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RESUMO

Diversas patologias tém um inicio silencioso, levando a um diagnostico dificil e, na
maioria das vezes tardio devido a inexisténcia de sintomas. Patologias com um enorme
impacto universal, como as neoplasicas, metabodlicas, cardiovasculares e neuroldgicas
carecem de um método alternativo ao praticado, sendo importante criar um método de
diagnodstico mais precoce. Este diagnostico possibilitaria o aumento da resposta ao
tratamento, diminui¢do de impactos graves na vida do paciente, e, deste modo, um

aumento da taxa de sobrevivéncia.

Como forma de diagnostico precoce, a recolha salivar possui uma variedade de
vantagens quando comparadas com a recolha de sangue, urina ou material naso e
orofaringeo através de um esfregaco com Swabs, ou seja, um cotonete utilizado para
recolha de secrecdes da porgao posterior do nariz e garganta. A saliva aparece como
um instrumento de diagndstico, possuindo a vantagem de ser recolhida facilmente e
de forma ndo invasiva, diminuindo o desconforto quando comparada com recolha de
sangue, bem como melhoria em termos de privacidade quando comparada a recolha
de urina. Tratando-se de doencas infecto-contagiosas, como o Covid-19, a saliva pode
ser recolhida pelo proprio paciente, evitando exposi¢ao de profissionais de saude ao

virus e minimizando o risco de infe¢des cruzadas.

Além da simplicidade de recolha, armazenamento e transporte, apresenta custo baixo,
permitindo testes generalizados, podendo ser utilizada em larga escala ou estudos
epidemiologicos principalmente em criangas por ser um método de recolha facil e
indolor. A obtencdo de amostras continuas para a monitoriza¢ao no decorrer do tempo
¢ simplificada, oferecendo seguranca para os Médicos Dentistas e outros profissionais

de saude no manuseio e diagnostico.

Palavras-chave: Saliva. Biomarcadores. Patologias sistémicas. Patologias
psicoemocionais






ABSTRAT

Several pathologies have a silent onset, leading to a difficult diagnosis and, in most
cases, late due to the absence of symptoms. Pathologies with an enormous universal
impact, such as neoplastic, metabolic, cardiovascular and neurological diseases, lack
an alternative method to the one practiced, and it is important to create an earlier
diagnostic method. This diagnosis would make it possible to increase the response to
treatment, decrease the serious impacts on the patient's life, and thus increase the

survival rate.

As a form of early diagnosis, salivary collection has a variety of advantages when
compared to the collection of blood, urine or naso and oropharyngeal material through
a swab smear, that is, a cotton swab used to collect secretions from the back of the
nose. and throat. Saliva appears as a diagnostic tool, having the advantage of being
collected easily and in a non-invasive manner, reducing discomfort when compared
to blood collection, as well as an improvement in privacy when compared to urine
collection. In the case of infectious diseases, such as Covid-19, saliva can be collected
by the patient himself, avoiding exposure of health professionals to the virus and

minimizing the risk of cross-infection.

In addition to the simplicity of collection, storage and transport, it has a low cost,
allowing generalized tests, and it can be used on a large scale or epidemiological
studies mainly in children as it is an easy and painless collection method. Obtaining
continuous samples for monitoring over time is simplified, offering security for

dentists and other health professionals in handling and diagnosis.

Key-words: Saliva. Biomarkers. Systemic pathologies. Psychoemotional pathologies.
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Introdugdo

I. INTRODUCAO

O interesse em fluidos bioldgicos menos invasivos, para substituicdo da recolha de
sangue, tem aumentado nos ultimos anos. A procura e identificacao de biomarcadores
nos fluidos corporais que indiquem o estado de satde de um individuo, ¢ importante
para que seja possivel efetuar um diagnostico precoce de diversas patologias na sua

fase inicial (Javaid et al., 2016; Zhang et al., 2013).

A saliva ¢ um fluido hipoténico em relagdo ao plasma. Contém compostos produzidos
localmente nas glandulas salivares (imunoglobulina A [IgA] e a-amilase), e também
compostos disseminados do plasma (4gua, eletrolitos, proteinas, metabodlitos e
hormonas). Esta desempenha fun¢des importantes na prote¢cdo da mucosa oral contra
microrganismos € na digestao dos alimentos. A sua producao e composicao dependem
da atividade do sistema nervoso autobnomo simpdatico e parassimpatico, cuja acao
antagonica pode resultar em diferentes volumes de saliva, com perfis proteico e idnico

distintos (Malathi et al., 2014; Nunes & Macedo, 2013).

Em condig¢des de saude ¢ esperado um equilibrio de oxidacdo. O excesso de oxidantes
pode causar danos no organismo por ndo existir prote¢ao contra os efeitos nocivos dos
mesmos. O envelhecimento, patologias cardiovasculares, artrite reumatoide,
neoplasias, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, entre outras, sao exemplos de
processos biologicos que podem estar associados ao stress oxidativo, € por sua vez,

ao seu desequilibrio (Pham-Huy et al., 2008).

A saliva ¢ produzida e secretada na cavidade oral pelas glandulas salivares e
apresenta-se como uma solu¢cdo aquosa transparente que contém um conjunto de
substancias, principalmente proteinas e glicoproteinas (Dawes et al., 2015). Assim
sendo, apresenta um grande potencial como biomarcador para a detecdo de doencas

orais e sistémicas (Buczko et al., 2015).

Quando a relagdo entre biomarcadores de saliva e certas patologias ¢ confirmada,
facilita a determinagdo da doenca. Esta medida torna-se primordial para a reducdo da
severidade da patologia e para a prevencdo de complicagdes que podem reduzir o bem-
estar do doente, contribuido ainda para o aumento da taxa de sucesso do tratamento

(Javaid et al., 2016).
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Estudos demonstraram um grande potencial na saliva de monitorizar alteragdes
corporais, como disturbios metabdlicos, anemias, marcadores de acido
desoxirribonucleico (DNA), controle de doping e, principalmente, monitorizar
alteracoes fisioldgicas em atletas resultantes do treino fisico (Caetano et al., 2015;

Miricescu et al., 2011).

O diagnoéstico através de biomarcadores de saliva engloba varias areas como a
monitorizagdo de farmacos, a medicina personalizada e a forense, detecao de
entorpecentes, entre outros. Destaca-se também, a sua importancia no diagndstico das

mais variadas patologias sistémicas e psicossociais (Malamud, 2011).

r

Um diagnostico preciso e precoce € essencial para que haja um tratamento da
patologia em causa. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo descrever
os diversos biomarcadores salivares para o auxilio no diagndstico de patologias

sistémicas e psicoemocionais.

No presente trabalho foram analisados artigos pesquisados nas bases de dados Google
Académico, Scielo, PubMed e Lilacs, utilizando as palavras chaves: “Saliva”,
“Biomarcadores”, “Patologias sistémicas”, “Patologias psicoemocionais”. Foram
selecionados 83 estudos em humanos, considerando o periodo de 1999 a 2020. Nao
houve restricdo quanto ao tipo de estudo e linguagem. Foram excluidos os artigos que

ndo se mencionavam o tema em questao.
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Desenvolvimento

II. DESENVOLVIMENTO

1. Biomarcadores

A defini¢do de um biomarcador atribui-se a uma medida farmacologica ou fisioldgica
que pode ser usada para prever um evento toxico. Neste caso, uma molécula que
contém um material especifico, pode ser usado para diagnosticar uma patologia ou
medir a progressdo e o resultado de um determinado tratamento. As caracteristicas
dos biomarcadores torna-os adequados como um meio complementar de diagnostico,
podendo contribuir de forma eficaz no diagndstico final com outros meios (Brinkman

& Wong, 2006).

A presenca de determinados biomarcadores pode estar intimamente relacionada com
o estado de saude de um individuo, ou seja, quando o estado de saude ¢ afetado os
biomarcadores sinalizam o problema e indicam a patologia em causa (Liu & Duan,

2012).

