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RESUMO

A cavidade oral ¢ um ambiente Uinico, exposto ao meio externo, € no qual ocorrem
interagdes complexas envolvendo os tecidos moles e duros do hospedeiro, os alimentos,
o0 ar e os microrganismos. A saliva ¢ o fluido biolégico do corpo humano que estd mais
facilmente disponivel, podendo ser obtido de forma nao invasiva, e inclui um grande
nimero de compostos inorganicos e organicos que podem ser quantificados e se tornar
potenciais biomarcadores da satde/doenga oral e geral. Os diagnosticos baseados na
andlise da saliva representam uma das promessas mais importantes da medicina moderna
personalizada, com um impacto potencial em dareas especificas como o rastreio, o
diagnostico precoce, terapia e monitorizagdo pds-terapia, € prognostico.

O objetivo desta revisdo foi determinar a potencial utilidade de diferentes
biomarcadores salivares, entre outros, para ajudar no diagndstico e prognostico de
doengas da cavidade oral. Entre as numerosas doengas da cavidade oral, esta revisdo
narrativa centrou-se no liquen plano oral (LPO) e no carcinoma de células escamosas
orais (CCEQ). Para atingir tal objetivo, foi levada a cabo uma pesquisa bibliogréafica nas
bases de dados PubMed, Scopus, Web of Science e Google Scholar. A pesquisa centrou-
se em publicagdes cientificas publicadas entre 2010 e 2023.

Nesta revisdo foram descritas diversas técnicas usadas para a detecao de
biomarcadores presentes na saliva. Recentemente, vérios estudos tém explorado o uso de
biomarcadores salivares, como microRNAs e proteinas, para o diagnostico precoce e
progndstico de doencgas orais. Os vérios biomarcadores orais que tém sido detetados e
estudados na saliva de pacientes com LPO ou CCEO foram aqui elencados e descritos a
luz do conhecimento atual.

A utilizagdo de biomarcadores salivares oferece oportunidades promissoras para
a diagnostico precoce e o prognoéstico de doengas da cavidade oral, como o LPO e o

CCEO.

Palavras-chave: biomarcador, liquen plano oral, carcinoma de células escamosas

orais, saliva.






ABSTRACT

The oral cavity is a unique environment, exposed to the external environment, and
where complex interactions occur between different surfaces: the host's soft and hard
tissues, food, air and microorganisms. Saliva is the most widely available and easy-to-
obtain biological fluid in the human body and includes many inorganic and organic
compounds that can be quantified and potentially become biomarkers of overall health.
Diagnostics based on saliva analysis represent one of the most important promises of
modern personalized medicine, potentially impacting specific areas such as screening,
early diagnosis, therapy and post-therapy monitoring, and prognosis.

The purpose of this review was to determine the potential usefulness of different
salivary biomarkers, among others, in the diagnosis and prognosis of diseases of the oral
cavity. Among the numerous diseases of the oral cavity, this narrative review focused on
oral lichen planus (OLP) and oral squamous cell carcinoma (OSCC). To achieve this goal,
a literature search was conducted in PubMed, Scopus, Web of Science, and Google
Scholar databases. The search focused on scientific publications published between 2010
and 2023.

In this review, several techniques used for the detection of biomarkers present in
saliva were described. Recently, several studies have explored the use of salivary
biomarkers, such as microRNAs and proteins for the early diagnosis and prognosis of oral
diseases. The various oral biomarkers that have been detected and studied in the saliva of
patients with OLP or OSCC have been listed here and described considering the current
knowledge.

The use of salivary biomarkers offers promising possibilities for the early

diagnosis and prognosis of diseases of the oral cavity, such as OLP and OSCC.

Keywords: biomarker, oral lichen planus, oral squamous cell carcinoma, saliva.






RESUME

La cavité buccale est un milieu unique, exposé a I'environnement extérieur dans
lequel se produisent des interactions complexes entre les tissus mous, durs, la nourriture,
l'air et les micro-organismes. La salive est le liquide biologique le plus facilement
disponible, qui peut-&tre obtenu de manicre non invasive et qui contient un grand nombre
de composés inorganiques et organiques pouvant étre quantifiés et devenir des
biomarqueurs potentiels de la santé/maladie bucco-dentaire et générale. Les diagnostics
basés sur l'analyse salivaire représentent I'une des promesses les plus importantes de la
médecine moderne, avec un impact potentiel dans des domaines spécifiques tels que le
dépistage, le diagnostic précoce, la thérapie, le suivi post-thérapeutique ainsi que le
pronostic.

L'objectif de cette étude était de déterminer l'utilité potentielle de différents
biomarqueurs salivaires, entre autres, pour aider au diagnostic et au pronostic des
maladies de la cavité buccale. Parmi les nombreuses maladies de la cavité buccale, cette
¢tude narrative est centrée sur le lichen plan buccal (LPB) et le carcinome épidermoide
buccal (CEB). Pour atteindre cet objectif, une recherche bibliographique a été effectuée
dans les bases de données PubMed, Scopus, Web of Science et Google Scholar. La
recherche s'est concentrée sur les publications scientifiques publiées entre 2010 et 2023.

Cette revue décrivait différentes techniques utilisées pour la détection de
biomarqueurs présents dans la salive. Plusieurs études ont exploré l'utilisation de
biomarqueurs salivaires, comme les microARN et les protéines, pour le diagnostic et
pronostic des maladies bucco-dentaires. Les différents biomarqueurs buccaux qui ont été
détectés et étudiés dans la salive de patients atteints de LPB ou de CEB sont répertoriés
ici et décrits a la lumicre des connaissances actuelles.

L'utilisation de biomarqueurs salivaires offre des possibilités prometteuses pour
la détection précoce, le diagnostic et le pronostic des maladies de la cavité buccale,

telles que le LPB et le CEB.

Mots clés : biomarqueur, lichen plan buccal, carcinome épidermoide buccal,

salive
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

A cavidade oral desempenha um papel importante na digestdo e faz a ligagdo com o
sistema respiratorio (Segata et al., 2012). O microbioma da cavidade oral ¢ influenciado
por varios fatores e a sua composi¢do afeta a saude oral e geral. Desequilibrios no
microbioma oral podem levar a doengas orais e sistémicas (Gao et al., 2018). O uso de
bactérias probidticas ¢ uma abordagem promissora para promover a saude oral. Manter
um microbioma oral saudavel e equilibrado ¢ essencial para prevenir doencas orais e seus

efeitos em outros orgaos (Lopez-Lopez et al., 2017).

Biomarcadores sdo caracteristicas mensuraveis que estdo associadas a processos
bioldgicos ou respostas a intervencgdes (Carini et al., 2019). Os biomarcadores sdo
sobretudo usados para identificar alteragdes relacionadas com doengas (Carini et al.,

2019).

A saliva ¢ um fluido essencial para a satde oral e contém elementos protetores para
a cavidade oral (Siqueira et al., 2012). Analises de protedmica, gendmica, transcriptdmica
e metabolomica da saliva sdo tteis para identificar potenciais biomarcadores para
diagnostico (Zhang et al., 2016). A colheita adequada de amostras de saliva ¢ importante,
e existem varias técnicas para detetar biomarcadores, nomeadamente ELISA e PCR em
tempo real (Gan & Patel, 2013; Kralik & Ricchi, 2017). Essas técnicas tém sido usadas

para detetar biomarcadores de doengas orais.

O liquen plano oral (LPO) ¢ uma doenga inflamatoéria autoimune da mucosa oral de
etiologia desconhecida. Quando desencadeado por fatores identificdveis como stress
oxidativo, infegcdes virais, alergias alimentares e medicamentos (Kurago, 2016), ¢é
classificado como reagdo ou lesdo liquendide (R. Lu & Zhou, 2021). O LPO afeta
principalmente mulheres com mais de 40 anos, causando lesdes brancas (na forma de
estrias ou placas) geralmente assintomaticas ou lesdes eritematosas (ulcerativas ou
erosivas) que provocam geralmente sintomas como dor ou ardor (Gonzalez-Moles et al.,
2021). Um desequilibrio do sistema imunoldgico e citocinas inflamatorias estdo

associados a esta doenga (Gonzalez-Moles et al., 2019). E objeto de debate se uma
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Biomarcadores orais em liquen plano oral e carcinoma de células escamosas da cavidade oral

pequena percentagem de casos de LPO pode evoluir para cancro oral (Farah et al., 2021;

Gonzalez-Moles et al., 2019).

