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Resumo

A doenga oncoldgica ¢ a segunda causa de morte em Portugal e o
diagndstico de novos casos de cancro oral, ao longo dos anos, tem
tido um crescimento exponencial e por este motivo ¢ considerado um
problema de saude publico. O cancro oral estd fortemente associado
a elevadas taxas de mortalidade, essencialmente, por ser feito um
diagnéstico tardio e isto acontece porque em estadios muito iniciais
as lesdes cancerigenas passam despercebidas no exame clinico. Desta
forma, torna-se essencial o estudo de novos métodos de diagndstico
que sejam altamente especificos para esta doenca permitindo uma
dete¢do precoce das lesdes inicias de cancro oral. Atualmente, a
saliva € um fluido bioldgico de interesse e 0s seus componentes tem
sido considerados potenciais marcadores de diagndstico precoce
desta doenca. Foi realizada uma pesquisa bibliografica de artigos
cientificos recorrendo ao motor de busca Medline/Pubmed tendo a
presente revisdo o objetivo de perceber qual a relevancia da
aplica¢do dos marcadores salivares no diagnostico precoce do cancro

oral ¢ as suas limitagdes.

Palavras chave: Cancro oral, Diagnoéstico salivar, Marcadores

salivares, Saliva
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Introducao

1. Introducao

O estudo dos fluidos corporais surgiu com os curandeiros antigos, acerca de dois mil
anos, pois estes acreditavam que a viscosidade, o cheiro e o sabor da saliva traduziam
sintomas de diversas patologias. (Yoshizawa et al., 2013) Varios anos mais tarde, em 1990,
Mandel afirmou que “a saliva carece do drama do sangue, da sinceridade do suor e do apelo
emocional das lagrimas”. Até esta altura, a falta de tecnologia e de conhecimento dos
constituintes salivares eram o0s principais entraves ao uso da saliva como meio de
diagndstico, apesar de toda a comunidade cientifica reconhecer o potencial deste fluido no
diagnodstico e monitorizagao de diversas doencas. (Castagnola et al., 2011; Malamud &

Chavez, 2011)

Em 1960, surgiram as primeiras investigacdes cientificas que usaram a saliva como
ferramenta auxiliar no diagnostico, contudo a falta de protocolos uniformizados levou a
resultados pouco crediveis aos olhos dos cientistas. (Lee & Wong, 2009) Em 1975, foi
estabelecido um padrido de referéncia e uma metodologia efetiva para a analise dos
compostos salivares permitindo a interpretagdo em quantidade e qualidade destes e
possibilitando o diagndstico e a escolha da terapéutica adequada para diversas doencas
sistémicas. Desde ai, varios estudos demonstram que a saliva auxilia no diagnostico de
doencas auto-imunes como o Sindrome de Sjogrens, virais como a carie dentdria e
hereditarias como a fibrose cistica. (Castagnola et al., 2011; Lee & Wong, 2009; Malamud
& Chavez, 2011; Malathi, Mythili & Vasanthi, 2014; Yoshizawa et al., 2013) Além destas ¢
também uma ferramenta util para diagnosticar doengas infecciosas e sistémicas como a
cardiovascular, respiratoria, renal e psicossomatica. (Castagnola et al., 2011) Tem sido
também demonstrado por varios estudos o papel que o biofluido salivar e os seus
constituintes desempenham no diagnostico e monitorizacdo de doengas neoplasicas

malignas como o cancro oral. (Miller et al., 2010)

Sabe-se que ¢ possivel a identificacdo de varias alteracdes celulares e moleculares
associadas ao desenvolvimento inicial de lesdes cancerigenas como por exemplo, alteragdes
ao nivel dos oncogénes, genes supressores de tumor e algumas proteinas. (Jithesh et al.,
2013; Markopoulos, Michailidou & Tzimagiorgis, 2010) Com o avango tecnoldgico foi
possivel a identificacdo destas alteragdes no biofluido salivar e desta forma a analise da

saliva e dos seus constituintes podera ser 1til na descoberta de marcadores de DNA, RNA e
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proteicos especificos para o diagndstico precoce de lesdes de cancro oral. (Castagnola et al.,

2011)

De uma forma geral, o cancro ¢ definido como “um crescimento considerado anormal e
descontrolado das células formando, na maior parte dos casos, uma massa que designamos
como tumor.” (Fallis, 2013) As células cancerigenas vao-se multiplicando e vao
substituindo as células normais e esta capacidade de divisdo autonoma por parte das células

¢ a principal caracteristica da célula neoplésica. (Maley et al., 2017)