Existe uma enorme variedade de biomarcadores, (microrganismos, anticorpos,
lipidos, proteinas, RNA, DNA, etc.). As modificagdes na estrutura, na concentragao,
funcao ou agao dos biomarcadores podem estar associadas ao desenvolvimento de um
disturbio em particular, ou dar uma indicagao da resposta do organismo humano a um
determinado tratamento. A avaliagdo e compreensao do significado da expressao de
biomarcadores de um determinado parametro na saude de um individuo pode ter uma
enorme utilidade na determinagao da presenca, localizagdo e até progndstico de uma
determinada patologia (Pereira de Lima et al., 2020). Deste modo, os biomarcadores
apresentam-se como um método valioso e muito importante na detecao, avaliagdo do
risco, prognostico, diagnostico, e monitorizagdo da patologia (Yoshizawa et al.,

2013).

Os biomarcadores podem ser encontrados na urina, no liquido cefalorraquidiano, no
sangue e na saliva, podendo auxiliar os médicos em intervengdes precoces, evitando
que as patologias em causa evoluam para quadros graves. Inumeras doencgas
neoplésicas sdo diagnosticadas através de biomarcadores encontrados nos fluidos
corporais do organismo, dentre eles, sangue, urina, saliva e fluido cerebroespinhal

como mostra a tabela 1.
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Biomarcadores salivares para diagnostico de doengas sistémicas e psicoemocionais

Tabela 1 - Biomarcadores de tumores. (Adaptado de Oncoguia, 2020).

AFP
Alfa-fetoproteina

Assinatura de 5 proteinas

B2M

Beta-2-microglobulina

Beta-hCG

Gonadotrofina croriénica humana
beta

BRCA1 e BRCA2 mutagées nos
genes

BTA

Antigeno tumoral da bexiga

VMA e HVA

Catecolaminas na urina

CEA

Antigeno carcinoembrionario

C¢lulas tumorais circulantes de origem
epitelial

CA15-3/CA27.29

CA19-9

CA-125
CA 27-29
Calcitonina
CD20

CD22

CD25

CD33

CgA

Cromossomos 3, 7, 17 e 9p21
DCP
Des-gama-carboxi-protrombina)

LDH
Desidrogenase lactica

DPD
Mutacdo no gene

NSE
Exclusdo do cromossomo 17p

Fibrina/Fibrinogénio
Imunoglobulinas

Cancro de figado
Tumores de
germinativas

Cancro de ovario
Mieloma multiplo,
linfoide croénica e
linfomas
Coriocarcinoma
Tumores de
germinativas

Cancro de ovario
Cancro de mama
Cancro de bexiga
Cancro rim ou ureter

células

leucemia
alguns

células

Neuroblastoma

Cancrocolorretal e
outros tipos de cancro
Cancro de mama avangado
Cancro de prostata

Cancro colorretal

Cancro de mama

Cancro de pancreas, vesicula
biliar, ducto biliar ¢ gastrico
Cancro de ovario

Cancro de mama

Cancro medular da tireoide
Linfoma ndo-Hodgkin
Leucemia de células pilosas
Neoplasias de células B
Linfoma ndo-Hodgkin (célula
T)

Leucemia mieloide aguda
Tumores neuroenddcrinos
Cancro de bexiga

alguns

Carcinoma hepatocelular

Tumores de células
germinativas

Linfoma

Leucemia

Melanoma

Neuroblastoma

Cancro de mama

Cancro colorretal

Cancro de estomago

Cancro de pancreas

Cancro de pulmio de pequenas
células e neuroblastoma
Leucemia linfocitica cronica
Cancro de bexiga

Mieloma multiplo
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Sangue

Sangue

Sangue

Urina

Liquido cefalorraquidiano

Urina
Sangue

Sangue
Tumor

Urina
Urina

Sangue

Sangue

Sangue
Sangue

Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Medula 6ssea

Sangue

Sangue
Sangue
Urina

Sangue

Sangue

Sangue

Sangue

Sangue
Urina

Sangue



Desenvolvimento

1.1 Urina

A urina ¢ um fluido de facil acesso e o seu perfil biomolecular demonstra ter bons
resultados na identificacdo de biomarcadores especificos (Pieper et al., 2004). Em
particular, a quantidade de biomarcadores de neoplasias por meio da urina representa
uma opc¢ao para a detegdo prematura e para o monitorizagdo da patologia, uma vez
que os compostos libertados pelas células cancerigenas enriquecidas podem ser

detetados neste fluido corporal (Alberice, 2014; Orenes-Pifiero et al., 2007).

A urina ¢ rica em biomoléculas do trato urinario e rins, tornando-a um fluido ideal
para estudar estes 6rgdos. Protedmica refere-se a investigagdo em grande quantidade de
proteinas, avaliando a sua organizagdo e fun¢do, em varias amostras bioldgicas, células,
orgdos ou organismos. As proteinas sdao os efetores criticos das funcdes e dos fenotipos
celulares, pois podem reter melhor o estado funcional e as propriedades dinamicas de uma
célula. O processamento ¢ a andlise de dados protedmicos sao processos complexos, mas
podem resultar na descoberta de novos biomarcadores de doengas para aplicagdes clinicas

e diagnosticas (Decramer et al., 2008; Kaczor-Urbanowicz & Wong, 2019).

Em comparagdo com outros fluidos corporais, a urina tem a vantagem de ser ndo
invasiva e de facil acesso, o que permite obter varias amostras de um individuo para
avaliagdao de reprodutibilidade, e, ainda pelo facto de as biomoléculas presentes na

urina, serem hidrossoluveis (Decramer et al., 2008; Pejcic et al., 2010).

Como desvantagens, destaca-se o facto a ingestdo de liquidos e alteragdes na dieta, o
ritmo cardiaco, exercicios e nivel circulatério, alterarem as concentragdes dos
biomarcadores urinarios. Neste caso, sao necessarias etapas adicionais para aumentar
a sua concentracao, levando a perda de proteinas. A abundancia de proteinas como
albumina, pode mascarar outras proteinas, sendo necessaria uma etapa de deplegao
que devera ser realizada. O alto contetido de sal, também ¢ uma desvantagem, pois ¢

incompativel com algumas das técnicas analiticas (Alberice, 2014).
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Biomarcadores salivares para diagnostico de doengas sistémicas e psicoemocionais

1.2 Liquido cefalorraquidiano

O liquido cefalorraquidiano (LCR) ¢ um fluido bioldgico também denominado de
fluido cerebroespinhal ou liquor. E constituido por um filtrado dos plexos cordides,
estando intimamente relacionado com o sistema nervoso central (SNC) e os seus
involucros (meninges). Estd localizado na zona subaracnoidea e nos ventriculos do
cérebro. A sua analise ¢ importante para detecdo de doencas ou alteragdes a nivel

neuroldgico (Ramont et al., 2005).

Num individuo saudavel, o LCR apresenta altas concentracdes de cloreto de sodio, e
baixas concentragdes de outros constituintes, tais como: glicose, lactato, proteinas,
magnésio, potdssio, proteinas. Apresenta também na sua composicao, células
inferiores a cinco milimetros cubicos, possuindo um aspeto de “agua de rocha”,
limpido e descolorado (Rosato et al., 2006). Perante uma situacao patoldgica, ha um
aumento do numero de células e de bactérias/fungos, criando assim um aspeto turvo

(Dimas & Puccioni-Sohler, 2008).

Alguns dos biomarcadores mais relevantes neste fluido sao: proteina tau, o peptideo
AP1-42 e a enzima enolase neurdnio-especifica (ENE). A proteina tau tem a funcdo
de estabilizar os microtiibulos e de conservar as proximidades entre os neurénios com
a sua estrutura axonal. No caso do peptideo AB1-42 este advém de uma proteina
precursora amildide pela segmentagdo da mesma por enzimas denominadas
secretases. Estes analitos estdo envolvidos em condigdes patologicas de doencgas
neurodegenerativas como o caso da doenca de Alzheimer. E importante a analisar os
niveis desta proteina para poder detetar antecipadamente as doencas (Schoonenboom
et al., 2005). A ENE ¢ uma enzima dimérica composta de subunidades a, B e y e suas
isoformas sao sintetizadas por neurdnios e tecido neuroenddcrino. As isoformas a e y
sdo abundantes em eritrocitos, por isso sao também utilizadas como biomarcadores de
certos cancros e, mais recentemente, de doencas neurodegenerativas (Ramont et al.,

2005).
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Desenvolvimento

1.3 Sangue

A obtencdo de amostras de sangue ¢ o método de analise escolhido para a detegdo de
biomarcadores devido ao seu facil acesso, a constante renovacao e interagdes exclusivas

com todos os outros tecidos no corpo (Cacabelos, 2009; Decourt & Sabbagh, 2011).