O carcinoma de células escamosas orais (CCEQO), também conhecido como cancro
oral, ¢ um tipo de cancro que se desenvolve em qualquer localizagdo da mucosa
orofaringea. “Segundo a décima primeira revisao, de 2022, da Classificagdo Internacional
de Doengas (atualizada anualmente pela OMS), o CCEO ¢ o 8° cancro mais frequente no
mundo, afetando principalmente homens com mais de 50 anos. Os principais fatores de
risco sdo tabagismo e consumo de alcool (Thomson, 2012). O processo de transformagao
do tecido oral normal em pré-maligno e maligno ¢ complexo e envolve alteracdes
genéticas que afetam a regulacdo celular, levando a proliferacao descontrolada, alteragdes
na diferenciagdo celular, reparo do DNA, apoptose e imunidade celular (Thomson, 2012).
Estudos recentes t€ém explorado o uso de biomarcadores salivares, como microRNAs e
proteinas, para o diagndstico precoce e prognostico do cancro oral (Greither et al., 2017;
Z.M. Luetal., 2014; Momen-Heravi & Bala, 2018). Esses biomarcadores podem refletir
a expressdo genética e desregulagdo de citocinas, e estdo a ser investigados como
ferramentas potenciais no acompanhamento da doenca e na avaliagdo do tratamento (Loo

& Pui, 2020).
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Meétodo

2. METODO

Foi feita uma pesquisa bibliografica nas bases de dados PubMed, Scopus, Web of
Science e Google Scholar, usando varias palavras-chave entre as quais: “biomarker”,
“oral lichen planus”, “oral squamous cell carcinoma”, “saliva”. Foram consideradas as
publicagdes cientificas publicadas entre 2010 e 2023, com excecao de duas (Chevalier et

al., 2007; OMS, 2002) que apesar de anteriores a 2010 se mostraram ainda relevantes e

uteis atualmente como referéncia.
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Biomarcador

3. BIOMARCADOR
3.1 Defini¢ao

Segundo a FDA (Food and Drug Administration), um biomarcador (ou marcador
bioldgico) € "uma caracteristica definida que ¢ medida como um indicador de processos
bioldgicos normais, de processos patogénicos ou de reagdes a uma exposi¢do ou
intervengao, incluindo intervengdes terapéuticas"
(https://www.fda.gov/drugs/biomarker-qualification-program/about-biomarkers-and-
qualification#what-is). Por outras palavras, um biomarcador ¢ uma caracteristica
bioldgica que pode ser molecular, fisiologica, histoldgica, radiografica ou bioquimica.
Estas caracteristicas podem ser medidas e avaliadas objetivamente. Um biomarcador
mostra uma alteragdo bioldgica mensuravel produzida no organismo que esta ligada a
uma doenca. Existe varios tipos de biomarcadores de acordo com a sua finalidade, como

mostrado na Tabela 1.
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Biomarcadores orais em liquen plano oral e carcinoma de células escamosas da cavidade oral

Tabela 1. Tipos de marcadores de acordo com a sua finalidade (Carini et al., 2019).

Tipo de biomarcador

Finalidade do biomarcador

Exemplo

Biomarcador de
diagnostico

Diagnosticar uma doenca o mais
cedo possivel

Detecdo de RNA do
virus da Hepatite C pds-
infecao

Biomarcadores  de
suscetibilidade/risco

Avaliar o risco de desenvolver uma
doenga

Detecdo do gene BRCAI
no cancro de mama

Biomarcadores  de

Verificar a evolucao de uma doenca

HER-2 no cancro de

o biomarcador, o biomarcador
servira como um substituto do ponto
final para avaliar o beneficio clinico

prognostico (indolente vs agressiva), também | mama
pode ser preditivo
Biomarcadores Verificar a resposta e a toxicidade a | EGFRNSCLC/gefitinib,
preditivos um determinado tratamento DPD no cancro
gastrointestinal
/fluoropirimidina
Biomarcadores Ver o(s) mecanismo(s) de acdo de | Perfil genético
mecanisticos um farmaco sequencial de
carcinomas
basocelulares  tratados
com imiquimod
Biomarcadores Avaliar a resposta farmacologica de
farmacodinamicos um medicamento a fim de
monitorizar a resposta clinica. Estes
biomarcadores sdo criticos para
compreender a relagdo entre a dose
e resposta de farmacos, fornecendo
assim informagdes importantes
durante desenvolvimento de
medicamentos
Biomarcadores O Dbeneficio clinico de um | Hemoglobina A1C
substitutos tratamento. Se um tratamento afetar

Biomarcadores  de
seguranca

Para prever a toxicidade de uma
terapia especifica. Sdo importantes
na decisdo final de escolha de um
farmaco, sendo que nenhum outro
biomarcador ¢ mais importante nos
testes de farmacos do que
biomarcador de seguranca do
medicamento.
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Biomarcador

3.2 Pesquisa e validacdo dos estudos com biomarcadores

Quando um biomarcador ¢ estudado, uma questdo importante para o investigador
¢ que esse estudo seja validado por outros. A validacdo externa requer um estudo com
uma coorte diferente daquele que permitiu a observacdo dos resultados. Uma pratica
generalizada ¢ dividir a coorte inicial em duas coortes, uma para obter resultados (a
chamada coorte de derivacdo) e a outra para os validar (coorte de validagdo) (Andre et
al., 2011). Esta pratica ¢ atualmente muito criticada em termos estatisticos, € com razao,
porque as duas subpopulagdes sdo semelhantes, uma vez que provém da mesma
populacao inicial. Por outro lado, as técnicas de reamostragem tornam possivel obter uma
validagdo interna de resultados particularmente interessante. A técnica de bootstrap
permite gerar centenas ou milhares de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic)
a partir da mesma populagdo, por exemplo para melhor definir o intervalo de confianca
da area sob a curva ROC ou para obter um intervalo de confianga do limiar de diagndstico.
Cada vez mais, as revistas de prestigio exigem a utilizacdo de técnicas de reamostragem
para permitir, pelo menos, uma validacdo interna dos resultados e, assim, uma
demonstragdo da sua robustez. Em qualquer caso, a longo prazo, ¢ essencial uma

validagdo externa (outra populagdo, outras condigdes) (Warner et al., 2010).
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3.3 Biomarcadores na saliva
3.3.1 A saliva como fonte de biomarcadores

A saliva é um fluido bioldgico produzido pelas glandulas salivares. E altamente
relevante no contexto local e geral do corpo e ¢ essencial para a satde oral. As glandulas
salivares fazem parte do complexo sistema digestivo e a sua fungdo bdasica ¢ a producdo

e secrecdo da saliva (Figura 2).

Figura 2. Glandulas salivares.

(A), (B), (C) glandulas salivares menores - sao coletivamente responsaveis por 8% a 10% do fluxo salivar
nao estimulado;

(D) glandula salivar sublingual - gera 5% a 7% do fluxo salivar ndo estimulado;

(E) glandula salivar submandibular - gera 65% do fluxo salivar ndo estimulado;

(F) glandula salivar parotida - gera 20% do fluxo salivar ndo estimulado.

(Adaptado de https://consejodentistas.es/comunicacion/actualidad-del-consejo/publicaciones-del-

consejo/libros-del-consejo/item/1445-libro-blanco-sobre-saliva-y-salud-oral.html).

A saliva contém elementos que sdo descritos como protetores € que permitem
manter a integridade dos tecidos da cavidade oral. Proteinas, peptideos, lipidos e outras
macromoléculas presentes na saliva aderem a superficie do dente levando a formagao da
pelicula adquirida do esmalte. Esta pelicula ¢ assim uma fina camada que se forma de
maneira dindmica a superficie dos dentes a partir dos componentes predominantemente
da saliva (Siqueira et al., 2012). Uma vez que esta pelicula adquirida constitui a interface
entre o dente e 0 ambiente oral, acaba por ser a essa pelicula que a comunidade microbiana

adere e ndo diretamente ao esmalte dentario. Assim sendo, a pelicula adquirida salivar
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determina a composi¢ao da comunidade microbiana que inicialmente adere aos dentes
(Siqueira et al., 2012).

Existem varios mecanismos para prevenir a coloniza¢do da cavidade oral por
microrganismos. Um destes mecanismos ocorre naturalmente e envolve o IgA secretora,
um anticorpo fornecido pela secrecdo salivar e concentrado dentro da pelicula adquirida
(Hannig et al., 2017).

A utiliza¢do da saliva como instrumento de diagndstico atraiu um interesse
consideravel e tornou-se um método bem aceite. A capacidade de monitorizar, ver como
e quando a doenca ocorre, como progride e observar os resultados do tratamento através
de técnicas ndo invasivas € o objetivo primordial na promocdo da satde e do bem-estar
(https://consejodentistas.es/comunicacion/actualidad-del-consejo/publicaciones-del-
consejo/libros-del-consejo/item/1445-libro-blanco-sobre-saliva-y-salud-oral.html).

Todos os seres vivos sdo constituidos, entre outras coisas, por moléculas
chamadas proteinas. Atualmente, as ferramentas protedmicas permitem-nos analisar os
proteomas (conjunto de proteinas e suas isoformas expressas em uma amostra biologica)
de véarias amostras do corpo humano, tais como sangue, saliva ou soros, entre outros
(Melguizo-Rodriguez et al., 2020). Varias dessas proteinas poderdo potencialmente vir a
constituir um biomarcador. E de sublinhar que alguns biomarcadores descobertos na
saliva ndo sdo especificos de certas doengas e podem ser utilizados para diagnosticar uma
variedade de alteragdes. Como resultado, para obter um diagnostico e prognostico muito
mais especificos, ¢ necessario avaliar simultaneamente varios biomarcadores que sdo

afetados em cada doenca (Melguizo-Rodriguez et al., 2020).