No que diz respeito ao cancro oral, a classificagdo internacional de doengas designa- o
como o conjunto de neoplasias malignas que afetam qualquer regido da cavidade oral como
garganta, labios, faringe e amigdalas. (Markopoulos et al., 2010; Radhika, Jeddy, Nithya &
Muthumeenakshi, 2016) A doenga oncoldgica oral tem vindo a aumentar exponencialmente
ao longo dos anos e atualmente constitui um problema de saude publica. (American Cancer
Society, 2017; Azul, Bulhosa, Melo & Trancoso, 2014; Miranda et al., 2016) O tipo de
cancro oral mais comum, 90-95% de todos os casos de cancro oral, é o carcinoma oral de
células escamosas. (Bano, David & Indira, 2015; Markopoulos et al., 2010; Michailidou et
al., 2016; Prasad & McCullough, 2013) Este tipo surge preferencialmente no pavimento da
boca, vermelhdo do labio inferior, mucosa jugal, pavimento e dorso da lingua, logo no
exame intra-oral devemos dar especial aten¢do a lesdes com coloragdo branca e sem
etiologia conhecida, lesdes cronicas que ndo cicatrizam e lesdes com grande aumento de

volume num espaco de tempo reduzido. (Azul et al., 2014)

A American Cancer Society estima que s6 nos Estados Unidos ocorram 1.688.780 novos
casos de cancro no ano de 2017 e prevé que aproximadamente 600.920 destes casos
resultem em morte. (American Cancer Society, 2017) Sabe-se que o cancro oral ¢ o sexto
mais prevalente em todo o mundo e que constitui 2% a 3% de todos os cancros
apresentando um caracter bastante invasivo e agressivo quando diagnosticado tardiamente.
(Aziz et al., 2015; Bano et al., 2015; Prasad, Sharma & Babu, 2013) A incidéncia relativa ao
género varia de acordo com o tipo de cancro e relativamente ao cancro oral e da orofaringe,
sabe-se que afeta maioritariamente os homens numa propor¢ao de 2:1, a partir da quarta

década. (Azul et al., 2014)
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Numero estimado de novos casos

Introducao

Numero estimado de mortes

Ambos os Masculino  Feminino Ambos os Masculino  Feminino
SEX0S SEX0S
Cavidade 49,670 35.720 13,950 9,700 7,000 2,7000
oral e da
orofaringe
Lingua 16,400 11,880 4,520 2,400 1,670 730
Boca 13,210 7,800 5,410 2,580 1,680 900
Faringe 17,000 13,780 3,220 3,050 2,340 710
Outros locais|3,060 2,260 800 1,670 1,310 360
da cavidade
oral

Tabela 1- Estimativa de novos casos de cancro oral e morte, por sexo, nos Estados Unidos no ano de
2017. (Adaptado de American Cance Society, 2017)

Em Portugal, o cancro ¢ considerado a segunda causa de morte no nosso pais sendo
precedido apenas pela doenga cardiovascular e associa-se a elevados niveis de morbilidade
e mortalidade. De facto, prevé-se um aumento significativo da incidéncia desta doenca em
todas as faixas etarias principalmente nas camadas mais jovens da populagdo. (Miranda et
al., 2016) A elevada incidéncia desta doenga esta diretamente relacionada com o facto de a
esperanca média de vida ser cada vez maior como esta representado na figura 1 e 2. Estima-
se ainda que depois do diagndstico a taxa de sobrevivéncia a cinco anos seja de apenas

50%. (Azul et al., 2014)
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Figura 1- Piramide da populacéo portuguesa em 2015 e previsao para 2030 e 2060.
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Figura 2 - Previsdo da incidéncia de cancro oral em Portugal desde 2015 até 2035. (Adaptado de Miranda
et al., 2016)

Estima-se que depois do diagnostico a taxa de sobrevivéncia a cinco anos seja de apenas
50%. O niimero de novos casos por ano continua a aumentar tendo por base o facto de o
diagnodstico ndo ser feito atempadamente. (Elashoff et al., 2012; Yakob, Fuentes, Wang,
Abemayor & Wong, 2014) Tendo em conta os nimeros relativos a incidéncia e prevaléncia
do cancro oral, apresentados anteriormente, ¢ essencial o estudo de novos métodos e
ferramentas de diagnostico de lesdes iniciais de cancro oral como € o caso dos

biomarcadores salivares. (Bano et al., 2015)

Os marcadores tumorais sao um indicador Unico para cada doenca e por defini¢do sdo
substancias passiveis de serem medidas e avaliadas, nos fluidos corporais, e que estdo
presentes em processos patoldgicos, bioldgicos compativeis com saude e na resposta a uma
terapéutica efetuada. (Radhika et al., 2016) Para uma melhor compreensdao da funcdo e
funcionamento destes marcadores ¢ necessario compreender que do ponto de vista
molecular ocorrem intimeras alteracdes nas células e nos seus componentes durante o
desenvolvimento de lesdes de cancro oral. (Bhatt, Mathur, Farooque, Verma &