Para sua utilizagdo na analise bioquimica, o sangue ¢ normalmente fracionado em plasma,
soro, globulos vermelhos, plaquetas e células mononucleares do sangue periférico,
tornando os biomarcadores plasmaticos/séricos especialmente interessantes para a pratica
clinica e pesquisa (Cacabelos, 2009). As fracdes sanguineas, soro e plasma, encontram-
se entre as fontes mais importantes de marcadores biologicos, fornecendo informagdes
bastante ricas sobre processos fisiologicos e patoldgicos (Omenn et al., 2005). A
avaliacdo do sangue para fins de diagndstico ¢ bem conhecida e as duas fragdes sdo
similares em composi¢ao. Contudo, o plasma apresenta-se mais estavel que o soro e mais
adequado para analise de proteinas de baixo peso molecular. No entanto, o soro € o
material de escolha para diversos testes, pois os anticoagulantes do plasma produzem

alteragcdes em alguns métodos utilizados (Huijbers et al., 2010).

Apenas 22 proteinas constituem mais de 95% do proteoma do soro/plasma, como a
albumina, haptoglobina, transferrina, lipoproteinas e imunoglobulinas (Surinova et al.,

2011).

As amostras devem ser mantidas estaveis a 2-8°C até cinco dias, podendo manter-se
durante mais tempo se forem congeladas. E recomendado que as amostras sejam
transportadas, refrigeradas e congeladas posteriormente, evitando ciclos de

congelamento-descongelamento (Melo et al., 2010).

O sangue ou plasma ¢ o fluido corporal mais utilizado e mais conhecido como meio
de diagnostico e obtencdo de biomarcadores. Contudo, na maioria dos casos, o0s
procedimentos de recolha de sangue podem ter desvantagens a nivel econémico e ¢
considerado traumatico para alguns pacientes (Yoshizawa et al., 2013; Zheng et al.,

2014).
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1.4 Saliva

A saliva humana encontra-se na cavidade oral, sendo um fluido de facil acesso
composto por uma jun¢do de produtos secretorios, podendo ser organicos e
inorganicos. Estes provém da excrecdo das glandulas salivares maiores e menores e
de outras substancias provenientes da mucosa da orofaringe, vias aéreas superiores,
refluxo gastrintestinal, fluido do sulco gengival, restos alimentares e componentes
derivados do sangue, sendo fundamental para a manutencdo da satde oral (Lima et

al., 2014a; Liu & Duan, 2012; Patel & Barros, 2015).

A saliva ¢ chamada de “espelho do corpo” ou “janela do estado de satde” por ser
considerada um filtrado do sangue e porque determinadas condigdes patologicas

alteram os seus constituintes (Rapado-Gonzalez et al., 2016).

A composicao salivar pode variar conforme as alteragdes no seu fluxo salivar e nos
diversos estimulos externos (Dawes et al., 2015). A saliva ¢ um biofluido oral, cujo
pH encontra-se entre 6,5 a 7. E constituida na maior parte por agua (98%), e por
eletrélitos, muco, compostos antibacterianos e diversas enzimas (2%) (Liu & Duan,
2012; Rathnayake et al.,, 2017). Os componentes inorganicos mais prevalentes
incluem: sodio, potdssio, célcio, magnésio, cloreto e carbonatos, enquanto os
componentes organicos compreendem amilases, peroxidases, lipases, mucinas,
lisozimas, lactoferrinas, calicreinas, cistatinas, hormonas e fatores de crescimento
(Chiappin et al., 2007). Para um individuo saudével, estima-se que a secre¢do salivar

diéaria se encontre no intervalo de 0,5 ¢ 1,5 L (Mese & Matsuo, 2007).

A producdo e composi¢ao da saliva dependem da atividade do sistema nervoso
autbnomo simpatico e parassimpatico, cuja acdo antagénica pode resultar em
diferentes volumes com perfis proteicos e idnicos distintos. A saliva ¢ filtrada e
processada na cavidade oral pelos vasos vasculares que nutrem as glandulas salivares

(Nunes & Macedo, 2013).

O fluido oral origina-se maioritariamente a partir das principais glandulas salivares
(pardtida, sublingual e submandibular) e também glandulas salivares

menores. Relativamente as glandulas parétidas, sdo serosas e sua secre¢do carece de
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mucina. Quanto as glandulas submandibular e sublingual, estas s3o mistas, tendo
secrecdo serosa e mucosa. As glandulas salivares menores que estio situadas no tecido
conjuntivo abaixo das papilas circunvaladas sdo as glandulas de Von Ebner, ¢ as

mucosas sao as glandulas de Blandin-Nithm (Figura 1) (Carranza et al., 2005).

Figura 1 - Localiza¢8o e estrutura das glandulas salivares. (a) Localizagdo das glandulas salivares
principais. (b) Representacdo esquematica genérica de uma glandula principal. (Adaptado de Seeley et al.,
2011).

Os componentes do sangue tém permeabilidade nas glandulas salivares, uma vez que
estas estas sdo envolvidas por capilares. Desta forma, existe a possibilidade de trocas
intracelulares ou extra celulares de moléculas constituintes do sangue com os da

saliva, como presente na Figura 2 (Nunes & Macedo, 2013; Pfaffe et al., 2011).
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Figura 2 - Mecanismo de transporte. (a) Entrada de componentes por filtragdo simples. (b) Entrada de
compostos lipossoluveis por difusdo passiva. (c¢) Entrada de componentes por transporte ativo. (d)
Bombeamento ativo de ions Na+ e entrada cocomitante de H20O. (¢) componente produzido e secretado
pelas glandulas salivares; (f) bombeamento de ions Na + no sangue, produzindo liquido hipotdnico.
(Adaptado de Segal &Wong, 2008).

A saliva pode ser considerada total ou de glandula especifica. Aquela recolhida
diretamente do ducto excretor ¢ denominada de saliva de glandula especifica. A primeira
classifica-se como um fluido misto, geralmente usado na pesquisa de patologias de
ordem sistémica, por ser maioritariamente proveniente das glandulas maiores e
menores. E importante ter em atengio que a saliva total apresenta outros constituintes
como: fluido crevicular, transudado da mucosa, secrecdes bronquicas e nasais,
bactérias e fungos, derivados de sangue proveniente de feridas (Farnaud et al., 2010).
As caracteristicas relativas ao pH, produgdo diaria, secrecdo, composi¢ao,
biomarcadores salivares e outras propriedades da saliva total podem ser observadas
na Figura 3 (Rathnayake et al., 2017). Relativamente a saliva de glandula especifica,

provém de glandulas individuais, usadas para identificacdo de patologias especificas.
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Multifuncional / \ Outras

# Defesa antibacteriana pruprigdat_ies

#* Digestdo #* Monitorizagdo
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% Degluti¢io Biomarcadores Salivares #* Avaliagao de
# Lavagem # Biomarcadores relacionados com tratamento

% Solubilizagio doengas orais _

# Capacidade tampao # Biomarcadores relacionados com

doengas sistémicas
# Biomarcadores de inflamacgao
# Agentes patogénicos periodontais
# Microrganismos cariogénicos

Figura 3 - Resumo da composicao, propriedades e fisiologia da saliva (Adaptado de Rathnayake et al.,
2017).

Os fluidos e as biomoléculas que constituem a saliva sdo provenientes das glandulas
salivares, das células da mucosa oral, de microrganismos e virus, do sangue, do FCG

e dos alimentos, como observado na Figura 4 (Zhang et al., 2016).
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DNA, BENA e proteinas de
diferentes fontes

Figura 4 - Origem dos fluidos e biomoléculas que constituem a saliva (Adaptado de Zhang et al., 2016).
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A saliva desempenha um papel multifuncional. Contém uma fungdo digestiva
importante, com fung¢do de lubrificar e diluir o alimento. Outro papel da saliva ¢ a
prote¢do da cavidade oral, contra infe¢des bacterianas, virais e fingicas (Garcia-
Godoy & Hicks, 2008). Esta protecdo ¢ também contra fatores bioldgicos, mecanicos
e quimicos, mantendo o ecossistema da cavidade oral em equilibrio (Jankowska et al.,
2007). Uma vantagem da saliva ¢ melhorar a remineralizardo do esmalte dentario,
evitando a desmineralizacao devido a sua capacidade tampao (Garcia-Godoy & Hicks,

2008; Yoshizawa et al., 2013).