3.3.2 Campos de investigacio relacionados com a saliva

A saliva contém uma variedade de biomoléculas, incluindo DNA, mRNA,
microRNA, proteinas, e metabolitos e também uma microbiota diversificada. Alteragdes
na concentracao dessas biomoléculas ou no tipo de microrganismos na saliva podem ser
utilizadas para desenvolver biomarcadores para ajudar a identificar certas doengas,
avaliar o seu prognéstico e risco, € monitorizar a resposta a potenciais tratamentos
(Spielmann & Wong, 2011). O termo "salivabmica" permite descrever o campo de
estudos que envolvem a saliva e as suas biomoléculas e que se desenvolveu ao longo das
ultimas duas décadas. O sufixo "6mica" aplica-se a varias areas de estudo que estudam e

caracterizam especificamente cada uma das biomoléculas, como por exemplo, a
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gendmica, a protedmica, a transcriptomica, e a metaboldmica. Sendo que todas estas areas
se podem usar no estudo da saliva, nesse sentido podemos falar em “salivadémica”(Zhang

etal., 2016).

3.3.2.1 Proteomica

Schulz et al. (Schulz et al., 2013) reviram um conjunto de dados de proteinas no
plasma, compilado a partir de estudos anteriores do Projeto Internacional do Proteoma de
Plasma Humano. Descobriram que cerca de 30% do total de proteinas na saliva sdo
também encontradas no plasma. Esta partilha de proteinas entre saliva e plasma indica
que ha ligagdes que podem ser feitas entre o proteoma da saliva e o de diferentes partes
do corpo (Schulz et al., 2013). No entanto, a analise protedmica da saliva ¢ dificultada
pela presenga abundante de certas proteinas, como a alfa-amilase, albumina e proteinas
ricas em prolina, que mascaram ou reduzem a sensibilidade dos testes para detetar as
proteinas de baixa abundancia que s6 ocorrem em diferentes condi¢des de doencga (Schulz
et al., 2013). Ao contrario das proteinas séricas que sdo relativamente estaveis, as
proteinas da saliva parecem ser mais sensiveis aos processos bioquimicos e a degradacao

(Zhang et al 2014).

3.3.2.2 Gendmica

O genoma salivar consiste em DNA humano e microbiano. Quase 70% do genoma
salivar ¢ de origem humana, enquanto os 30% restantes vém da microbiota oral. Analises
genéticas e epigenéticas salivares fornecem perfis de transcricdo genética que refletem

processos genéticos patologicos anormais (Zhang et al., 2014).

3.4 Recolha de amostras de saliva

Para a recolha de saliva, os pacientes devem abster-se de comer, beber e fazer
higiene oral durante pelo menos uma hora antes da recolha da saliva. Assim, a altura do
dia ideal para a recolha ¢ de manha, apds o acordar. Antes da recolha, deve fazer-se um
bochecho de um minuto com &4gua destilada e depois, apds cinco minutos, alguns
mililitros de saliva devem ser recolhidos. A amostra colhida deve ser processada no
laboratorio no prazo de uma hora (Khurshid et al., 2016).

A recolha total da saliva pode ser feita de uma forma ndo estimulada, colhida por

fluxo passivo: neste método, basta baixar a cabega e permitir que a saliva flua do labio
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inferior para o recipiente de recolha. Deixar a saliva fluir ndo ¢ o mesmo que cuspir.
Saliva e cuspe ndo devem ser confundidos. Alternativamente, a recolha de saliva pode ser
feita de uma forma estimulada. Para a estimulacdo das glandulas salivares, ¢ comum o
uso de estimuladores variados tais como pastilha eldstica natural, bloco de parafina, ou
acido citrico (Rathnayake et al., 2017). O processamento da amostra de saliva implica
uma centrifugagdo e utilizagdo de estabilizadores e inibidores de proteases bacterianas
para impedir a degradacdo de muitas moléculas. Posteriormente, o armazenamento ¢ num
ambiente refrigerado (4°, -20°, -80° dependendo do tipo de biomarcadores e do tempo de
conservagao que se pretende) para prevenir a contaminagdo bacteriana e manter a amostra

integra para posterior processamento (Chevalier et al., 2007).

3.5 Técnicas para detecio de biomarcadores presentes na saliva

Existe uma multiplicidade de técnicas para detetar e ou quantificar os diferentes
biomarcadores em amostras salivares. Técnicas essas que geralmente também podem ser
aplicadas a outras amostras bioldgicas.

A técnica ELISA (ensaio de imunoabsorcdo enzimdtica) ¢ uma técnica
imunoenzimatica utilizada para quantificar concentragdes de diferentes moléculas
presentes em liquidos biolégicos. E utilizada especialmente para a dosagem de citocinas,
fatores de crescimento, e algumas hormonas. Esta técnica ¢ considerada fidvel e com uma
elevada reprodutibilidade, uma vez que se baseia no principio da ligacdo especifica de
um antigénio ao seu anticorpo (Gan & Patel, 2013).

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) em tempo real, também chamada
de PCR quantitativo, ¢ utilizada para o detecdo e quantificacdo de agentes patogénicos
através da amplificacdo de um segmento do seu DNA. Em casos de identificagao
bacteriana, esta técnica pode ser utilizada em vez de técnicas de cultura, uma vez que ¢
considerada mais rapida e altamente sensivel (Kralik & Ricchi, 2017).

A técnica de SERS (Surface Enhanced RAMAN Scattering) ¢ caracterizada pela
expansdo de campos eletromagnéticos produzidos pela excitagdo de plasmdes de
superficie de nanoestruturas metalicas (ouro, prata, cobre) (Langer et al., 2020). A técnica
de dispersdao de luz RAMAN ¢ descrita como o resultado de processos de dispersdo de
luz inelastica, levando a libertagdo de luz dispersa. Esta técnica pode ser ndo ser
considerada suficientemente eficaz, apesar da sua velocidade, precisdo e fiabilidade

(Langer et al., 2020).

25



Biomarcadores orais em liquen plano oral e carcinoma de células escamosas da cavidade oral

A técnica de UPLC (cromatografia liquida de ultra eficiéncia) ¢ atualmente
aplicavel a particulas de diametro inferior a 2 um para adquirir melhor resolugdo,
velocidade, e sensibilidade relativamente a técnica de HPLC (cromatografia liquida de
alta eficiéncia).

O ensaio baseado em esferas Luminex ¢ um tipo de imunoensaio, normalmente
utilizado em casos de quantificagdo de marcadores rapidos, uma vez que tém a capacidade
de detetar até 100 analitos unicos em simultaneo (Lynch et al., 2014).

A técnica de LC-MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa) é
também uma técnica analitica que envolve uma elevada especificidade, possibilidade de
medir multiplos analitos, e a capacidade de identificar a especificidade na amostra
(Kushnir et al., 2010).

A técnica de ICW (in-cell western) ¢ uma técnica de imunofluorescéncia
quantitativa, que permite medir de forma rapida e precisa os niveis relativos de proteinas
em diversos tipos de amostras, sem a necessidade de lisar as células, o que previne
possiveis artefactos (Boveia & Schutz-Geschwender, 2015).

Estas diferentes técnicas tém j& sido utilizadas para detetar potenciais
biomarcadores na saliva e cuja presenca se relaciona com varias doengas orais,
nomeadamente a periodontite e a carie. Por exemplo, Grande et al. (Grande et al., 2021)
recolheram amostras de saliva estimulada de pacientes com periodontite e sem doenca
periodontal e foram quantificar os niveis salivares das proteinas C3 e C3c do sistema do
complemento utilizando a técnica de ELISA. O sistema complemento estd envolvido em
respostas inflamatorias tanto na bolsa periodontal como no préprio tecido periodontal,
onde pode mediar a destruicdo dos tecidos. Os resultados permitiram concluir que os
niveis de C3c salivares t€ém o potencial de servir como biomarcadores que preveem a
resposta clinica ao tratamento periodontal ndo cirurgico.

Noutro estudo, Damle et al. (Damle et al., 2016) concluiram haver uma correlacao
entre os niveis de carie dentdria em criangas e os niveis salivares de estreptococos do
grupo mutans. Usaram a técnica de PCR para detetar e quantificar os estreptococos na

saliva.
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4. MICROBIOMA ORAL

4.1 Definicao e composicao

A cavidade oral constitui o inicio do trato digestivo, mas também faz a ligagdo
entre o ambiente externo e o aparelho respiratério. E constituida por varias estruturas
anatomicas, incluindo dentes, gengivas, palato mole, palato duro e lingua (Segata et al.,
2012). Um corpo humano saudavel contém cerca de 3.8 x 10!} de microrganismos
residentes, cujo conjunto ¢ conhecido como o microbioma humano (Sender et al., 2016).
O microbioma da cavidade oral ¢ muito dindmico e ¢ suscetivel a mudancas frequentes
devido a exposicao constante a corpos estranhos, nomeadamente alimentos (Sedghi et al.,
2021). A sua composi¢do ¢ moldada desde o nascimento (parto normal vs cesariana) € ao
longo da vida por fatores genéticos, bem como por fatores ambientais tais como habitos
alimentares, praticas de higiene oral, medicacdo, niveis de stress e fatores sistémicos
(Cobb et al., 2017). Fatores comportamentais e relacionados com o estilo de vida, tais
como alteragdes comportamentais, como por exemplo o tabagismo e o consumo de alcool,
também influenciam a composi¢do e diversidade do microbioma oral (Chattopadhyay et
al., 2019). A erupcdo da denticdo decidua permite a introducdo de novas fontes de
colonizagdo microbiana, os dentes, alterando assim o microbioma oral.