Dwarakanath, 2010)

Numa primeira fase ocorrem mudangas no DNA celular que conduzem a transcri¢coes
alteradas de RNA e, consequentemente, alteracdes na quantidade de proteinas que sdo
expressas no meio intracelular, extracelular e na superficie da célula. (Markopoulos et al.,
2010; Prasad et al., 2013; Radhika et al., 2016) Segundo a literatura sabe-se que ¢ possivel
extrair, em quantidades clinicamente relevantes, DNA, RNA e proteinas da saliva de
individuos diagnosticados com carcinoma oral de células escamosas o que faz com que
estes constituintes salivares apresentem uma elevada sensibilidade e especificidade para o
cancro oral pelo contacto direto com as mucosas, células e produtos resultantes dos

processos celulares. (Anaya, 2013) Como a sua concentragdo esta alterada quando
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Introducao

comparamos amostras salivares de pacientes com cancro com o0s grupos controlo
constituidos por individuos saudaveis podemos afirmar que estes componentes sao
potenciais biomarcadores salivares. (Bano et al., 2015)

Neste trabalho iremos abordar a relevancia da aplicagdo de trés tipos de marcadores
salivares no diagndstico precoce do cancro oral. Os marcadores de DNA, RNA e proteicos,
sdo atualmente, os mais relevantes e estudados no cancro oral e estio evidenciados na

tabela que se segue.

Marcador salivar de DNA Marcador salivar de RNA Marcador salivar proteico
Mutagdo somatica no gene |IL-8 Niveis elevados de defensina-
pS3 1
Perda de heterozigotia nos | IL-1beta Niveis elevados de CD44
cromossomas 3p, 9q, 13q, 17p
Hipermetilagdo do promotor H3F3A Niveis elevados de IL-8
dos genes p16, MGMT, DAP-
K
Diminui¢cdo dos niveis de 8- | S100p Cyfra 21-1
DNA-oxiguanina, Maspin, Src

DUSP1 LDH

OAZ1

SAT

Tabela 2- Tabela representativa dos marcadores presentes na saliva. (Adaptado de Saxena, Sankhla,
Sundaragiri & Bhargava, 2017)
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Desenvolvimento

2. Desenvolvimento

2.1. A saliva como fluido de diagnostico e fonte de biomarcadores

A saliva ¢ uma secre¢do exodcrina muco-serosa, transparente e ligeiramente acida por
apresentar um ph compreendido entre 6 ¢ 7. E um fluido heterogéneo e aquoso constituido
por 99.4%-99.5% de agua e 0.5% de matéria solida sendo que destes, 0.3% sdo matéria
organica e 0.2% matéria inorganica. A heterogeneidade da saliva total prende-se pelo facto
de ser uma mistura complexa de secregdes, das glandulas salivares, cavidade nasal e
faringe, fluido crevicular, bactérias da flora oral, restos de descamagdes epiteliais, células
sanguineas e residuos provenientes da alimentagdo ou mediacdo feita pelo individuo.

(Castagnola et al., 2011)

Diversos estudos indicam que o fluido salivar, o fluido crevicular ¢ o biofilme sdo
ferramentas Uteis no diagnostico de varias doencas sistémicas entre elas, o cancro oral.
(Prasad et al., 2013) No entanto, o diagnéstico salivar ainda ¢ pouco utilizado entre os
especialistas, e por isso o diagnostico de patologias sistémicas ¢ feito, essencialmente,
através da associacdo de trés fatores que sao os sintomas reportados pelo paciente, o exame
clinico realizado pelo profissional de saude e o exame laboratorial no qual se utiliza,
maioritariamente, uma amostra de sangue ou de urina. (Malamud & Chavez, 2011) Por
outro lado, o interesse em utilizar o biofluido salivar no diagnostico de doengas ndo so6 orais
mas também sistémicas tem vindo a aumentar ao longo do tempo porque a literatura
descreve que a informagdo obtida numa amostra de saliva ¢ muito idéntica aquela que se
obtém recolhendo uma amostra de sangue. Isto acontece porque existe uma permuta
constante de moléculas entre o plasma sanguineo e as células acinares devido a elevada

permeabilidade que caracteriza as glandulas salivares. (Yoshizawa et al., 2013)

Diversos autores afirmam “que os marcadores tumorais presentes na saliva derivam do
soro plasmatico ou s3o produzidos localmente.” (Bano et al., 2015; Markopoulos et al.,
2010; Prasad et al., 2013) No que diz respeito aos marcadores derivados do soro plasmatico,
como o sistema de capilares envolve as glandulas os autores sugerem as vias transcelular —
transporte ativo e difusdo passiva - e paracelular — ultrafiltracdo - como forma de as células
sanguineas chegarem a cavidade oral alterando a consitui¢ao da saliva. (Markopoulos et al.,
2010) Por outro lado, quando os autores consideram que os marcadores sdo produzidos

localmente, consideram que sdo mecanismos como lise, apoptose e necrose celular que