Tal como o sangue, a saliva ¢ um fluido que tém presente diversas hormonas,
anticorpos, constituintes antimicrobianos, enzimas e fatores de crescimento. Muitos
destes constituintes entram na saliva a partir do sangue, passando pelos espagos entre
as células por duas vias: transcelular (difusdo intracelular passiva e transporte ativo),

ou paracelular (ultrafiltracao extracelular) (Rehak et al., 2000).

Autores referem que 30% das proteinas encontradas na saliva também estdo no
sangue, sendo importante ter em conta que a protedémica salivar podera vir a ser um
método de diagnostico precoce e de controlo (Lee & Wong, 2009; Perez-Cornejo et
al., 2012; Segal & Wong, 2008). Apesar disso, na saliva a concentragdo destas ¢ menor

que no sangue.

Com as novas tecnologias altamente sensiveis, o menor nivel de dados analitos na
saliva deixou de ser uma limitagdo. Atualmente, ¢ possivel detetar doengas a partir da
saliva, que antes s6 era possivel detetar quando realizadas analises sanguineas. Como
exemplo destas doengas temos HIV-1, HIV-2, hepatites virais A, B e C, e também
monitorizagdo de drogas (Segal & Wong, 2008). Deste modo, a saliva ¢
funcionalmente equivalente ao sangue, refletindo o estado fisiologico do corpo,
incluindo variagdes emocionais, hormonais, nutricionais e metabolicas (Lee & Wong,

2009).

Existem trés pré-requisitos necessarios para verificar o inicio e final de uma
determinada doenga ou a eficacia do tratamento: um método ndo invasivo para recolha

de amostras bioldgicas; biomarcadores especificos associados a saude ou doenca; uma
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plataforma tecnoldgica para discriminar rapidamente os biomarcadores (Malamud,

2011).

Uma iniciativa preconizada pelo Instituto Nacional de Pesquisa Odontoldgica e
Craniofacial (NIDCR) relatou um guia para verificacdo do inicio e do final de uma
determinada doenca ou a eficacia do tratamento através do uso de fluidos orais como
meio de diagndstico para examinar o estado de satde e de doenca. Esta ¢ uma
oportunidade ideal para fazer a ligagdo entre os biossensores baseados na saliva e os
biomarcadores salivares discriminatorios de doencas em aplicacdes de diagndstico
(Segal & Wong, 2008). A capacidade de avaliar com precisdao biomarcadores em
amostras obtidas da cavidade oral depende da natureza bioquimica do marcador, da
fonte, do tipo de amostra recolhida, e do método pelo qual o marcador surge na

cavidade oral (Malamud, 2011).

Os diferentes métodos de recolha de saliva dependendo da estimulagdo ou nao
estimulacdo, podem ter diferentes classificagdes. A saliva pode ser recolhida de
diferentes formas. Saliva inteira em repouso ou nao estimulada, saliva inteira
estimulada, saliva glandular (principalmente parétida, com ou sem estimulacao),
saliva submandibular/ sublingual e saliva palatina. Para recolher saliva, o sujeito deve

estar sentado, com a cabeca levemente inclinada para a frente e os olhos abertos (Priya

& Prathibha K, 2017).

Na recolha da saliva os pacientes nao devem comer ou beber quaisquer bebidas (com
excecdo da dgua pura), bem como nao realizar nenhum procedimento higiénico dentro
da cavidade oral, como por exemplo, escovar os dentes por pelo menos duas horas antes
darecolha. Devido a influéncia que alguns medicamentos podem ter na secrecdo salivar,
os pacientes ndo devem ingerir medicamentos pelo menos 8 horas antes da recolha
salivar. A saliva deve ser recolhida em sala separada, com o paciente sentado, relaxado,
com a cabeca levemente inclinada para baixo, com movimento minimo da face e labios,

apos 5 min de adaptagdo ao ambiente (Chojnowska et al., 2018).

A saliva estimulada ¢ normalmente recolhida por a¢do indutora mastigatoria (pastilha
indutora), ou seja, através de um método absorvente para aumentar a taxa de fluxo
salivar. Este método afeta a quantidade e o pH da saliva, sendo geralmente usado

apenas em pacientes que tém dificuldade em produzir saliva suficiente. A saliva ndo
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estimulada ¢ recolhida sem estimulo exdgeno e a taxa de fluxo ¢ afetada

principalmente pelo grau de hidratagdo. As trés abordagens mais comuns para a

recolha de saliva sdo: o método de drenagem, de cuspir, de succdo ¢ de Esfregaco

(Figura 5) (Priya & Prathibha K, 2017).

Figura 5 - Métodos de recolha de saliva total. (a) Drenagem. (b) Cuspir. (c) Succ¢do (d) Esfregaco
(Adaptado de Yamuna Priya & Muthu Prathibha, 2017).

Figura 6 - Métodos de recolha de Saliva de glandula especifica. (a) Saliva de glandula pardtida usando
copos de Carlson modificado. (b) Sialopaper, usado para recolha de saliva de glandulas salivares
menores. (Adaptado de Yamuna Priya & Muthu Prathibha,

Para a recolha de saliva nao estimulada existem dois métodos: cuspir € suc¢ao, que sao
faceis de aplicar em todo o fluxo de trabalho da clinica ao laboratério de pesquisa,
aumentando assim a viabilidade de desenvolver métodos de recolha
padronizados. Estudos demonstraram que os métodos de recolha de saliva ndo
estimulados podem influenciar a composi¢do salivar e afetar a detecdo final do
biomarcador especifico. Um estudo demonstrou que a quantidade e a qualidade do DNA
gendmico bacteriano (gDNA) sdo comparaveis entre varios métodos de recolha de
saliva (cuspir e suc¢do) e métodos de isolamento de DNA (por exemplo, kit

comercial). No entanto, ainda ndo esta claro se os métodos de recolha nao estimulada
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(cuspir e succdo) tém um grande impacto na expressio de mRNA especifico do
periodonto humano, fatores epigenéticos de metilacio do DNA/RNA e niveis de

metilagdo do DNA especificos do periodonto (Han, & Ivanovski, 2019).

Anteriormente a colheita, o ambiente deve ser organizado de forma a manter o tubo na
posicdo vertical, fechado e encaixado no estojo/rack ou outro suporte semelhante. O
estojo deve estar em uma mesa ou bancada o mais perto possivel do profissional de
recolha. Os kits normalmente contém um Swab e um tubo com meio de transporte
etiquetado com codigo de barras. O profissional deverd utilizar equipamento de
protecdo individual. Apos explicar detalhadamente como sera o procedimento, o tempo
gasto e o incomodo do teste, o profissional pedird ao paciente que abra a boca para
exposi¢dao da cavidade oral e friccionara o Swab na parede posterior da faringe e na
regido amigdaliana esquerda e direita, ou no caso de as amigdalas ja terem sido
removidas ou se apresentarem visiveis, o0 Swab devera ser friccionado na fossa tonsilar.

Deve-se evitar o contato do Swab com a lingua, dentes e gengivas (Malamud, 2011)

ApOs a colheita e retirada do Swab da cavidade oral, o profissional devera abrir a tampa
do tubo, o qual estara disposto no estojo/rack. A ponta do Swab devera ser imersa no meio
de transporte liquido do tubo realizando movimentos de rotagdo por alguns segundos. A
haste do Swab tera de ser levantada levemente e cortada com uma tesoura seca e
higienizada com 4alcool 70°. O Swab deverd ser mantido no tubo com uma tampa
firmemente vedada. O estojo tera de ser mantido com as amostras em ambiente

refrigerado ou de congelagao (Yamuna Priya & Muthu Prathibha, 2017).

O tipo de amostra oral mais usado ¢ o Swab, que recolhe uma amostra de DNA na
qual o profissional faz a recolha com um tipo de cotonete, sendo depois enviada para
um laboratério onde os profissionais pesquisam pelo material genético da doenga nas
células do paciente. A taxa de precisdo ¢ de 90%. A desvantagem deste método € ser
invasivo, tendo em conta que o Swab pode causar engasgamento e tosse no paciente

(Malamud, 2011).