Os ecossistemas microbianos orais das populacdes modernas sao
significativamente menos diversificados do que os das populagdes antigas, e isso parece
estar relacionado com a incidéncia de doengas orais cronicas associadas aos estilos de
vida pés-industriais (Adler et al., 2013).

Alteragdes na composicdo do microbioma oral nuclear (core) que levam a
inclusdo de novas espécies, nomeadamente espécies patogénicas que proliferam em
detrimento das residentes (Baker & Edlund, 2019), conduzem a um microbioma
designado de disbiotico, que se associa a um estado de doenga. H4, portanto, interesse em
manter o microbioma oral saudéavel, ndo disbidtico (Sedghi et al., 2021). Além disso,
sabe-se que o microbioma oral influencia outros microbiomas do corpo humano e impacta
a saude em geral (Zarco et al., 2012).

A capacidade de um microrganismo colonizar a cavidade oral depende largamente
da sua capacidade em aderir a um tecido mole ou duro ou até a um recetor salivar, mas
também da sua capacidade de coagregagdo, que ¢ a capacidade de reconhecimento

especifico e adesdo a outros microrganismos geneticamente distintos. A coagregacao ¢é
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um fendmeno que contribui para a formagdo de biofilme mult-espécies (Katharios-

Lanwermeyer et al., 2014), dos quais sdo exemplos os biofilmes orais (Figura 1).
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Figura 1. Ilustragdo das fases sequenciais na formagdo de biofilmes orais.
(A) Células plancténicas, agregados, ou coagregados aderem a pelicula adquirida.
(B) Crescimento e producdo de matriz EPS (substancias poliméricas extracelulares) pelas bactérias
colonizadoras primarias.
(C) Recrutamento de espécies colonizadoras secundarias.
(D) Recrutamento adicional de espécies potencialmente patogénicas, em parte devido a capacidade do
Fusobacterium nucleatum em coagregar com diversas outras espécies. Retirada de (Katharios-
Lanwermeyer et al., 2014).
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4.2 Papel do microbioma oral nas doencas orais e nas doencas sistémicas

Um desequilibrio na composi¢do do microbioma oral, devido a incorporacao de
espécies patogénicas, contribui para o desenvolvimento de doengas orais, mas também
tem impacto em varias doengas sistémicas (Gao et al., 2018). Um dos principais objetivos
de investigacdo na area da satde ¢ compreender as discrepancias entre saide e doenca.
Nessa transi¢do entre estado de saude e doenca, a comunidade microbiana e as suas
interagdes com o hospedeiro desempenham um papel importante, para além dos fatores
genéticos e ecologicos (Gao et al., 2018).

Microrganismos normalmente associados a cavidade oral foram detetados em
muitos orgdos fora da cavidade oral, incluindo o intestino delgado, pulmdes, coracao,
placenta e cérebro (Atarashi et al., 2017).

As bactérias orais, os seus metabolitos e os seus fatores de viruléncia, podem em
certas circunstancias causar inflamacao local, cuja cronicidade conduz a uma resposta
imunitaria que pode exacerbar, a distdncia, uma patologia de outros 6rgdos. Inflamacao,
resposta imunitaria e microbiota juntam-se assim num circulo vicioso. As doengas
periodontais, associadas ao biofilme subgengival disbidtico e a um sistema imunitario
debilitado, sdo assim fatores de comorbilidade para varias doengas, tais como doengas
pulmonares e renais, estando também associadas a artrite reumatdide, doenga de
Alzheimer, doenga de Crohn e doenga cardiovascular (Babajko et al., 2020). As doencas
periodontais também podem ter impacto na gravidez. Em primeiro lugar, existe uma
correlacdo significativa entre a gravidade da doenga periodontal e o risco de bebés
prematuros de baixo peso ao nascer; e, em segundo lugar, existe uma associa¢do
significativa entre periodontite generalizada e o risco de pré-eclampsia (Nabet et al.,
2010). A disbiose microbiana da cavidade oral e as doengas metabodlicas influenciam-se
reciprocamente. Hiperglicemia, dislipidemia ou inflamacdo sistémica cronica podem
alterar o pH e o teor de humidade da cavidade oral e, por conseguinte, alteram também a
composicao bacteriana da placa dentaria, levando ao desenvolvimento da disbiose. Por
sua vez, as mas condigdes de higiene oral ou outros fatores extrinsecos facilitam também
o desenvolvimento de disbiose, que tem repercussdo nas doengas metabolicas (Demmer
etal., 2015).

Sendo que o microbioma oral se distingue dos microbiomas de outras regides do

corpo humano, tem sido demonstrada que a presenca de numerosas bactérias, que sdo
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comensais da cavidade oral, em orgaos distantes estd associada a malignidade nesses
orgdos. Existem dois tipos de ligacdes entre as bactérias orais e as malignidades distantes.
O primeiro ¢ visto em alguns cancros onde 0s microrganismos orais nao estao diretamente
envolvidos na etiologia do tumor, mas onde existe uma mudanga persistente na
composicdo do microbioma oral associado ao cancro, abrindo a possibilidade de utilizar
tais alteracdes como biomarcadores do cancro (Flemer et al., 2018). O segundo tipo de
ligagdo ¢ aquela entre organismos causadores de tumores, como a ligacdo entre

Fusobacterium nucleatum e cancro colorretal (Flanagan et al., 2014).

4.3 Estratégias preventivas e terapéuticas para manter o equilibrio do

microbioma oral

Uma das abordagens mais promissoras atualmente a ser explorada ¢ a utiliza¢do de
bactérias probidticas. Durante os ultimos vinte anos, elas t€ém sido o foco de interesse
cientifico. Segundo a Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura
(FAO) e a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), os probioticos sdo definidos como
"microrganismos vivos que, quando ingeridos em quantidades adequadas, exercem
efeitos benéficos sobre a satide do hospedeiro para além dos efeitos nutricionais
tradicionais"  (www.who.int/foodsafety/fs management/en/probiotic_guidelines.pdf).
Atualmente, os probidticos sdo utilizados principalmente para restabelecer o equilibrio
do microbioma intestinal, no entanto, o potencial de varias estirpes de origem intestinal
poderem vir a ser usadas para promover a saide oral tem vindo a ser estudado. Estirpes
de lactobacilos e bifidobactérias t€ém sido as mais estudadas, no entanto, uma
desvantagem no uso dessas estirpes para tratamento das doencas orais ja foi apontada,
que ¢ o facto de essas estirpes serem acidogénicas (Lopez-Lopez et al., 2017). E por isso,
espécies benéficas isoladas da propria cavidade oral estdo a ser exploradas como sendo
mais promissoras. Lopez-Lopez e colaboradores (Lopez-Lopez et al., 2017) descreveram
a espécie Streptococcus dentisani, que isolaram previamente de placa bacteriana de
individuos sem carie dentaria, como tendo caracteristicas adequadas para ser usada como
probiotico.

Segundo o estudo de Twetman e Keller (Twetman & Keller, 2012) uma estirpe probiotica
ideal para a saude oral deve ter as seguintes propriedades:

e Naio patogénica
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e Nao toxica

e Sem expressdo de genes resistentes aos antibidticos

e Coloniza e adere a uma superficie da cavidade oral pelo menos temporariamente

(as bactérias probidticas ndo precisam de colonizar permanentemente o
hospedeiro)

e Interage com as células imunitarias do hospedeiro

e Produz substincias antimicrobianas, como bacteriocinas, € compete com agentes

patogénicos para sitios de ligacao

o E capaz de persistir na cavidade oral

e Deve estar vivo e ser de origem humana (ter sido isolado de um hospedeiro

humano)

e Deve ser passivel de ser produzido em grandes quantidades para satisfazer

objetivos industriais de grande escala

e Deve permanecer estavel durante a utilizagdo e armazenamento.

Alguns probidticos orais sdo concebidos para aumentar a alcalinidade da cavidade
oral e da placa dentéria e outros estdo a ser desenvolvidos para competir com espécies
patogénicas especificas (Twetman & Keller, 2012).

A administracdo de suplementos, como os contendo arginina, também podem afetar

substancialmente a composi¢do e a atividade metabolica do microbioma oral

(Astvaldsdottir et al., 2016).
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5. LIQUEN PLANO ORAL

5.1 Fisiopatologia e epidemiologia da doenca

O liquen plano oral (LPO) ¢ uma doenca autoimune, em que linfocitos T auto- citotdxicos
desencadeiam a apoptose das células epiteliais da mucosa oral levando a inflamagdo
cronica. Kurago (Kurago, 2016) fez uma revisdo sobre a etiologia e patogénese do LPO,
onde refere que no LPO a resposta inflamatoria leva a um aumento da produgdo de
citocinas inflamatorias. Também sugere que o stress oxidativo pode contribuir para a
fisiopatologia do LPO (este tema serd explorado na secc¢do seguinte). Os radicais livres,
produzidos por processos inflamatorios, podem danificar as células da mucosa oral, o que
pode desencadear a resposta auto-imune.