17



Relevdncia da Aplicagdo dos Biomarcadores Salivares no Diagnostico Precoce do Cancro Oral

estdo na origem da sua producdo. (Bano et al., 2015) No entanto, 0 mecanismo exato que
possibilita a presenca de marcadores tumorais no fluido salivar ainda ndo estd totalmente

estudado. (Prasad et al., 2013)

Num artigo de revisdo, publicado por Wang, Wang, Tu ¢ Wong (2016) e seus
colaboradores compararam a recolha de uma amostra salivar com a recolha de uma amostra

de sangue e concluiram que:

e A recolha de uma amostra de saliva é efetivamente mais simples e ndo requer um

técnico especializado;

¢ E um método ndo invasivo que nao confere nenhum tipo de desconforto e por isso a
realizacdo de follow up periodicamente € bem aceite pelo paciente, principalmente
na faixa etaria pediatrica e geridtrica que se apresentam como as menos

cooperantes;
e E mais facil de armazenar porque ao contrario do sangue ndo coagula;

e E mais seguro para o técnico uma vez que o risco de contaminacdo por qualquer

tipo de doenca ¢ reduzido quando tratamos uma amostra de saliva.

No entanto, segundo Santos, Iglesias, Souza, Freitas e Galvao (2007) o uso de uma
amostra salivar também apresenta desvantagens uma vez que o fluxo e a composicao salivar

sdo alterados por fatores como:

eRitmo circandiano;

e Sexo;

e]dade;

eDieta;

e Abuso de medicamentos;
eQuimioterapia;
eRadioterapia;

eEstado emocional;

e(Gravidez.
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Desenvolvimento

2.2. Biomarcador

Atualmente, associando o constante avango dos meios tecnolégicos ao conhecimento
da doencga oncoldgica notamos que existem diversas técnicas que nos permitem
identificar de forma relativamente rapida um grupo de biomarcadores especificos para
uma determinada doenga. A identificagio de um marcador tumoral tem por base a
biologia do tumor e o agente farmacologico utilizado para o seu tratamento. (Radhika et

al, 2016)

2.2.1 Definicao de Biomarcador

O Instituto Nacional do Cancro definiu biomarcador como sendo uma molécula
bioldgica passivel de ser encontrada no sangue e noutros fluidos corporais, nos produtos
resultantes do metabolismo e nos tecidos. Completou ainda esta defini¢do acrescentado
que estas moléculas sdo sinais com a capacidade de distinguir processos compativeis

com saude ou doenga. (Agrawal, Gupta, Bey, Tewari, Yadav & Gard 2015)

Mais tarde, um biomarcador foi definido como um processo, estrutura ou substancia
passivel de ser quantificada e avaliada objetivamente no organismo, ou nos produtos
derivados do seu metabolismo, com a capacidade de identificar uma determinada
patologia, monitorizar o estado de satde do individuo e reconhecer a resposta do
organismo a uma intervencao terapé€utica. (Bano et al., 2015) Conclui-se que estas
moléculas fazem a distingdo entre individuos com a doenga e individuos sem a doencga.

(Henry & Hayes, 2012)

2.2.2. Classificacao dos Biomarcadores

Os biomarcadores classificam-se de acordo com as biomoléculas e com o estadio da
doencga. Assim, se nos basearmos nas biomoléculas temos DNA, RNA e proteinas como
biomarcadores. Por outro lado, tendo em conta o estadio da doenga iremos ter

biomarcadores de diagnostico, prognostico e preditivos (Radhika et al., 2016)
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2.2.3 Biomarcador de Diagnostico

Este tipo de marcador assume como funcdo a identificagdo e a detecdo de um
determinado tipo de cancro num individuo ou populagdo e para este efeito deve possuir
elevada especificidade e sensibilidade para o tipo de tumor que se quer diagnosticar. A
sensibilidade ¢ definida pela capacidade que o marcador tem de identificar individuos
com a doenca que se pretende estudar. Ao contrario desta, a especificidade ¢ a
capacidade que o marcador tem de identificar individuos verdadeiramente normais.