Independentemente do método utilizado, os individuos devem ser instruidos a

higienizar a boca com agua antes da recolha de saliva para evitar que esta contenha
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alteracdes (Lee & Wong, 2009).Na Figura 6 pode ser visualizado o material

necessario para a recolha de saliva usando este método.

Figura 7- Material necessario para a recolha de saliva. (a) Tubos estéreis graduados com extremidade
conica. (b) Micropipeta automatizada para aspirar saliva. (¢) Tubos de sucgdo dentarios. (d) Tubo conico
de plastico para recolha de saliva. (Adaptado de Yamuna Priya & Muthu Prathibha, 2017).

Atualmente, os esfregacos nasais e orofaringeos sdo os dois principais tipos de
amostras do trato respiratorio superior recomendados para teste diagnostico de Covid-
19, no entanto a saliva tem sido ultimamente utilizada como método complementar.
Recentemente, um teste para avaliar o RNA em amostras de saliva foi recentemente
aprovado pela US Food and Drug Administration para analises diagnosticas de

Doenga por coronavirus (Covid-19) (Ceron et al, 2020).

As amostras orais que apresentam maior utilidade para o diagnostico de doencgas
sistémicas incluem a saliva, fluido crevicular gengival (FGC). Os dados referidos por
Malamud (2011), indicam que o uso bem-sucedido destes tipos de amostras orais para

detetar ou prever a suscetibilidade de doengas sistémicas (Malamud, 2011).

O fluido crevicular gengival (FGC) € o produto da interacdo entre biofilme bacteriano
aderido na superficie do dente e das células periodontais. E uma mistura de
substancias derivadas do soro sanguineo, leucdcitos, células estruturais do periodonto
e microrganismos orais. Estas substancias tém uma grande capacidade para serem
utilizadas como biomarcadores. A recolha e a andlise de amostras de FGC constituem
uma medida ndo invasiva de acesso ao estado fisiopatologico do periodonto de uma
zona especifica. Chibebe et al. (2012), indica que o uso de anticorpos ou mediadores

sdo potenciais auxiliares no diagnostico.
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2. Alvos moleculares de diagndstico na saliva

O proteoma ¢ o complemento protéico do genoma e a protedmica ¢ a analise da por¢ao
do genoma que ¢ expressa. Os proteomas nos fluidos corporais sdo importantes devido
ao seu alto potencial clinico como biomarcadores de doencas. Normalmente, uma
analise global dos proteomas salivares humanos pode fornecer um espectro abrangente
de saude bucal e geral. Para além de a analise de proteomas salivares ao longo de
complicagdes poder revelar assinaturas de morbidade no estagio inicial € monitorizar

a progressao da patologia (Lee & Wong, 2009).

Em 2003, o Instituto Nacional de Pesquisa Odontolégica e Craniofacial (NIDCR)
identificou e catalogou proteinas salivares humanas das trés principais glandulas
salivares. O proteoma salivar humano (HSP) pode ser um recurso para auxiliar a
elucidar a patogénese da doenga, bem como avaliar a influéncia dos medicamentos na
estrutura, composicao e secreg¢ao de todos os constituintes secretores salivares (Segal

& Wong, 2008).

O NIDCR identificou, aproximadamente, 1166 proteinas (Denny et al., 2008),
definindo assim o proteoma salivar. Depois deste estudo, foi possivel reconhecer
biomarcadores importantes para diagnosticar o cancro oral (Hu et al., 2008) e outras

patologias, tais como, Sindrome de Sjogren’s (Hu et al., 2007)

Outras iniciativas também surgiram com objetivo de descobrir e desenvolver outra
forma de recurso para diagnosticar a nivel molecular. Como exemplo destes: o
transcriptoma oral (conjunto de transcritos presentes na saliva); o metaboloma oral
(conjunto de todos os metabolitos encontrados na saliva); e o microbioma oral
(conjunto de todos os microrganismos que habitam a cavidade oral). Estes estudos
possibilitaram identificar na saliva multiplos biomarcadores com competéncia para

diagnostico (Segal & Wong, 2008) conforme € possivel observar na Tabela 2.
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Tabela 2 - Diferentes classes de marcadores identificados na saliva e as suas aplica¢des possiveis.
(Adaptado de Segal & Wong, 2008).

Classe do biomarcador Aplicagdes possiveis
Genotipagem comum
Infe¢des bacterianas

DNA Diagnostico do cancro da cabeca e pescoco
Ciéncias forenses
RNA Identificacdo de bactérias/virus

Diagnostico de cancro oral

Diagnostico de periodontite
Proteinas Diagnostico de cancro
Suscetibilidade a caries

Diagnostico do cancro da cabega e pescoco

Mucinas/glicoproteinas s .
u gleop Suscetibilidade a caries

Imunoglobulinas Infegdes virais (VIH, hepatite B ¢ C)

Varias condigdes enddcrinas
Avaliacdo do stress/estado psicologico
Diagnostico de periodontite
Diagnostico de fibrose cistica

Metabolitos

Monitoriza¢do do abuso de farmacos (anfetaminas, opidides,
Farmacos seus metabdlitos cocainas)
Controle de administragdo de farmacos terapéuticos

Virus Reativagdo de virus Epstein-Barr (mononucleose)

Diagnostico de cancro oral

Bactérias S L.
Suscetibilidade a caries

Componentes celulares Diagndstico de cancro da cabega e pescogo
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A facilidade na recolha de espécimes de saliva. proporciona uma simplicidade na
determina¢do dos niveis hormonais, incluindo estrogénio (estradiol), progesterona,

testosterona, dihidroepiandrosterona (DHEA) e cortisol (Rosa, 2011).

Nas ultimas trés décadas foram usadas abordagens baseadas em proteoma para
monitorizar as mudangas na expressdo de proteinas. Geralmente, a expressdo da
proteina ¢ analisada principalmente por eletroforese em gel de poliacrilamida uni ou
bidimensional (PAGE). Para resolver a composi¢ao complexa da saliva, o 2-D PAGE
permite a separacdo nao apenas de diferentes moléculas com pesos moleculares
semelhantes, mas também de diferentes padrdoes de modificacio ou isoformas da

mesma proteina (Figura 7) (Lee & Wong, 2009).
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Figura 8 - Electroforetograma em gel 2D de proteinas da saliva total humana. (As proteinas foram
separadas nos gradientes de pH imobilizados (IPG) da 1* dimenséo, seguidos por SDS-PAGE. Os salpicos
foram visualizados pela mancha SYPRO Ruby. As setas indicam cinco isoformas do precursor de carbonato
desidratase VI. Os alvos de interesse serdo identificados por andlises subsequentes dos EM. (Adaptado de
Lee & Wong, 2010).
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Apesar de os proteomas terem um papel importante no diagnostico, a tecnologia de
transcricdo salivar conseguiu melhorar o potencial diagndstico da saliva para
multiplas aplicacdes em medicina. A tecnologia proteémica ajudou a identificar os
biomarcadores salivares, descrevendo a importancia do proteoma e a analise da
protedmica expressa. A existéncia dos proteomas nos fluidos corporais representa um
alto potencial de marcadores de patologias. Uma anélise precisa do proteoma da saliva
humana pode indicar o estado geral de saude. Muitas alteragdes funcionais das
proteinas resultam de modifica¢des pos-traducionais, como fosforilagao, glicosilagdo,

acetilacdo e metilacao (Lee & Wong, 2009).

Hé4 um forte indicio na literatura que as consequéncias de investigagdes protedomicas
apresentam-se com grande potencial em varias areas como diagnostico, classificacao dos
subtipos de patologias, progndstico clinico, monitorizag¢ao da resposta da terapia aplicada,

quantificagdo de biomarcadores e geracdo de alvos terapéuticos (Walsh et al., 2010).

A tecnologia transcriptémica permitiu aos pesquisadores descobrir os transcriptomas
salivares (moléculas de RNA) que incluem as moléculas que as células usam para
transportar informagdes fornecidas pelo DNA, para a producdo de proteinas. Esta
possibilidade, fornece a pesquisa médica uma segunda ferramenta de diagnostico que
envolve saliva e que pode oferecer mais e melhores oportunidades para o diagndstico

salivar (Lee & Wong, 2009).

No que diz respeito ao SARS-CoV-2, a saliva poderia ser usada para avaliar diferentes

aspetos da doenga, conforme mostrado na figura 8.
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Figura 9 - Utilizagdo de saliva em Covid-19. (Adaptado de Ceron, 2020).