A etiologia exata do LPO permanece controversa. Existem numerosos fatores de
desencadeamento potencial envolvidos na patogénese do LPO, incluindo provavelmente
fatores sistémicos e locais ainda desconhecidos (Gururaj et al., 2021) .Os fatores
associados ao liquen plano oral incluem predisposicdo genética, microrganismos,
alergias, trauma mecanico, stress e doengas sistémicas, entre outros. Assim, segundo
Sameera (Sameera et al., 2017) o LPO ¢ uma doenga imunologica mediada por células T
a uma alteragdo antigénica desconhecida da pela ou das mucosas num doente
geneticamente predisposto.

A ativagdo anormal do sistema imunitario ¢ mediada pela sinaliza¢do de varias
moléculas que foram estudadas como potenciais biomarcadores salivares para LPO.

O cortisol € um glicocorticdide que regula processos e comportamentos, incluindo
a imunomodulacdo. Niveis elevados de cortisol podem ser causados pela presenca de
stress e podem levar a disturbios imunolégicos (Montero-Lopez et al., 2017). Os niveis
de cortisol na saliva tém sido amplamente estudados em rela¢do aos efeitos de fatores
psicologicos relacionados com o stress e a ansiedade nos distirbios imunolédgicos. Foram
observados niveis mais elevados de cortisol salivar em doentes diagnosticados com LPO
do que em doentes saudaveis (Humberto et al., 2018; Lopez-Jornet et al., 2019). Assim,
o cortisol tem sido sugerido como um potencial marcador de diagnostico para esta doenca,
a luz de relatos de que o stress pode ser a causa de recorréncia do LPO (Humberto et al.,

2018). Teoricamente, o cortisol reduz o nimero de linfocitos e outras células imunitarias,
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porque causa uma disfun¢do do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA), o que leva a
uma diminuicao da sua producao (Gonzalez-Moles & Scully, 2010).

Lopez-Jornet et al. (Lopez-Jornet et al., 2016) mostraram que os pacientes com
LPO tinham niveis mais elevados de adiponectina. Também demonstraram, por ELISA,
que os anticorpos IgA e IgG estavam significativamente aumentados nos pacientes com
LPO em comparacdo com pacientes sem a doenga (Lopez-Jornet et al., 2016). O
tratamento para o LPO depende da gravidade das lesdes e pode incluir corticosteroides
topicos ou sistémicos, medicamentos imunossupressores ou anti-histaminicos
(Lodi et al., 2020).

O LPO ¢ mais comum nas mulheres do que nos homens (Gonzalez-Moles et al.,
2021). Pode ocorrer em qualquer idade, mas ¢ mais comum em adultos com mais de 40
anos. As pessoas com LPO podem também apresentar lesdes cutineas caracteristicas da
doenca, embora a maioria tenha apenas lesdes orais. Pode afetar toda a mucosa oral, mas
¢ mais comum na lingua, mucosa jugal e gengivas. Estima-se que o LPO afeta 1,01% da
popula¢dao mundial, com uma maior prevaléncia na Europa (Gonzalez-Moles et al., 2021).
Debate-se ainda sobre o seu potencial de maligniza¢ao (Farah et al., 2021; Gonzélez-

Moles et al., 2019).

5.2 Patogénese do LPO

O stress oxidativo ¢ um desequilibrio na oxirreducdo resultando em lesdes a nivel
molecular, celular e tecidular. O papel do stress oxidativo no LPO tem sido investigado
(Melguizo-Rodriguez et al., 2020) e a patogénese desta doenga tem estado relacionada
com o 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (Tvarijonaviciute et al.,
2017). Varios estudos descreveram niveis de NO salivares mais elevados em doentes com
LPO do que em individuos saudaveis (Humberto et al., 2018), e niveis elevados tém sido
associados a uma progressao mais grave da doenca através da producdo de lesdes da
mucosa (Tvarijonaviciute et al., 2017). Embora as ROS participem no stress oxidativo
celular, ndo existe um consenso claro sobre a relacdo entre a concentragdo salivar e os
danos oxidativos nos tecidos de pacientes com LPO. A proteina c-reativa (PC-R) ¢
frequentemente utilizada como marcador de inflamagdo e os seus niveis salivares sao
mais elevados nos pacientes com LPO do que em individuos saudéveis (Tvarijonaviciute
et al., 2017), o que sugere um possivel papel da PC-R na monitoriza¢do da progressao

desta doenca (Melguizo-Rodriguez et al., 2020).
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A patogénese do LPO tem também sido associada a um desequilibrio entre os
linfocitos Th1/Th2. Foram observados também niveis elevados de TNF-a na saliva em
doentes com LPO (Humberto et al., 2018; R. Lu et al., 2015; Mozaffari et al., 2017). Os
seguintes mediadores encontram-se significativamente elevados nos doentes com LPO:
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, TNF-a, NF-kB, citocinas relacionadas com CD44 ¢ CD14
(Hassona & Scully, 2015). IL-4 ¢ uma citocina produzida principalmente por linfocitos
Th2 e exerce efeitos anti-inflamatdérios ao bloquear a sintese de citocinas pro-
inflamatérias (Humberto et al., 2018; Mozaffari, Zavattaro, et al., 2019), mas nao existem
provas suficientes para confirmar a sua utilidade como biomarcador da progressdo da
doenga (Mozaffari, Molavi, et al., 2019). IL-6 ¢ uma citocina secretada por uma variedade
de células, ¢ pro-inflamatoria e mediadora de respostas imunitarias e inflamatdrias. Os
niveis de IL-6 na saliva foram significativamente mais elevados em doentes com LPO
(Liu et al., 2017). A associacdo da IL-6 com lesdes iniciais e fases avangadas do LPO
levou a sua proposta como um biomarcador de resposta terapéutica (Lisa Cheng et al.,
2014; R. Luetal., 2015). A IL-8, outra citocina pro-inflamatoria, ¢ produzida em resposta
a lesdes e os seus niveis salivares sdo mais elevados em doentes com LPO do que em
individuos saudaveis (Humberto et al., 2018; Mozaffari et al., 2018). Os niveis salivares
de IL-6 e IL-8 estdo associados a severidade da LPO (R. Lu et al., 2015), embora alguns
autores descrevam a IL-8 na saliva como um biomarcador LPO mais fiavel (Mozaffari et

al., 2018).

5.3 MicroRNAs (miRNAs)

Os miRNAs s3o pequenas moléculas de RNA (normalmente entre 19 a 21
nucleotidos) sujeitas a um duplo corte sequencial no nucleo (miRNA primario) e
citoplasma (miRNA precursor). Os miRNAs reconhecem RNA mensageiro alvo e,
portanto, dependendo do seu nivel de complementaridade com o alvo, podem quebrar o
RNA mensageiro (mMRNA) ou permitir a sua traducao (Li et al., 2022). Assim, os miRNAs
regulam a tradugd@o proteica. Existem milhares de microRNAs descritos em humanos, e
estdo envolvidos em praticamente todos os processos biologicos. Varios miRNAs
apresentam uma expressao alterada no LPO. Portanto, dado o envolvimento dos mesmos
na patogénese do LPO, esses miRNAs (Tabela 2) tém potencial para ser biomarcadores

de diagnostico e prognoéstico da doenca (Li et al., 2022).
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Tabela 2: MicroRNA salivar relacionado com o diagndstico e prognostico do LPO (Li et al., 2022).

miRNAs Alvo Expressao Fungdo
miRNA- CD44 - Como supressor de tumores, o miR-214
214 reduzido estd associado ao LPO
miRNA- STATI, IFN- + DQ786243 pode regular a indugdo e fungado
146a v, IL-2 das células CD4+ Treg através do eixo

Foxp3/miR-146a/NFkB. Foxp3 e miR-
146a regulam a progressio do LPO
regulando negativamente o TRAF6

miRNA- SOCS1 + Um ciclo de feedback positivo de miR-155
55 e IFN-y pode contribuir para a resposta
imunitaria Th1-dominante em LPO

miRNA- TGF-B, p53, - A sinalizacdo de vitamina D/VDR pode
27a/b p63, Smad direcionar a expressdo miR-27a/b para
exercer efeitos fisiologicos em LPO

miRNA- PKCé/ CD38 - Supressdo da via da vitamina D/VDR
26a/b diminui o anti LPO miR-26a/b

+: regulagdo positiva

-: regulagdo negativa

CD44, CD38, glicoproteinas de superficie celular; STATI, transdutor de sinal e ativador de transcri¢aol;
IFN-y, interferon-gama; IL-2, interleucina-2; SOCS1, supressor de sinalizagdo de citocinas 1; TGF-f,
transformador do fator de crescimento beta; P53, P56, proteina supressora do tumor; Smad, proteina; PKC,
proteina quinase C

5.4 Biomarcadores de malignizacio

Muito poucos estudos tém sido feitos sobre biomarcadores de malignidade no
LPO. Gonzéilez-moles et al. (Gonzalez-Moles et al., 2019) apresentam resultados
consistentes de que ha uma subestima¢do no valor da taxa de transformacgdo maligna
relativamente ao LPO e que atualmente ¢ reportada como sendo de 1,14%. As principais
razdes para esta tendéncia seriam a aplicagdo de critérios de diagnostico restritivos,
especialmente a exclusdo de casos de LPO com displasia epitelial, bem como periodos de
seguimento inadequados e a baixa qualidade de alguns estudos. Verificou-se que o risco
de transformag¢do maligna era influenciado pela localizacdo na lingua, presenga de areas
erosivas e/ou atréficas, consumo de tabaco e/ou alcool, e a infecdo com hepatite C.