(Kulasingam & Diamandis, 2008)

Classifica¢ao dos biomarcadores

Biomoléculas DNA RNA | Proteina

Estadio da doenca Diagnostico Progndstico Preditivo

Tabela 3- dos biomarcadores. (Adaptado de Radhika et al., 2016)

2.2.4 Biomarcador de Prognostico

Um marcador de progndstico dd-nos uma previsao do curso da doenca e da
possibilidade de vir a existir recorréncia ou ndo da mesma. Desta forma, o profissional
de saude so recorre a este tipo de marcador depois de estar estabelecido o estadio da
doenca uma vez que estes também terdo um papel fundamental na escolha da terapia

utilizada. (Kulansigam & Diamandis, 2008)

2.2.5 Biomarcador Preditivo ou de Estratificacao

Com este tipo de marcador conseguimos identificar quais sdo os individuos que
respondem ou ndo a terapia que lhes sera implementada, isto porque tem a capacidade,
através do tipo de células tumorais do individuo, de prever a resposta a determinados
tipos de farmacos antes de se dar inicio ao tratamento. (Kulansigam & Diamandis,

2008)
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2.2.6. Carateristicas de um Biomarcador Ideal
Existem diversos requisitos que devem ser tidos em conta no momento em que
escolhemos um biomarcador. Em seguida serdo apresentadas as caracteristicas de um

biomarcador ideal descritas por Agrawal e seus colaboradores em 2015:

e Deve ser produzido pelas células tumorais;

Produto estavel e facil de quantificar nos fluidos corporais como o sangue e

urina;

Deve estar presente em concentracdes diminuidas no plasma sanguineo dos

individuos saudaveis;

Elevada sensibilidade e especificidade para o tumor que se pretende estudar;

Deve alterar de acordo com as alteragdes decorridas na lesdo cancerigenas;

Deve ter a capacidade de prever a ocorréncia de recidivas ainda antes de estas

serem clinicamente visiveis

2.2.7. Aplicacoes dos Biomarcadores

Os biomarcadores tém intmeras aplicagdes, que auxiliam de forma vantajosa os
profissionais de satde, no diagnostico atempado e escolha da terapéutica adequada na
doenca oncolégica. Seguidamente, serdo descritas as diversas aplicagdes dos

biomarcadores segundo Bhatt e seus colaboradores (2010):

e Avaliagdo do risco de o individuo vir a desenvolver uma determinada doenga —
através desta estimativa ¢ possivel alterar comportamentos de risco e avaliar a

necessidade de se realizar cirurgia profilatica ou terapia preventiva.

e Diagnostico diferencial — os individuos que se encontrem em fase de diagnostico
podera recorrer-se ao uso de biomarcadores para exclusdo de determinadas

patologias.
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e Detecgdo precoce — no que diz respeito ao cancro oral, se esta ja estiver instalado,
os biomarcadores poderao ser uteis de duas formas: na descoberta do tecido de
origem da lesdo neoplasica e na identificacao do estadio em que se encontra o
tumor fazendo um prognostico (independentemente de ja ter sido feita terapia

ou nao).

e Monitorizagdo e sele¢do da terapia mais adequada — através da utilizagao dos
biomarcadores ¢ possivel o profissional de saude avaliar a eficacia da terapia
uma vez que estes marcadores sdo preditivos para uma terapia mais especifica

e adequada.

e Avaliagdo de recorréncia da doenga — em individuos que ja tenham completado
os ciclos de quimioterapia, o controlo de uma possivel recorréncia pode ser
feito através da utilizagdo de biomarcadores, ainda antes de o individuo se

tornar sintomatico.

e Avaliagdo do prognostico e da ocorréncia de metéstases — através de alteragdes
nos biomarcadores € possivel o profissional de satide entender as alteragdes
moleculares subjacentes ao processo de carcinogénese e entender de que forma

se desenvolve a doenga.

2.3. Biomarcadores Salivares no Diagnoéstico do Cancro Oral

“O diagnostico do cancro oral através de marcadores salivares pode ser disposto em
trés fases.” (Markopoulos, Michailidou, & Tzimagiorgis, 2010) Numa primeira fase
ocorrem mudancgas no DNA celular que conduzem a transcrigdes alteradas de RNA e,
consequentemente, ocorrem alteragdes na quantidade de proteinas que sdo expressas no
meio intracelular, extracelular e na superficie da célula. (Bano et al., 2015; Radhika et

al., 2016)
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2.3.1. Proteinas Salivares como Biomarcadores

Segundo Markopoulos (2010) os marcadores salivares proteicos possibilitam uma
correta avaliagdo do prognostico e do diagnostico do cancro oral por apresentarem
parametros de especificidade e de sensibilidade considerados moderados. O nimero de
marcadores proteicos, expressos na saliva, que sofrem alteracdes durante o
desenvolvimento de lesdes pré malignas e malignas de cancro oral ¢ muito elevado.

(Khan, Khurshid, Akhbar & Moin, 2016)

2.3.1.1 Defensinas

As defensinas sao péptidos cationicos produzidos pelas células do epitélio da mucosa
e que podem ser agrupadas em alfa e beta, sendo as ultimas expressas no tecido epitelial
na forma de beta defensinas -1,-2 e -3. (Han et al., 2014) No que diz respeito a cavidade
oral sdo produzidas pelos tecidos orais e pelas glandulas salivares sendo possivel
quantifica-las de forma adequada na saliva e no fluido crevicular. Estas proteinas estdo
localizadas na membrana das células e sdo ativadas no combate a virus, bactérias e

fungos.

