
Outros anuenciaexternaheb.pdf 38/83/5319 ':}Ilgiczi;ol Premoli Aceito
Outros anuenciacpc.pdf 38/8411/(2)219 ngiczi(is Premoli Aceito
Outros anuenciaestomato.pdf 58/83/2219 @Ilgi:zicieol Premoli Aceito
Folha de Rosto 26042019folhaderosto.pdf gglgg/iglg @Ilgi:zicieol Premoli Aceito

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

BAURU, 26 de Agosto de 2020

Assinado por:

Juliana Fraga Soares Bombonatti (Coordenador(a))
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIO E BIOREPOSITORIO

Queremos convida-lo (a) a participar da pesquisa Andlise de Biomarcadores
Bucais Carcinogénicos em Individuos com Doenca Renal Cronica Receptores
de Transplante Renal sob responsabilidade do Prof. Dr. Paulo Sérgio da Silva
Santos e do doutorando Aloizio Premoli Maciel realizada na Faculdade de
Odontologia de Bauru — FOB/USP em parceria com o Hospital Estadual de Bauru
(HEB). Esta pesquisa tem como objetivo analisar a presenga de biomarcadores
celulares, salivares e alteracdes bucais, nos receptores de transplante renal e
compara-las com individuos saudaveis.

Caso o(a) senhor(a) aceite participar da pesquisa, vocé sera devidamente

encaminhado ao Centro de Pesquisas Clinicas (CPC) da Faculdade de Odontologia
de Bauru (FOB) onde recebera tratamento e acompanhamento odontolégico por uma
equipe de cirurgides-dentistas capacitados em atendimentos a pacientes com doenca
renal crénica e transplantados de rim, sendo que o tratamento odontolégico deve ser
realizado para cada paciente com o objetivo de proporcionar satude bucal e evitar
infeccbes de boca que possam acometer outras regides e se tornar uma condi¢ao
grave. Durante o periodo do tratamento odontolégico no CPC vocé passara pelas
avaliacoes diretas da pesquisa. Mesmo apds o término da pesquisa, vocé continuara
a receber atendimento odontolégico na FOB ou no HEB de acordo com suas
necessidades. Além disso, se 0 senhor(a) possui diagnostico de doenca renal crénica,
em caso de quaisquer alteracdes de ordem fisica, fisioldgica e psicoldgica vocé sera
encaminhado ao HEB para devido tratamento.
Caso vocé tenha o diagnéstico de doenca renal crbnica, vocé fara parte do grupo de
estudo e caso nao possua o diagnostico da doenca renal crbnica, fara parte do grupo
controle, realizando as mesmas avaliagdes que 0 grupo que estara participando da
pesquisa.

Vocé sera submetido a um exame clinico odontoldgico, no qual serdo avaliadas
e registradas (fotograficamente) as condi¢cdes bucais, gengivais e periodontais
(gengiva e 0sso ao redor dos dentes). Na avaliagdo odontologica, serdo coletados e
armazenados 10 ml de sua saliva que servira de amostra para analise das proteinas
presentes na sua propria saliva. A amostra de sua saliva sera armazenada no
Laboratério de Bioquimica do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de

Odontologia de Bauru da Universidade de Sao Paulo. O armazenamento dessas
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amostras obedecera aos requisitos estabelecidos na Resolucdo CNS N° 441 de 12 de
maio de 2011 do Conselho Nacional de Saude, para o armazenamento de material
biolégico humano. A avaliacdo odontoldgica completa desta pesquisa contara com um
tempo de uma hora de duracéo.

A amostra de sua saliva e os resultados provenientes dela serdo usados
apenas para as finalidades descritas no protocolo de pesquisa e no presente termo
de consentimento livre e esclarecido. Apos a conclusao do estudo, as amostras seréo
armazenadas até por 10 anos, pois poderdo ser usadas em estudos futuros. Apos
este periodo as amostras serdo desprezadas.

Seré realizada também, a coleta das células da sua boca de forma n&do dolorosa e
sem causar danos a sua boca ou dentes, através de uma leve raspagem com uma
espatula de metal nas mucosas das bochechas e labios. Caso o0 senhor(a) permita
gue nos utilizemos a sua saliva e/ou suas células coletadas da boca em pesquisas
futuras que venham a beneficiar os pacientes com doenca renal cronica, por favor
assinale abaixo umas das opgoes:

Concordo com o uso da minha saliva e das minhas células da boca para a realizacao
de pesquisas futuras. ( )

Disponibilizo o uso da minha saliva e das minhas células da boca somente para a
presente pesquisa. ( )

A amostra das suas células ser4 armazenada no Laboratério de Bioquimica do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Estomatologia e no Centro
Integrado de Pesquisas da Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade de
Sdo Paulo. O armazenamento dessas amostras obedecerd aos requisitos
estabelecidos na Resolucdo CNS N° 441 de 12 de maio de 2011 do Conselho
Nacional de Saude, para o armazenamento de material biolégico humano.

No final da avaliagédo, caso seja identificado alguma condi¢&o bucal anormal ou lesao
bucal, seré realizado um registro fotografico exclusivo da regido bucal e vocé recebera
o tratamento odontolégico adequado pelos pesquisadores. Todas as informacoes
registradas, incluindo a fotografia, sdo absolutamente confidenciais, guardados pelo
sigilo profissional (Art 9° do Cdédigo de Etica Odontoldgica), sendo passiveis de uso
em aulas, congressos e em publicagbes em revistas cientificas nacionais e
internacionais pelos pesquisadores desta pesquisa.

Caso haja o descobrimento de alguma alteracdo com o seu material biolégico

coletado, se o senhor(a) permitir, (células da boca e saliva) entraremos em contato
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para que as devidas explicacdes sejam feitas, assim como a nhossa conduta
odontologica em relacédo a estas alteracdes, conforme a Resolugcdo CNS n° 441 de
2011.