Em trés grupos de pesquisas que utilizaram a saliva para dete¢ao de SARS-CoV-2 (To et
al 2020; Azzi et al 2020; Han et al 2019), num dos grupos os investigadores identificaram
0 RNA do virus em 20 de 23 pacientes previamente confirmados com Covid-19 positivos,
obtendo um resultado de sensibilidade diagndstica de 87%. Utilizaram a saliva recolhida,
pedindo ao paciente para tossir saliva da sua garganta para um recipiente estéril e
adicionando um meio de transporte viral a amostra. A dete¢ao do virus foi feita por reagao
em cadeia da polimerase quantitativa da transcri¢do reversa em tempo real (rRT-PCR)

(To et al, 2020).

To et al. (2020) avaliaram a validade diagnoéstica, o tempo de recolha da amostra e o
custo associado ao uso da saliva, através de um estudo prospectivo de validade
diagnostica e comparando a taxa de detecdo de virus respiratorios entre a saliva e o
aspirado nasofaringeo entre pacientes adultos hospitalizados. Os autores concluiram
que as amostras de saliva tém alta sensibilidade e especificidade na dete¢do de virus
respiratorios em comparag¢ao com aspirado nasofaringeo. O uso de saliva também reduz

o tempo e os custos associados a recolha da amostra.
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Azzi etal. (2020) analisaram por rRT-PCR amostras salivares de 25 pacientes em estado
grave ou muito grave de Covid-19, diagnosticados positivamente para SARS-CoV-2
anteriormente através de esfregago faringeo e orofaringeo. A recolha da saliva foi
realizada através de baba passiva. Nos casos de pacientes submetidos a intubagdo
endotraqueal e ventilacdo mecanica, a saliva foi recolhida por via intrabucal, por
médico, com uso de pipeta. Essas amostras possivelmente também continham secregdes
respiratorias. Os valores da lactato desidrogenase (LDH) e da proteina C reativa
ultrassensivel (usRCP) foram registrados no mesmo dia da recolha do Swab
salivar. Foram consideradas a positividade na saliva e a associacdo entre os dados
clinicos e o limiar do ciclo como indicador semiquantitativo da carga viral. Dois
pacientes apresentaram resultados salivares positivos nos mesmos dias em que seus
Swabs faringeos ou broncoalveolares foram negativos. Este facto aponta para a
possibilidade de que os individuos possam ser contagiosos pela saliva, mesmo quando os
esfregacos faringeos sejam negativos. Isto poderia ser benéfico devido a possibilidade de
utilizarmos a saliva para detetar o virus, ao considerarmos as glandulas salivares como
um reservatorio potencial para Covid-19 em pessoas assintomaticas, mas infetadas. Os
autores concluiram que a saliva ¢ uma ferramenta confidvel para detetar SARS-CoV-
2. O papel da saliva no diagnostico da Covid-19 nao pode se limitar a uma detecdo
qualitativa do virus, mas também pode fornecer informacdes sobre a evolugao clinica

da doenca.

Han et al. (2019) recolheram saliva de um recém-nascido de 27 dias com diagndstico
de Covid-19 e relataram que os valores foram semelhantes aos obtidos com Swabs

faringeos, mas inferiores aos dos Swabs broncoalveolares.

Ceron et al. (2020) num relatorio para obter informagdes atualizadas sobre o uso de
saliva como amostra para andlises laboratoriais em investigacdes Covid-19, concluiram
que um conhecimento mais aprofundado sobre as possiveis alteragdes no proteoma da
saliva pode permitir a identificagdo de novos biomarcadores diagndsticos ou auxiliar no
entendimento dos mecanismos associados a doenga. Com o desenvolvimento de
métodos adequados de recolha e processamento de amostras e o uso de ensaios
adequados, a saliva pode fornecer informacdes clinicas uteis sobre a doenga e pode ser
potencialmente incluida nas diretrizes para recolha de amostras para o diagnostico,
gestdo da doenca e controle de Covid-19.
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2.1 Caracterizacio da saliva

A caracterizagdo da saliva ¢ realizada por cromatografia, espectrometria de massa e
imunoensaio colorimétrico (Al-Shehri et al., 2013; Novakovi¢ et al., 2013; Salazar et

al., 2013).

As metodologias podem ser classificadas em dois tipos: bottom-up ou shotgun e top-
down. Na bottom-up ou shotgun recorre-se a cromatografia liquida para a separagdo
dos péptidos de uma solugdo complexa e, posteriormente, a realizacdo da
espectrometria de massa (MS) para analise dos mesmos. E um método favoravel no
entanto, péptidos perdem-se durante a cromatografia e algumas pos-transducionais
ficam irreconheciveis. No caso da metodologia top-down, recorre-se a MS para anélise
das proteinas na sua forma complexa, esta ¢ a mais vantajosa, pois sdo analisados
porg¢des e isto diminui desaparecimentos de péptidos fornecendo assim uma analise

completa (Armirotti & Damonte, 2010).

A espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) também tem
sido utilizada para caracterizar amostras bioldgicas como uma técnica alternativa para
testes de laboratorio. Alguns estudos demonstraram a alta sensibilidade do FTIR para
analisar o musculo esquelético (Jeronimo et al., 2012), musculo cardiaco (Cheheltani
et al., 2012) e alguns fluidos biolégicos, como o soro (Carvalho et al., 2014), a urina
(Khaskheli et al., 2013) e saliva (Khaustova et al., 2010). Os poucos estudos que
analisaram a saliva pelo FTIR produziram resultados promissores com a analise
quantitativa de componentes bioquimicos a fornecerem informagdes em tempo real e
sem o uso de reagentes (Caetano et al., 2015; Khaustova et al., 2010; Perez-Guaita et

al., 2012).
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3. Saliva como meio de diagndstico

A saliva tornou-se um recurso importante para avaliar condicdes fisiologicas e
patologicas. Com o acréscimo de técnicas inovadoras e equipamentos de
instrumentagdo quimica ocorreu o aumento da sua utilizagdo em investigagdes

laboratoriais, aplicaveis a analises basicas e clinicas (Lima et al., 2014).

3.1 Patologias Sistémicas

Historicamente, as patologias sistémicas sdo diagnosticadas através de sintomas
referidos pelo paciente; exame observacional; histéria clinica; e analise sanguineas e
de urina. As analises sdo feitas em laboratério e analisadas pelo médico (Malamud,

2011).

A capacidade de monitorizar a saude e o bem-estar dos pacientes, bem como detetar
patologias sistémicas precocemente através de meios nao invasivos, sdo objetivos

desejaveis na promocgao e prestacao de cuidados de saude (Lee et al., 2009).

As patologias sistémicas sao muito dificeis de diagnosticar sem investigacoes
complementares mais invasivas. Desta forma, os investigadores tentam encontrar
biomarcadores moleculares, que podem ser facilmente identificados e onde podem

implementar com sucesso um diagnostico rapido e nao invasivo(Roi et al., 2019) .

A inflamagao sistémica tem formas agudas e cronicas, onde os processos bioquimicos
libertam citocinas como sinais de emergéncia que trazem as células imunologicas do
corpo e ativam o sistema imunoldgico inato e nutrientes para combater a
inflamacao. Estao a ser identificados diversos biomarcadores moleculares especificos
para diferentes condi¢cdes, como tumores oncoldgicos, diabetes e doencas

cardiovasculares (Hu et al., 2008); Zhang et al., 2016a).

A saliva ¢ uma via emergente a ser explorado para a vigildncia da saude e das

patologias, bem como, para a medicina. (Lee et al., 2009).

As patologias sistémicas influenciam as glandulas salivares, alterando a quantidade e

os constituintes da saliva. E importante ter estes aspetos em consideragdo pois estes
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vao alterar as proteinas e estas tem elementos gendmicos que sdo relevantes (Farinha,

2015).

Segundo Buczko, Zalewska, & Szarmach (2015) a avaliagdo do status do stress
oxidativo foi proposta como um fator importante no diagnoéstico do desenvolvimento
e na progressdo de patologias gerais como doenga periodontal, cancro oral, diabetes,
artrite reumatoide, insuficiéncia renal cronica, sindrome da apneia obstrutiva do sono
e HIV. Para além disso, os metabdlitos do triptofano medidos no plasma e na saliva
sdo propostos como marcadores novos e sensiveis do status do stress
oxidativo. Assim, a medicao do stress oxidativo no fluido salivar pode fornecer uma
ferramenta para o diagnostico, monitorizagdo e tratamento de algumas patologias

sistémicas, bem como de disturbios patologicos locais.