A defensina-1 apresenta uma concentragdo mais elevada na saliva de individuos
diagnosticados com carcinoma oral de células escamosas e por isso, este péptido foi
proposto como marcador de diagnostico para o cancro oral. (Winter et al., 2011) Sabe-
se que existe uma correlagdo positiva entre o aumento da concentragao deste péptido na
saliva e o desenvolvimento de lesdes pré malignas e malignas. (Prasad et al., 2013 &
Bano et al., 2015 & Radhika et al., 2016) Mais tarde também foi possivel demonstrar a
expressao de beta defensina -1 em diferentes fases do processo carcinogénico através da
analise de 62 bidpsias de tecido oral afetado com leucoplasia e carcinoma oral de
células escamosas. Depois de ter sido realizado o microarray de todos os tecidos, os
autores concluiram que existe menor expressdo de beta defensina -1 em lesdes pré
malignas quando comparadas com lesdes malignas. No entanto, como este estudo nao
foi realizado com amostras de saliva ndo nos permite avaliar a eficacia da defensina -1

como marcador salivar de diagnostico no cancro oral. (Han et al., 2014)
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2.3.1.2 Citoquinas

As citoquinas, grupo de proteinas com baixo peso molecular, sdo responsaveis pela
regulacdo de diferentes processos biolodgicos como crescimento e ativagdo celular,
reparagao tecidular e resposta inflamatoria, entre outros. (Prasad & McCullough, 2013)
Atualmente, o interesse neste tipo de proteinas tem crescido e t€ém sido realizados varios
estudos no sentido de perceber o envolvimento das citoquinas no cancro oral.
Associando o papel das citoquinas no processo de carcinogénese e o facto de estas
serem passiveis de ser medidas na saliva levou a que tenham sido propostas para
marcadores de diagndstico e prognostico do cancro oral assumindo que os pacientes
portadores de lesdes orais malignas e pré malignas apresentam elevados niveis destas

proteinas no sangue. (Sahibzada, Khurshid, Khan, Naseem, Siddique & Mali, 2017)

O carcinoma oral de células escamosas ¢ conhecido pela sua etiologia multifatorial e
no que diz respeito aos processos de crescimento descontrolado das células e
inflamacao sabe-se estdo na origem do seu desenvolvimento e tanto as células tumorais
como as células como as células reguladoras da imunidade sdo responsdveis pela
secrecdo de citoquinas anti inflamatdrias e prd inflamatorias nas células cancerigenas.
As citoquinas pro inflamatorias regulam a proliferacdo e o crescimento das células
tumorais ao contrario das anti inflamatdrias que regulam de forma negativa a resposta
imunologica anti tumoral. (Aziz et al., 2015) Segundo Prasad & McCullough (2013), as

citoquinas que mais despertam interesse nos investigadores sdo:

Interleucina 4

Interleucina 6

Interleucina 8

Interleucina 10
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Na cavidade oral existem diversas condi¢des que potenciam o aumento dos niveis de
citoquinas como uleras aftosas, doenga periodontal, displasia e lesdes de carcinoma oral
de células escamosas. (Sahibzada et al., 2017) No entanto, sabe-se que de uma forma
geral, perante condi¢des inflamatorias as citoquinas induzem processos de cicatrizagao e
reparacao tecidual. Isto ndo acontece quando estamos perante células cancerigenas, na
verdade, perante este tipo de células as citoquinas diminuem a resposta imune, inibem a
reparagao tecidular e influenciam de forma negativa os mecanismos de regulacao,
proliferacdo e diferenciacao celular material promovendo o processo de angiogénese
que ¢ fundamental para a progressao da malignizagdo. (Bano et al., 2015; Prasad et al.,

2013)

Sabe-se que a interleucina-6 estd envolvida no processo de desenvolvimento das
lesdes cancerigenas sendo a sua concentracdo maior na saliva de individuos portadores
de lesdes orais pré malignas e de cancro oral sugerindo esta proteina como um marcador
de diagnostico para este tipo de cancro. Este facto foi demonstrado num estudo
reportado por Prasad & McCullogh (2013) que demonstrou a existéncia de maior
expressao de IL-6 na saliva dos individuos diagnosticados com leucoplasia. Mais tarde
outro estudo realizado por Selvam e Sadaksharam (2015) onde foram analisadas 75
amostras salivares veio confirmar os resultados obtidos anteriormente. Também este
autor obteve maior expressao de interleucina 6 na saliva de individuos diagnosticados
com leucoplasia. Apesar de estes estudos indicarem a interleucina 6 como um marcador
salivar eficaz para a detegao precoce de lesdes pré malignas, como a leucoplasia,
devemos ter em conta que os individuos saudaveis que constituiram o grupo de controlo
ndo foram despistados para a presenca de ulceras aftosas e doenca periodontal o que
pode influenciar de forma negativa os resultados, pois como ja foi referido
anteriormente, estas condicdes aumentam por si sO os niveis de citoquina. (Aziz et

al.,2015; Sahibzada et al., 2017)