Iremos solicitar da Instituicdo/Hospital o qual o senhor(a) realiza
acompanhamento e/ou tratamento para a doenca renal crénica informacdes como o0s
resultados de exames de sangue, medicamentos utilizados, tempo de diagndstico da
doenca renal cronica, tempo e tipo de tratamento realizado e dos dados referentes a
terapia da doenca renal cronica.

A participacdo nessa pesquisa é totalmente voluntaria e o Sr.(a) podera
recusar-se a participar ou desistir da pesquisa em qualquer momento do exame, sem
prejuizos a nenhuma parte envolvida. N&o havera beneficio financeiro aos
participantes da pesquisa e 0s custos de locomocgao para tratamento renal e
odontoldgico (caso necessario) serdo totalmente de responsabilidade do paciente e
responsavel. Em casos de recrutamentos extraordinarios exclusivos para a pesquisa,
o participante podera ser reembolsado pelos gastos com o transporte gastos para tal.
Apébs aceitar a participacdo nesta pesquisa, vocé recebera uma via deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Diante de algum dano causado ao paciente
oriundo da pesquisa, 0 paciente tera a garantia de indenizacéao. (Lei 466/12, Item IV3,
“a”,“b”, “c”, “d”, “e”, “", “g”, “h”).

O participante da pesquisa, ou seu representante legal, a qualquer tempo e
sem quaisquer énus ou prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizacdo
do material biolégico armazenado em Biobanco ou Biorrepositério, valendo a
desisténcia a partir da data de formalizagdo desta. A retirada do consentimento sera
formalizada por manifestacdo, por escrito e assinada, pelo participante da pesquisa
ou seu representante legal, cabendo-lhe a devolucdo das amostras existentes,
conforme a Resolugcdo CNS n° 441 de 2011.

Os riscos dessa pesquisa sdo o0 possivel constrangimento no momento do
exame, cansaco e desconforto no momento da raspagem das mucosas da boca, os
quais vocé poderd se reportar e imediatamente pausaremos o procedimento e
continuaremos no momento em que 0 vOcé se sentir a vontade para continuar. Os
beneficios desta pesquisa incluem o diagndstico de altera¢des bucais e o tratamento
dessas alteracdes, além de informacdes que possam ajudar no futuro a melhorar a
saude bucal e contribuir na monitorizagcéo e controle de cancer de boca de individuos

com doenca renal cronica antes e apods o transplante renal.
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Em caso de duvidas sobre sua participacao e os beneficios que esta pesquisa
implicara, o (a) senhor (a) podera entrar em contato com o0s pesquisador responsaveis

no enderecgo: Alameda Dr. Octavio Pinheiro Brizolla 9-75 — Bauru SP, pelo telefone

(14) 3226-6113 ou e-mail: paulosss@usp.br. Para denuncias e reclamacdes entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa FOB-USP, Alameda Dr. Octavio Pinheiro
Brizolla 9-75 — Bauru SP ou pelo telefone (14) 3235-8356, e-mail: cep@fob.usp.br,
quando pertinente.

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o Sr. (a)

__, portador da cédula de identidade , apos leitura
minuciosa das informacdes constantes neste TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE

E ESCLARECIDO, devidamente explicada pelos profissionais em seus minimos

detalhes, ciente dos servicos e procedimentos aos quais sera submetido, néo
restando quaisquer davidas a respeito do lido e explicado, DECLARA e FIRMA seu
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO concordando em participar da pesquisa
proposta. Fica claro que o participante da pesquisa, pode a qualquer momento retirar
seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e deixar de participar desta
pesquisa e ciente de que todas as informacdes prestadas tornar-se-do confidenciais

e guardadas por forca de sigilo profissional (Art. 9° do Codigo de Etica Odontoldgica)

Por fim, como pesquisador(a) responsavel pela pesquisa, DECLARO o
cumprimento do disposto na Resolugcdo CNS n° 466 de 2012, contidos nos itens IV.3,
e IV.4, este ultimo se pertinente, item 1V.5.a e na integra com a resolu¢cdo CNS n° 466
de dezembro de 2012.

Por estarmos de acordo com o presente termo o firmamos em duas vias
igualmente validas (uma via para o participante da pesquisa e outra para o
pesquisador) que serdo rubricadas em todas as suas paginas e assinadas ao seu
término, conforme o disposto pela Resolucdo CNS n° 466 de 2012, itens IV.3.f e
IV.5.d.

Bauru, SP, de de

Assinatura do Participante da Pesquisa Nome/Assinatura do Pesquisador(a)

Responsavel
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O Comité de Etica em Pesquisa — CEP, organizado e criado pela FOB-USP,
em 29/06/98 (Portaria GD/0698/FOB), previsto no item VII da Resolugdo CNS n°
466/12 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude (publicada ho DOU
de 13/06/2013), € um Colegiado interdisciplinar e independente, de relevancia publica,
de carater consultivo, deliberativo e educativo, criado para defender os interesses dos
participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrbes éticos.

Qualquer denuncia e/ou reclamacdo sobre sua participacdo na pesquisa
podera ser reportada a este CEP:

Horéario e local de funcionamento:

Comité de Etica em Pesquisa

Faculdade de Odontologia de Bauru-USP - Prédio da Pdés-Graduacédo (bloco E -
pavimento superior), de segunda a sexta-feira, no horario das 14hs as 17 horas, em
dias uteis.

Alameda Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75

Vila Universitaria — Bauru — SP — CEP 17012-901

Telefone/FAX(14)3235-8356

e-mail: cep@fob.usp.br
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