O DNA humano demonstrou ser vantajoso como biomarcador e tem sido estudado
diagndstico de neoplasias. A maioria das amostras utilizadas para esse tipo de
pesquisa € recolhida através de biopsias invasivas e, normalmente, a analise ¢ feita
quando o tumor ja estd avangado. Nesse contexto, ¢ sugerido que a necessidade do
desenvolvimento de novas ferramentas de diagnostico que possivelmente levem a

detecao precoce da patologia (Spielmann & Wong, 2011).

Franzmann et al. (2005) avaliaram o uso da proteina CD44 na saliva como um
potencial marcador molecular para cancro de cabecga e pescogo ¢ concluiram que o

teste pode ser eficaz para a detecdo desse tipo de cancro em todas as etapas.

Li et al. (2004) mostraram que tumores malignos localizados na cabec¢a e pescoco
podem ser diagnosticados através da saliva com precisdo de 91%, importante para o

diagndstico precoce e aumentando a possibilidade de tratamento bem-sucedido.

O diagndstico de cancro de mama através de amostras salivares ja foi estudado e
Streckfus & Bigler (2005), analisaram as amostras salivares de 30 pacientes,
identificaram 49 proteinas, que distinguem pacientes saudaveis dos pacientes com
diagnodstico de cancro de mama. Pesquisas mostraram que a presencga deste tipo de
tumor produz alteracdes na quantia e caracteristicas das proteinas presentes nas
glandulas salivares. A andlise da proteina salivar também distinguiu se os tumores de

mama eram malignos ou nao.
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Ceron et al. (2020) concluiram que a saliva pode ter aplicagdes potenciais no contexto
de Covid-19 pela detecdo direta do virus. A utiliza¢ao de saliva para o diagndstico de
muitas infegdes virais tem sido relatado, no entanto, muitas vezes ndo ¢ realizado nos
diagnodsticos de rotina. Um dos maiores obstaculos estd na etapa de recolha de
espécimes, aumentando os riscos de uma infe¢do cruzada de determinadas doencgas
infectocontagiosas como o SARS-CoV-2. A utilizacdo dos testes salivares nestes casos
reduziria os riscos de transmissdo do virus para os profissionais de satde evitando a tosse
e os espirros decorrentes da utilizagdo dos Swabs quando utilizados na regido nasal e
orofaringea. Esta técnica ¢ ainda de facil execucdo, e pode ser realizada pelo proprio

paciente.

A diabetes caracteriza-se por uma hiperglicemia cronica, ou seja, elevados niveis de
glicémia sanguineos, o que resulta em distirbios no metabolismo, nomeadamente
processos metabolicos que originam glucose. (Diagnosis and Classification of
Diabetes Mellitus, 2005). As proteinas salivares tém demonstrado ser uteis como
complemento de métodos de diagndstico e controlo. Entretanto, ¢ necessaria uma
melhor caraterizacdo e validagdo dos biomarcadores, bem como a investigagao de
outros. Em suma, a-defensina, A1T1, A2MG, RBP4, GADPH ¢ AMY -1 sdo alguns
possiveis biomarcadores salivares de diabetes. Estas modificagdes, tanto na qualidade,
como quantidade no proteoma salivar sdo bastante expressivas e tem se mostrado uma
bom alicerce para novos testes nao-invasivos, como na dete¢do e monitorizagao da

diabetes (Gongalves, 2015).

Os problemas cardiovasculares possuem uma elevada taxa de mortalidade. Os
marcadores encontrados na saliva, como a-amilase tém sido utilizados no controle
poOs-operatorio de pacientes submetidos a cirurgia cardiovascular. Um estudo efetuado
por Adam et al, (1999) demostrou que baixos niveis de a-amilase salivar no pré-
operatdrio de pacientes com aneurisma da aorta estdo associados a um aumento da
mortalidade. Outro estudo, realizado por Samaranayake em 2007 verificou que a
atividade salivar da a-amilase poderia ser utilizada como um bom marcador de
catecolaminas, durante a avaliagdo de pacientes em diferentes situacdes
stressantes. Essas investigagdes demonstram a possibilidade de usar saliva para

avaliar a saude geral de um individuo.
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Cozma et al. (2017) apresentaram uma visao geral de estudos publicados entre 2010
e 2015, nos quais o cortisol salivar e a a-amilase foram medidos como biomarcadores
de stress para examinar suas associagdes com indicadores clinicos e subclinicos de
risco cardiovascular. Foi observado que o impacto bioldgico do stress medido pelo
cortisol salivar e a-amilase estava associado a fatores cardiovasculares. Os autores
concluiram que embora a saliva ainda ndo tenha se tornado uma fonte de amostra
comum para a analise de biomarcadores de stress, este € um campo de pesquisa em
evolugdo e pode representar um método confidvel de investigagdo do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA) e pelo sistema simpatico-adrenomedular (SAM), por forma a

evitar a pun¢ao venosa e oferecendo a possibilidade de auto recolha pelos individuos.

A pesquisa de biomarcadores incluidos na patologia cardiovascular (como
aterosclerose, patologias no miocardio), faz com que seja possivel a detecdo
antecipada da doenca, contribuindo para a melhoria dos conhecimentos em torno desta
patologia. Para alguns estudiosos, a utilizacdo de fluidos orais ¢ uma area muito
promissora, uma vez que os biomarcadores presentes no sangue também foram

encontrados na saliva. (Foley et al., 2012; Zheng et al., 2014)
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3.2 Patologias Psicoemocionais

Disturbios da mente, como depressao, ansiedade e transtorno bipolar s3o doengas que
ndo apresentam marcas, € também ndo existem testes laboratoriais que identifiquem
no organismo os sinais destas patologias que, normalmente, s3o diagnosticadas a
partir dos sintomas apresentados pelos pacientes. Atualmente, existem pesquisas que
investigam os biomarcadores com potencial para detetar problemas emocionais e

psiquiatricos (Bahn et al., 2013).

Alguns estudos consideram os niveis de cortisol salivar uma medida confiavel da
relacdo entre o eixo hipotadlamo-hipdfise-adrenal (HPA) com o stress (Kaczor-
Urbanowicz et al., 2017; Zhang et al., 2016). Mas, para Hellhammer et al. (2009) o
cortisol salivar pode ser utilizado como um biomarcador na pesquisa do stress, no
entanto, devem-se considerar variaveis, tais como: estrogénio (sexo, ciclo menstrual,
contracetivos orais) ou condigdes médicas que podem afetar a ligacao ao cortisol e a
resposta a HPA (Pereira de Lima et al., 2020). Outro estudo, verificou que o niveis
aumentados de cortisol relacionam-se com transtornos psicoldégicos como o stress,

anorexia nervosa, entre outros (Pereira de Lima et al., 2020).

Uma tarefa importante na pesquisa psiquiatrica ¢ encontrar medidas biologicas que
possam prever o comportamento suicida. Os distarbios do eixo HPA estdo bem
documentados entre os pacientes que sofrem de distirbios psiquiatricos, em particular
o transtorno depressivo maior (MDD) (Bao et al., 2008). A maioria dos estudos indica
uma hiperatividade do eixo HPA em pacientes com depressdo presente (Claes, 2004;
Pariante, 2003). No entanto, a baixa atividade do eixo HPA tem sido proposta em
depressdo com caracteristicas atipicas, bem como em transtornos depressivos e
cronicos (Lindqgvist et al., 2008). Entre os que tentam suicidio, os pacientes com
transtornos de personalidade do Eixo II apresentam niveis mais baixos de cortisol do
que aqueles sem este diagnostico (Westrin & Niméus, 2003). Existem também
evidéncias de hipoatividade do eixo HPA na fisiopatologia dos distirbios relacionados

ao stress e a fadiga (Heim et al., 2000; Lindqvist et al., 2008).
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O stress psicoldgico agudo tem influéncia tanto na composi¢do como na funcio
salivar, conseguindo ativar dois sistemas bioldégicos nomeadamente, o eixo
hipotdlamo-hipodfise-adrenal (HPA) e o eixo simpatico-adrenal (SAM). A procura de
um marcador ndo invasivo e facilmente atingivel idéntico ao do eixo SAM projetou a

a-amilase salivar (AAS) como um marcador proposto.