No mesmo ano, Aziz e seus colaboradores (2015) analisaram a expressdo das
interleucinas 4,10 e 13 na saliva de individuos diagnosticados com cancro oral em
diferentes fases de diferenciacdo. Ao contrario do que aconteceu num estudo referido
anteriormente, realizado por Selvam e Sadaksharam (2015), neste todos os individuos
portadores de doenga periodontal foram excluidos. Os resultados demonstraram que as

concentragdes mais elevadas pertenceram as interleucinas 10 e 13 e os autores
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sugeriram a sua utilizacdo como marcadores de diagnostico e prognodstico. Os autores
referiram também um possivel envolvimento das interleucinas 4 e 13 nos processos de
invasdo e metastase tumoral por se encontraram expressas em niveis clinicamente
significantes nas amostras salivares correspondentes as lesdes de cancro oral bem
diferenciadas. No que diz respeito a interleucina 10, os autores sugeriram uma
associacdo entre esta proteina e o grau de agressividade do tumor, referindo que a
mesma podera ser utilizada como marcador preditivo, principalmente em estadios pouco
avangados, uma vez que foi no grupo com menor grau de diferenciacdo que a sua

concentragdo foi mais elevada. (Aziz et al., 2015)

Foi realizado outro estudo onde se avaliaram as concentragoes salivares de
interleucina 6 ¢ 8 e do fator de necrose tumoral alfa, entre outras, em individuos
diagnosticados com carcinoma oral de células escamosas. No final, demonstrou-se, mais
uma vez, o aumento concentracdo de interleucina 6 na saliva dos individuos
diagnosticados com carcinoma oral de células escamosas evidenciando a efic4cia desta
como marcador salivar de diagnostico do cancro oral. No entanto, no que diz respeito as
concentragdes de interleucina 8 e do fator de necrose tumoral alfa, apesar de terem sido
mais elevadas no grupo de estudo, os autores consideraram que o aumento nao foi
significativo e sugeriram que seria necessario a realiza¢do de mais investiga¢do com o
objetivo de perceber o papel destas duas citoquinas no diagndstico e na avaliacdo da

terapéutica do cancro oral. (Sahibzada et al., 2017)

Ao contrario do que aconteceu neste estudo, foi efetuado um outro, por Punyani e
Sathawane (2013) onde foi demonstrado o aumento da expressdo de interleucina 8 na
saliva de individuos diagnosticados com lesdes pré malignas e cancro oral. A
concentracdo desta citoquina foi bastante mais elevada na amostras salivares recolhidas
do grupo de estudo. Com os resultados obtidos neste estudo foi possivel sugerir esta
citoquina como um potencial marcador de diagnodstico do cancro oral. Este estudo
também demonstrou o envolvimento desta interleucina nos processos de angiogénese e
progressao tumoral pois a sua concentragdo aumentava de forma proporcional com o
aumento do grau de malignizagdo das lesdes sugerindo a potencialidade desta proteina
como um marcador de prognostico do cancro oral. (Punyani & Sathawane, 2013) O
mesmo aumento da expressdo de interleucina 8 foi confirmado num estudo realizado

por Kaur e Jacobs (2015), que teve como objetivo calcular e analisar as concentragdes
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das interleucinas 8 e 6 na saliva e no sangue de individuos com diversas condig¢des
associadas entre elas, liquen plano que apresenta potencial de malignizagdo, leucoplasia
e fibrose submucosa. Ao analisarem os resultados e comparando-os com o grupo de
controlo, os autores concluiram que as concentragdes, de ambas as interleucinas e do
fator de necrose tumoral alfa, estavam aumentadas, na saliva e no sangue, dos
individuos que faziam parte dos grupos de estudo sugerindo as mesmas como potenciais
marcadores salivares de diagndstico do cancro oral. Os resultados ainda demonstraram
uma associagdo positiva entre o estadio das lesdes e o aumento das concentragdes de
interleucina 6 e 8, isto ¢, a concentragdo dos marcadores foi tanto maior quanto mais
avangado era o estadio da lesdo mostrando a eficacia dos mesmos como marcadores

salivares de progndstico do cancro oral.