No corpo humano, existe um mecanismo antioxidante para manter o equilibrio da

oxidacdo-redu¢do. A quebra deste equilibrio poderia acrescer aos danos causados
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diretamente pelas ROS. De facto, varias doencas foram correlacionadas com um
desequilibrio de oxidagdo-redugdo. Agha-Hosseini et al. (Agha-Hosseini et al., 2012),
dividiram a capacidade total antioxidante em niveis de peroxidagdo para calcular o
equilibrio entre o estado oxidante e antioxidante. Este racio foi significativamente mais
baixo em CCEO do que em LPO, e também em LPO do que em individuos saudaveis.
Isto sugere que existe um desequilibrio de stress oxidativo em doentes com LPO e CCEO,
e os doentes com LPO correm um risco acrescido de desenvolver cancro (Agha-Hosseini
et al., 2012).

Foi relatado que as células cancerigenas humanas t€ém um teor mais elevado de 8-
hidroxi-2'-deoxiguanosina (8-OHdG) (Agha-Hosseini et al., 2012). Parece que as
proprias células tumorais produzem ROS espontaneamente, o que resulta num aumento
de 8-hidroxi-2'-deoxiguanosina (8-OHdG) no DNA. A presenca de 8-OHdG indica danos
oxidativos no DNA. Observaram que o nivel salivar de 8-OHdG era significativamente
mais elevado tanto em doentes com CCEO como em doentes com LPO, em comparagdo
com individuos do grupo controlo (Agha-Hosseini et al., 2012). Isto estd de acordo com
outros estudos sobre niveis elevados de 8-OHdG no soro e urina da maioria dos doentes
com CCEO. Assim sendo, parece que o 8-OHdG salivar ¢ util para indicar o risco de
cancro (Agha-Hosseini et al., 2012).

O estudo imuno-histoquimico de cdk4 e cdk6 na mucosa normal, leucoplasia oral,
leucoplasia oral com displasia ligeira e CCEO demonstrou que a sobre-expressao de cdk6
era exclusivamente encontrada no CCEO (Poomsawat et al., 2011). No entanto, houve
alguns casos de LPO contendo elevada percentagem de células com cdk6. Portanto, seria
interessante avaliar se estes casos de LPO irdo desenvolver cancro mais tarde. Poomsawat
et al. (Poomsawat et al., 2011) também avaliaram a expressao de cdk4, cdk6 e pl6,
proteinas importantes na fase G1 da mitose, e postularam que a perda da expressdao de
p16 pode ser um sinal inicial de malignizacdo em LPO com expressdo elevada de cdk4.
A expressao alterada de cdk4 e p16 fornece assim indicios do potencial maligno em LPO.
Desde modo, a combinacdo da expressdo pl6 e cdk4 pode ser uma ferramenta util na
previsao da malignizagcdo em LPO.

A IL-8 ¢ também um marcador importante para discriminar entre CCEO e LPO; a
IL-8 combinada com o mRNA H3F3A proporciona uma boa discriminacdo entre CCEO
e outras perturbagdes orais potencialmente malignas. De facto, a concentracdo proteica
de IL-8 foi significativamente mais elevada em doentes com CCEOQ do que naqueles com

displasia ou que serviram de controlos (Gleber-Netto et al., 2016).
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Utilizando a técnica de PCR, Mehdipour et al. (Mehdipour et al., 2018) descobriram
que os niveis de miRNA-21 e miRNA-125a na saliva estavam significativamente
alterados em doentes com LPO, enquanto os niveis de miRNA-31 e miRNA-200a nao
estavam significativamente alterados nesses mesmos doentes. Os dados atuais
demonstram que estes quatro miRNAs salivares podem servir como um biomarcador ttil
para monitorizar lesdes de LPO. Esse estudo também mostrou que a diminui¢do dos
niveis salivares miRNA-125a associados a niveis elevados de miR-21 pode indicar um
mau prognostico em doentes com LPO. Portanto, estes miRNAs podem ser utilizados
para detetar transformac¢do maligna em pacientes com LPO. Pelo contrério, a falta de
alteracdes significativas nos niveis de miRNA-200a e miRNA-31 pode indicar a auséncia
de transformag¢do maligna de lesdes da mucosa oral em pacientes com LPO. Estes novos
conhecimentos podem ser importantes para uma monitorizacdo rapida do LPO,

conveniente e nao invasiva (Mehdipour et al., 2018).

5.5 Efeito de tratamentos nos niveis salivares de biomarcadores

Um tratamento com imunossupressores, tais como corticosterdides e macrolidos
ndo antibidticos, assim como terapias alternativas, tais como extratos de plantas e
polifenodis, mostram diminui¢des dos biomarcadores inflamatorios (Gonzalez-Moles &
Scully, 2010; Hassona & Scully, 2015).

Ap0s tratamento, o propionato de clobetasol topico a 0,05% foi associado a uma
reducdo significativa dos niveis salivares de IL-1B (Ferri et al., 2021). Além disso, foram
observados resultados superiores em termos de niveis de pds-tratamento de IL-1p com
corticosterdides em comparagdo com fotobiomodulagdo (PBM). A fotobiomodulagado ¢ o
processo pelo qual as nossas células transformam a energia fotdnica da luz em energia
para a regeneracao celular, o equivalente a fotossintese para as plantas.

Observou-se também uma tendéncia para a diminui¢ao dos niveis salivares de IL-
6 apos tratamento com propionato de clobetasol a 0,05% e PBM quando comparado com
os niveis de referéncia (Abboud et al., 2021). Outro estudo mostrou niveis reduzidos de
IL-6 salivar apds tratamento com dexametasona 0,1% em colutorio (Ghallab et al., 2010).
Em modelos experimentais de doengas inflamatorias, a PBM conseguiu diminuir os
niveis de IL-6, contribuindo para a resolu¢ao da inflamagdo e promovendo a reparagao

dos tecidos (dos Santos et al., 2020).
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Li et al. (Li et al., 2020) mostraram que a abundancia relativa de Streptococcus
salivarius estava significativamente reduzida em doentes com LPO. Além disso, o
sobrenadante de S. salivarius conseguiu inibir a ativa¢do da via de sinalizagdo NF-kB.
Portanto, a aplicacdo topica de S. salivarius K12 parece ser eficaz no tratamento da LPO,
especialmente na utiliza¢do a longo prazo (Li et al., 2020).

Devido ao envolvimento do microbioma na patologia, os probioticos sdo de interesse
enquanto novas estratégias terapéuticas (Zanetta et al., 2022). Os efeitos da toma de
probidticos demonstraram ser benéficos sem agravar as condi¢des pré-existentes. Eles
regulam de forma especifica e dependente do tempo e da dose, a suscetibilidade a infe¢ao
bacteriana, a producdo de citocinas inflamatdrias, a expressio de MMP-9, a via de
sinalizagdo NF-B kB, a apoptose de queratindcitos, a degeneracdo e ativagdo de

mastocitos, a infiltracdo, a proliferacdo e resposta de células T (Zanetta et al., 2022).
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6. CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS ORAIS

6.1 Epidemiologia e fisiopatologia

O carcinoma de células escamosas orais (CCEQO) também conhecido como cancro
oral, ¢ um tipo de cancro que se desenvolve em qualquer localizagdo na mucosa oral. O
seu aspeto clinico mais comum ¢ uma lesdo ulcerada com uma area central necrotica
rodeada por bordos elevados (Pires et al., 2013). Dados do Observatorio Global do Cancro
(GLOBOCAN) mostram que a incidéncia anual de CCEO em 2020 foi de 377.713 casos
em todo o mundo, com a maioria incidéncia na Asia (248.360), seguido pela Europa
(65.279) e América do Norte (27.469). A maioria dos casos de CCEO ocorre em doentes
idosos de sexo masculino (https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/1-Lip-oral-
cavity-fact-sheet.pdf).

Os principais fatores etiologicos e predisponentes do CCEO incluem sobretudo os
habitos tabagicos, o consumo de alcool e a radiacdo ultravioleta, mas varios outros
fatores, como as infe¢des por papilomavirus humano (HPV) e por Candida spp., assim
como deficiéncias nutricionais e a predisposi¢cdo genética, tém sido também apontados
(Pires et al., 2013).

O processo pelo qual a mucosa oral escamosa estratificada normal se transforma
em tecido pré-maligno e eventualmente maligno ndo ¢ bem compreendido. No entanto,
reconhece-se que se trata de um processo complexo, multifacetado e com vérias etapas,
que envolve alteracdes genéticas acumuladas que perturbam a fungdo normal dos
oncogenes e dos genes supressores de tumores. A perturbagdo do ciclo celular ¢ marcada,
nas suas fases iniciais, por desregulacdo, aumento da proliferacio e alteracdes na

diferenciagdo, reparagdo do ADN, apoptose e imunidade celular (Thomson, 2012).

6.2 Diagnostico

Mais de 90% dos cancros orais sao carcinomas das células escamosas orais (CCEO)
e a maioria destes sdo diagnosticados numa fase avangada, realcando a necessidade de
meios clinicos de diagndstico para a sua detecdo precoce (Cheng et al., 2014).