A o-amilase salivar ¢ uma enzima importante para a digestdo de carbohidratos e a sua
secrecdo esta sob controlo neuro-hormonal, ou seja, ela ¢ libertada mediante
estimulacdo simpatica (Wolf et al., 2008). A enzima salivar a-amilase tem sido
proposta como marcador de stress induzido por atividade do Sistema Nervoso
Simpatico (SNS). Trata-se de uma das mais importantes proteinas da saliva, sendo
responsavel pela digestdo enziméatica do amido e tendo efeito na atividade microbiana,
favorecendo a mesma pelo fornecimento de substrato para as suas vias metabolicas de
geragdo de energia e inibindo a aderéncia e crescimento de bactérias, sendo também
importante para a imunidade da mucosa oral (Bosch et al., 2003). Alguns autores tém
sugerido que a a-amilase salivar desempenha um papel na modulagao da adesdo
bacteriana as superficies orais. O cortisol salivar indica a acdo do eixo HPA, e a a-

amilase ¢ sugerida como um biomarcador da agdo simpatica (Wolf et al., 2008).

Neste contexto, Castilho et al. (2011) verificaram a ligagdo entre alguns agentes
salivares (fluxo estimulado e nao-estimulado, capacidade-tampao e atividade de a-
amilase) bem como o stress sentido por mulheres em situagdes normais. Foram
selecionados 13 voluntarios do género feminino, com idade entre de 28-35 anos. O
estudo procurou determinar: fluxo salivar estimulado (FSE) e ndo-estimulado (FSNE);
capacidade tampao (CT); atividade de a-amilase salivar (AAS) pelo método
colorimétrico (Caraway modificado) e indice de stress percebido (EP) pelo
questiondrio de Cohen. Os autores concluiram que nas condi¢des normais de stress,
ndo houve ligagdo entre o fluxo e a capacidade tampao na atividade de a-amilase

salivar com o stress significativo
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3.3 Vantagens da utiliza¢do da saliva como meio de diagndstico

Considerando a precisdo, eficacia, facilidade de uso e relagdo de custo-beneficio, os
testes de diagnostico salivar demonstram suas aplicagdes nas ciéncias clinicas e
basicas. Para além disso, as técnicas de diagnostico baseadas em saliva tém potencial
para permitir a triagem de uma populacdo inteira para uma patologia especifica (Lee
et al., 2009). Varios estudos referem que usar a saliva para monitorizar a saude ¢ as
diversas doengas, principalmente pelas suas caracteristicas de método de diagnostico

barato, ndo invasivo e facil de usar (Lee et al., 2009).

Segundo Lee & Wong, (2009) uma das principais vantagens da saliva como
ferramenta de diagnostico ¢ que a recolha de amostras ¢ facil e ndo invasiva,
diminuindo drasticamente o desconforto associado a recolha de sangue e aos
problemas de privacidade associados a recolha de urina. Sendo a recolha salivar um
procedimento simples, rdpido e ndo invasivo, permite que se torne mais facil, até
porque pode ser executada por individuos sem qualificacdo exigida, ao contrario das

recolhas de sangue, que requerem uma formacgdo mais exigente.

Como utilizagdo clinica, a saliva tem muitas vantagens em relagcdo ao sangue. A saliva
¢ facil de recolha, conservagao e envio, podendo ser obtida a baixo custo e em
quantidades satisfatorias para andlise. Por ser uma técnica nao invasiva, diminui o
stress causado no doente, e também facilita a quantidade de recolha para controlo.
Também para os profissionais na area da saude esta recolha ¢ mais vantajosa, pois
permite maior seguranga e redugdo do tempo exposi¢ao, reduzindo assim o contagio

de doencas transmissiveis (Lee et al., 2009).

A saliva ¢ também mais acessivel de manipular nos procedimentos de diagndstico,
pois ndo forma codgulos, diminuindo as manipula¢des necessarias. Os diagndsticos
baseados na saliva sdo, portanto, mais acessiveis e precisos (Lee et al., 2009; Nagler

et al., 2002).

Deste modo, o diagnostico baseado na saliva ¢ muito util podendo ser uma opgao para
médicos dentistas e outros profissionais da satude para diagndstico clinico e de

monitorizagdo (Lee & Wong, 2009).
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3.4 Desvantagens da utilizacio da saliva como meio diagnostico

Uma das desvantagens que era apontada sobre a utilizagdo da saliva como fluido de
diagnodstico estd relacionada com o facto dos analitos informativos estarem,
geralmente, presentes em menores quantidades na saliva, em comparagdo com o
sangue. Para as novas técnicas, muito mais sensiveis, este nivel menor de analitos na
saliva nao ¢ mais uma limitagdo. Quase tudo o que se pode medir no sangue, ¢ também

possivel medir na saliva (Javaid et al., 2016).

O facto de ndo existir um método de recolha standard para os diferentes estados
patolégicos é apontado como uma desvantagem do diagnéstico salivar. E, portanto,
necessario que se defina um protocolo de modo a que a andlise salivar traduza
corretamente o funcionamento das glandulas e que possa identificar estados de saude

e de doenca (Rahim et al., 2015).
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3.5 Limitacoes

Apesar  dos  estudos das proteinas e dos seus componentes
ja permitirem identificar alteragdes no estado de saude, s6 depois de um estudo
completo do proteoma salivar saudavel ¢ que sera possivel estabelecer correlagdes

com algumas doencas (Amado et al., 2013).

Sera necessario realizar mais estudos para que o diagndstico baseado em amostras de
saliva, possa ser usado com frequéncia. Os métodos de recolha salivar e os
biomarcadores necessitam de ser padronizados e validados. Para além disto, novos
ensaios e dispositivos precisam ser desenvolvidos a um custo comercialmente
viavel. Custos elevados podem exigir um acordo de cooperagdo entre diferentes
partes interessadas, incluindo o governo, instituigdes académicas e setor privado

(Javaid et al., 2016).
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III. CONCLUSAO

Sabe-se que a saliva humana ¢ de extrema importancia para a saude oral,
desempenhando um papel essencial no processo do correto desempenho da
regulamenta¢do do organismo humano. Para alguns investigadores, a saliva ¢ referida
como o “espelho do corpo”, por apresentar a habilidade de mostrar como o organismo

se encontra, se esta saudavel ou ndo.

A saliva apresenta uma grande variedade de componentes podendo ser proteicos ou
ndo, mas sempre com o objetivo de conservar a saude oral. Estes constituintes
apresentam uma enorme quantidade de informag¢do para a dete¢ao de doencas, sendo
responsavel pelos marcos biologicos imprescindiveis na verificacdo de niveis de doencas
nos individuos. A acumulagdo do fluxo salivar das moléculas e as possiveis alteracdes
descomplicam a averiguag¢do tanto do estado fisiologico normal, como de provaveis

patologias ou ainda a decifracao do organismo a determinadas terapéuticas.

Nas ultimas décadas, a saliva demonstrou uma elevada utilidade e capacidade para
diagnosticar patologias orais e sistémicas nas ultimas décadas. A abordagem ¢ segura
e ndo invasiva, a facilidade de recolha e o custo economicamente viavel, tornam este
fluido bastante eficaz para o diagndstico e a monitorizacdo das mais diversas
patologias. Assim, o diagndstico salivar € um campo dinamico e emergente, utilizado
na detecdo de inimeras doencas. A utilizagdo de fluidos orais vem alargando as
perspetivas no diagnoéstico clinico, na monitorizagao de patologias ¢ na tomada de

decisdo no atendimento ao paciente.

Desta forma, o diagnostico salivar traz uma expectativa significativa para Medicina
Dentéria, sendo uma alternativa inovadora e mais simples de diagnostico quando
comparado com os métodos atuais. Este método confere maior conforto aos pacientes,
visto ser menos invasivo quando comparado com o método de recolha de urina e as

analises ao sangue.

Para que a saliva possa ser mais utilizada como meio de diagnostico € essencial
estabelecer fundamentagdo cientifica e as validagdes clinicas de modo a posicionar
esta ferramenta diagndstica como uma tecnologia altamente precisa e vidvel para

avaliagao do estado de saude dos individuos.
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