A andlise histologica de uma biodpsia ¢ utilizada para fazer o diagnostico do CCEO

na maioria dos casos. A analise salivar, que ndo requer um procedimento intrusivo, ¢ uma
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abordagem alternativa apelativa para o diagnostico e prognostico desta condig@o oral (Oh
et al., 2020).

A utilizacdo de biomarcadores salivares para a detecdo precoce do cancro oral, e
para o qual a taxa de sobrevivéncia de cinco anos ¢ ainda muito baixa (62%), atraiu muito
interesse no seio da comunidade cientifica (Siegel et al., 2013).

Os marcadores tumorais podem ser substidncias derivadas diretamente da
oncogénese, ou metabolitos de natureza proteica ou enzimatica, hormonas ou
imunoglobulinas segregadas pelo proprio tumor ou pelos tecidos afetados pela lesdo. A
concentragdo destes marcadores altera-se ao longo do desenvolvimento do tumor e, na
maioria dos casos, estes marcadores s3o uma ferramenta til no diagnostico e progndstico
do cancro, bem como na recorréncia e metastase causada por eles (Guerra et al., 2015).

Uma vez efetuado o diagndstico de carcinoma oral, devem ser consideradas as
opgodes de tratamento. O tratamento cirurgico € o “gold standard” no tratamento do cancro

oral.

6.3 MicroRNA (miRNA) salivares

A expressdao de miRNAs especificos no microambiente tumoral tem sido implicada
na desregulacdo dos supressores tumorais ou oncogenes, contribuindo para o
desenvolvimento ou supressdo do tumor (Tabela 3). Uma regulagdo aberrante do
miRNAs pode contribuir significativamente para o desenvolvimento do cancro
(Sannigrahi et al., 2017). Assim, hd uma up-regulation dos miRNAs oncogénicos que
leva ao silenciamento dos genes supressores do tumor que podem regular a iniciagao, o
desenvolvimento e a metastase das células cancerigenas. Em contrapartida, os miRNAs
com fungdo supressora de tumores sofrem uma down-regulation, reduzindo a regulagdo

oncogénica e perpetuando as malignidades (Manzano-Moreno et al., 2021).
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Tabela 3. Os miRNAs envolvidos na regulacdo do CCEO (Manzano-Moreno et al.,

2021).
Biomarcador Resultados Interesse clinico Referéncias
miRNA-24- miRNA 3P Possivel meio
miRNA412-3p miRNA para o diagndstico
>12-3p Correlagio com precoce da
miRNA302b-3p ¢ CCEO; em geral,
: a fase da doenga, . (Coon et al.,
miRNA 517b-3p . a expressao destes .
) tipo . Y 2020 ; He et al.,
miRNA 134 . . miRNAs indica )
. histopatologico, . 2020 ; Langevin
miRNA 486-5p mau prognostico e
. e/ou grau de .. etal., 2017)
miRNA 4484 CCEO maior risco de
miRNA 10b-5p transformagao
miRNA 200a maligna e cancro
miRNA 365 oral
Niveis mais
elevados destes
miRNA-27b biomarcadores
miRNA-200 podem ser Uteis
miRNA-375 para o (Datta et al.,
miRNA-26° Papel de diagnéstico, 2012; Harris et
miRNA-7 supressor de estagio e al., 2012;
miRNA-107 tumores prognostico do Kalinowski et al.,
miRNA-218 CCEO; a 2012)
miRNA let-7 expressao destes
miRNA-125 miRNAs reduz a
progressao do
CCEO
Papel ativador Concentragdes
miRNA-21 de tumores; elevadas na saliva
miRNA-145 estes miRNAs oferecem um (Hung et al
miRNA-93 atuam como um método fidvel g -
) 2013; Wiklund et
miRNA-184 oncogene, para detetar .
. N al., 2011; Zahran
miRNA-31 promovendo o CCEO e lesoes etal., 2015)
miRNA-412-3p desenvolvimento orais "
miRNA-34* € a progressao potencialmente
do CCEO malignas

6.4 Citoquinas salivares

A desregulacdo nos niveis de certas citocinas esta relacionada com o aparecimento

de varios tipos de cancro, considerando um papel importante como biomarcadores para o
diagndstico e monitorizacdo de certos processos tumorais (Loo & Pui, 2020).

Foram encontradas concentragdes elevadas de IL-6 na saliva de pacientes com

CCEO nas fases iniciais da doenca. A IL-6, juntamente com a TNF-q, foi considerada

discriminatéria entre o CCEO e a leucoplasia oral (Dikova et al., 2021). Esta citocina, a
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IL-6, entre outras proteinas pro-inflamatorias, parece promover o crescimento e invasao
tumoral e a angiogénese em doentes com CCEO, aumentando a resisténcia imunitaria do
tumor (Dikova et al., 2021). Concentragdes elevadas de IL-6 tém sido associadas a uma
maior agressividade e gravidade da doenga, reduzindo a sobrevivéncia e aumentando a
taxa de recidiva (Arduino et al., 2015). Verificou-se que as concentragdes de IL-6 ¢ TNF-
o aumentaram exponencialmente com a progressio da CCEO, confirmando o
envolvimento destas citocinas pro-inflamatorias nesta doenca, através da promogao da
sobrevivéncia e a proliferacdo de células malignas (Dikova et al., 2021).

Dikova et al (Dikova et al., 2021) descreveram concentragdes salivares elevadas
de IL-8 em doentes diagnosticados com CCEO. Tal como a IL-6, a IL-8 ¢ responsavel
pelo crescimento e proliferagcdo de células tumorais e pelo refor¢o dos seus mecanismos
de imunodeficiéncia, e concentra¢des elevadas de IL-6 ¢ IL-8 em saliva e em soro tém
sido associadas a uma redugdo da sobrevivéncia e a um aumento da taxa de recorréncia
no CCEO (Arduino et al., 2015).

As concentragdes de IL-1B tanto em amostras de saliva estimulada como nao
estimulada sdo significativamente mais elevadas em doentes com CCEO do que em
pacientes saudaveis (Radhika et al., 2016). Lee et al. (Lee et al., 2018) encontraram um
aumento da expressdo de IL-1-B ndo sé na saliva, mas também no tecido tumoral de
pacientes com CCEO, especialmente nas fases iniciais da doenga, o que mostra o
potencial valor deste biomarcador no diagndstico. No entanto, esse resultado ndo ¢
exclusivo do CCEQ, pois os niveis podem ser elevados em doentes com outras doengas
inflamatoérias da cavidade oral, incluindo a periodontite. Por conseguinte, as
concentragdes de outros biomarcadores também devem ser tidas em conta para fazer o
diagnéstico (Brinkmann et al., 2011). Kamatani et al. (Kamatani et al., 2013) relataram
uma diminui¢do da IL-1p salivar apos resseccao cirurgica do CCEQ, apoiando a utilidade
desta citocina no diagnostico e na detecdo da recidiva da doenca.

Os antagonistas do recetor da IL-1 (IL-1-Ra) ligam-se ao recetor de célula de
membrana para IL-1 sem produzir efeitos intracelulares, inibindo assim a ligag¢ao a IL-1
e atuando como seus reguladores negativos. A IL-1-Ra ¢ produzida principalmente por
monocitos ativados, macrofagos, neutrofilos e fibroblastos apoés estimulagdo com
lipopolissacarideo e ¢ o primeiro passo para produzir a citocina pro-inflamatoéria (e.g. IL-
1 e TNF) e mediadores de cascata inflamatoria (e.g. IL-10 ou IL-1-Ra). A IL-1-Ra tem
muito menos afinidade para o recetor do que a IL-1 e requer concentragdes mais elevadas

para desempenhar a sua funcdo, e além disso, a IL-1-Ra € constitutivamente expressa no

44



Carcinoma de células escamosas orais

epitélio oral normal, mas desregulada em tecidos neoplésicos (Niklander, 2021). A sua
expressao diminui com o envelhecimento tanto em células primarias como displasicas, o
que ¢ coerente com a alta frequéncia de CCEO em pessoas com mais de 50 anos de idade
(Acharya & Tayaar, 2012). A sobre-expressdo da IL-1-Ra foi demonstrada em células
displasicas e neoplésicas e, além de envolvida na sobre-expressao da IL-1p, pode também
promover o crescimento do cancro através da regulacdo da expressdo CD184 (Acharya

& Tayaar, 2012).

6.5 Outras proteinas

O proteoma salivar dos pacientes com CCEO pode ser determinado
quantitativamente. 24 proteinas foram identificadas como potenciais biomarcadores
salivares para o diagnodstico do CCEO (Chu et al., 2019). Para um melhor diagndstico do
CCEOQO, os niveis salivares de FGA, resistina, SERPINA1 ¢ THBS2 poderiam ser
determinados simultanecamente em combinag¢do com o exame oral (Chu et al., 2019).

Mumtaz et al. (Mumtaz et al., 2022) descobriram que a proteina TFRC, a mais
abundantemente expressa nos tecidos cancerosos do CCEO, e identificada em todas as
linhas de células cancerosas, ¢ um biomarcador nao-invasivo especialmente promissor.

O gene TP53 ¢ chamado de 'Guardido do Genoma'. Geralmente estd em modo de
espera e sua ativagdo ocorre em resposta a uma variedade de stresses celulares exdgenos
e endogenos. A ativacdo do gene normalmente resulta na formagao da proteina p53, que
tem 393 aminoacidos e esta proteina em Ultima instancia causa paragem do ciclo celular
ou apoptose. Em uma célula normal, a sua atividade ¢ estritamente regulada por se tratar
de uma molécula biologicamente ativa. A expressdo de p53 esta associada a uma evolugdo

mais agressiva do CCEO (Deshmukh et al., 2022).

6.6 Biomarcadores do prognostico/ tratamento

Foram encontrados niveis elevados de IL-10 em doentes com CCEQO, sugerindo
que niveis muito elevados desta interleucina estdo associados ao fenoétipo agressivo desta
doenca e tém um mau progndstico (Alhamarneh et al., 2011). A supressdao dos
mecanismos imunitarios anti-tumor (prevencao da apresentacao de antigénios das células

cancerosas transformadas em células T citotoxicas) pela IL-10 promove a propagagdo do
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cancro e reduz a sobrevivéncia dos doentes (Alhamarneh et al., 2011). Portanto, a IL-10
pode servir como biomarcador de prognostico, especialmente nas fases iniciais da doenga.
A produgdo de IL-10 ¢ muito elevada em fases avancadas devido & sua abundante
expressao nos tecidos metastaticos, mantendo simultaneamente um ambiente propicio ao
crescimento e expansdo de células neoplésicas que levam a producdo da IL-10 num
circulo vicioso (Arantes et al., 2017).

No CCEOQO, a desregulagdo da via do EGFR (recetor do fator de crescimento
epidérmico) parece ter relevancia prognostica. O prototipo da primeira classe de terapia
anti-EGFR ¢ o Cetuximab, capaz de induzir a autofagia nas células cancerosas através da
desregulagdo do mTOR e HIF1 - uma via de sinalizagdo. Por outro lado, o Erlotinib ¢ um
inibidor seletivo da tirosina quinase EGFR (EGFR TKI) com uma a¢do especifica e
potente no cancro oral; em combinagdo com a cisplatina, mostrou uma taxa de resposta

de 21% e taxas minimas de toxicidade (Panarese et al., 2019).

6.6.1 MiRNAs com papel supressor do tumor

Como mencionado anteriormente, alguns miRNAs podem ser utilizados como
biomarcadores de prognostico, nomeadamente: miRNA-27b, miRNA-200, miRNA-375,
miRNA-26a, miRNA-7, miRNA-107, miRNA-218, miRNA let-7, miRNA-125 (Tabela
4 e Figura 3).

Tabela 4. MiRNA como biomarcadores de prognostico do CCEO.

MiRNAs Papel Referéncias

MiRNA27b | Inibe a proliferacdo celular, a migracdo e a invasdo | (Momen-Heravi

na CCEO & Bala, 2018)
MiRNA-200 | Inibe o crescimento celular em concentragoes | (Greither et al.,
salivares aumentadas 2017)

MiRNA-375 | Atua como supressor de tumores em multiplos | (Harris et al.,
cancros incluindo CCEO 2012)
MiRNA-26* | Inibe a migracdo celular e a metastase e diminui a | (Z. M. Lu et al.,

expressdo de potenciador de zeste homologo 2 | 2014)
(EZH2), reduzindo o crescimento celular
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Figura 3. Os principais biomarcadores implicados no diagnostico e progndstico do CCEO. Retirada de
(Manzano-Moreno et al., 2021).

Muitos miRNAs supressores de tumores atuam inibindo a expressao de genes que

promovem a proliferagdo celular (Tabela 5).

Tabela 5. MiRNA que inibem expressao de genes.

MiRNAs Papel Referencias

MiRNA-7 Inibe a expressdo do recetor do fator de crescimento | (Kalinowski et
epidérmico (EGFR) al., 2012)

MiRNA-107 | Inibe os genes Akt, Stat3, e Rho GTPases através da | (Datta et al.,
proteina cinase Ce (PKCg) 2012)

Kalinowski et al. (Kalinowski et al., 2012) descobriram que o miRNA-7 pode
regular a expressdo do EGFR e a atividade da proteina Akt (proteina quinase B) nas
células cancerigenas do CCEO. Quando o miRNA-7 esta ativo, reduz o crescimento das
células HNS que sdo sensiveis ao inibidor da tirosina quinase EGFR (EGFR TKI), o
erlotinib. Esta informacao sugere que o miRNA-7 pode ser um potencial alvo terapéutico
para o tratamento do CCEO. O miRNA-7 atuou sinergicamente com o erlotinib para inibir

o crescimento de células FaDu resistentes ao erlotinib, um efeito associado a uma maior
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inibi¢cdo da atividade da Akt. A andlise das linhas de células HN5 e FaDu transfectadas
com miRNA-7 identificou um conjunto comum de genes alvo miRNA-7 desregulados,
fornecendo uma visdo da fun¢ao supressora do tumor de miRNA-7. Além disso, foram
identificados varios miRNA-7 mRNAs alvo com um papel putativo na sensibilizagao das
células FaDu para o erlotinib. Em conjunto, estes dados apoiam a regulacao coordenada
da sinalizagdo AKT por miRNA-7 das células do CCEO e sugerem o potencial terapéutico
de miRNA-7 sozinho ou em combinagdo com EGFR TKIs nesta doenga (Kalinowski et
al., 2012).

Outros miRNAs supressores tumorais inibem a migragdo celular, invasdo, e
metastase ao interferirem com as cascatas de sinalizagdo, incluindo: miRNA-218, que
inibe a via de adesdo focal, impedindo a migragdo celular; alguns membros da familia

miRNA let-7; e miRNA- 125 (Z. M. Lu et al., 2014).

6.6.2 Recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)

A investigacdo de biomarcadores para prever a eficacia do inibidor de EGFR ¢
indispensavel para determinar o tratamento especifico do paciente no CCEO. Lyu et al.
(Lyu et al., 2016) descobriram que a proteina Akt ¢ um biomarcador de previsdo, mas o
que causou a hiper-ativacdo da Akt ndo ¢ claro. A via PI3K/AKT ¢ uma via de transducgdo
de sinal intracelular que promove o metabolismo, proliferacdo, sobrevivéncia celular,
crescimento e angiogénese em resposta a sinais extracelulares. Segundo conhecimentos
anteriores, a ativagdo de Akt pode ocorrer ndo s6 através da propria sobre-expressao do
EGFR, mas também através de alteracdes genéticas de PIK3CA ou PTEN4. Além disso,
as vias anormalmente ativadas que tenham cruzamento com a via EGFR podem também
causar a hiper-ativacdo de Akt. Por exemplo, a amplificacdo do gene HERZ2, a via de
sinalizacdo IGF-1R hiper-ativada e a mutagdo/amplificacdo do gene MET podem todas
resultar na ativacdo persistente da via de sinalizagdo PI3K/AKT. Na maioria das
situagdes, mesmo em caso de bloqueio EGFR, a via PI3K/AKT pode permanecer ativa e
contribuir para a resisténcia a terapia orientada para inibir o EGFR. Pensam que, nestas
situagdes, a adi¢ao de inibidor da Akt pode melhorar a efic4cia da terapia anti-EGFR. O
estudo demonstra que, nos pacientes com CCEOQO, a expressdo da Akt ¢ um biomarcador

preditivo de resposta a quimioterapia de indugdo baseada no cetuximab (Lyu et al., 2016).
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7. CONCLUSAO

As principais vantagens da saliva como amostra para diagnostico de doenca sdo a
colheita rapida e ndo invasiva, e o seu facil armazenamento. Em consequéncia disso, os
biomarcadores salivares sdo cada vez mais estudados pela comunidade cientifica. O
crescente numero de biomarcadores salivares descobertos, associado ao avanco das
tecnologias que sdo cada vez mais eficientes, permite afirmar que a saliva ¢ um potencial
substituto do sangue para a busca de biomarcadores. Sabe-se que os niveis salivares de
varios biomarcadores sdo alterados na presenga de doencgas orais e, portanto, podem
ajudar no diagnostico e prognostico das mesmas.

Alguns biomarcadores, como as citocinas pro-inflamatodrias, sdo comuns em muitas
doengas, enquanto outros sdo mais especificos. A sua avaliagdo na saliva fornece aos
médicos uma valiosa ferramenta ndo invasiva para complementar os resultados clinicos.
O uso de biomarcadores combinados parece resultar em maior precisdo, com maior
sensibilidade e especificidade, em compara¢do com o uso de biomarcadores isolados. A
associagdo de diferentes biomarcadores, que permitam formar uma assinatura bioldgica
na saliva, ¢ uma area de investigagdo que se antevé bastante promissora. A utilizagdo de
biomarcadores salivares podera ter um impacto significativo no diagnostico, tratamento
e monitorizagdo do LPO e do CCEO. No entanto, sdo necessarios mais estudos para
compreender melhor o valor clinico dos biomarcadores ja identificados de modo a poder
integra-los na pratica médica didria.

A melhor compreensdo da correlagdo entre a saliva e a satide geral comega a dar
frutos, o que promovera cada vez melhores praticas médicas que facilitem o diagnostico
e a individualizagdo de terapias direcionadas precisas e indolores. A extensa descoberta
de novos biomarcadores salivares e a sua validacdo ird transformar o campo do

diagnostico do cancro oral e de patologia oral ndo-maligna.
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