No entanto, apesar dos resultados obtidos todos os autores referenciados
anteriormente sugerem a realizacdo de um protocolo que uniformize a elaboragdao dos
estudos com o objetivo de dar mais credibilidade aos mesmos. (Kaur et al., 2015;

Punyani et al., 2013; Sahibzada et al., 2017)

2.3.1.3. CD44

As moléculas de adesdo, localizadas na membrana celular, funcionam essencialmente
como recetores que ao emitirem sinais possibilitam a comunicagdo entre o meio
extracelular e intracelular. Os processos de sinalizacdo s@o essenciais para que as células
desempenhem fungdes de regeneracdo e reparacao tecidular e de resposta inflamatoria e
imunologica. Desta forma, em condi¢des normais estas moléculas assumem fungdes de
supressao tumoral mas aquando do desenvolvimento de lesdes cancerigenas estas
sofrem alteragdes que potenciam os processos de invasdo e metastase das células
neoplasicas. E reconhecido o envolvimento do recetor CD44, que é um recetor de

hialuronato, no processo de desenvolvimento de lesdes malignas.
O gene CD44 codifica diferentes proteinas isoformicas que estdo muito associadas

ao processo de malignizagdo. No entanto, o papel deste varia de acordo com o tipo de

cancro uma vez que ele assume fungdes de supressao tumoral em cancros da prostata
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mas no que diz respeito ao cancro oral sabe-se que estd associado a neoplasias

agressivas. (Azevedo & Sunkel, 2012; Franzmann et al., 2014)

Sabe-se que a concentragdo de CD44 estd aumentada na saliva de individuos
diagnosticados com cancro oral, tendo isto em conta e sendo, passivel de ser
quantificada na saliva, foi proposta como marcador salivar de diagnostico do cancro
oral. Esta faz parte de diversos processos que ocorrem ao nivel celular tais como:
crescimento celular, invasdo, migracdo adesdo e sinalizagdo e a sua expressdo esta
aumentada em individuos portadores de lesdes malignas, doengas autoimunes e
inflamagdes cronicas. (Basakran, 2015; Ravindran, 2012; Senbanjo & Chellaiah, 2017)
Além destes, a sua intervencdo no processo de carcinogénese tem sido amplamente
estudado ao longo do tempo. Sabe-se que mesmo em individuos saudéveis, o risco de
vir a desenvolver cancro oral é tanto maior quanto maior for a concentragdo desta
glicoproteina no organismo. (Athanassiou-Papaefthymiou et al., 2008; Franzmman et
al., 2012) Com o objetivo de avaliar a relevancia desta proteina no desenvolvimento de
lesdes cancerigenas efetuou-se um estudo onde analisou 102 amostras salivares de
individuos diagnosticados com cancro da cabeca e pescoco. Estas foram comparadas
com amostras salivares de individuos portadores de inflamag¢do cronica, condi¢do que
aumenta a concentragdo desta proteina no sangue e na saliva, para testar a sensibilidade
e especificidade da proteina na detecdo do cancro oral. Os resultados apresentaram
valores variaveis de sensibilidade na ordem dos 62%-70% e uma especificidade também
variavel entre 75%-88% tendo ficado demonstrada capacidade deste marcador em

distinguir lesdes cancerigenas de lesdes benignas. (Franzmann et al., 2012)

Mais tarde foi realizado um estudo onde se comparou 2 tipos de amostra de epitélio
oral recolhidas de individuos diagnosticados com papiloma oral de cé€lulas escamosas,
uma variante muito rara e agressiva do carcinoma oral de células escamosas, e de
individuos diagnosticados com papiloma dos ductos salivares que foram posteriormente
comparadas com amostras de epitélio normal. Ao contrario do que seria expectavel foi
nas amostras de epitélio dos individuos com papiloma oral de células escamosas que a
expressao da glicoproteina CD44 foi menor podendo existir uma perda de expressao
associada a malignidade e por isso a um pior progndstico. Com base nos resultados
obtidos, os ambos autores sugeriram esta proteina como um marcador salivar de

diagnostico do cancro oral mas também evidenciaram a necessidade da realizacao de
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mais estudos com o objetivo de apurar a causa das discrepancias nos resultados.

(Fitzpatrick, Montague, Cohen, & Bhattacharyya, 2013)

2.3.1.4. Citoqueratina 19

Esta proteina faz parte da constituicdo do citoesqueleto e a sua clivagem pela
caspase-3 faz com que seja libertado um fragmento solavel designado por Cyfra 21-1
que se sabe estar presente, em maior quantidade, nos tecidos neoplasicos do que nos
tecidos normais. Assume um papel relevante no processo de apoptose celular,
principalmente na fase intermédia do mesmo. No que diz respeito as lesdes neoplasicas
orais, sabe-se que, durante a apoptose, quando a expressao da citoqueratina 19 aumenta
, aumenta também a expressdo de cyfra 21-1. O aumento da expressao desta proteina no
meio extracelular ¢ quase sempre acompanhado de um aumento no meio intracelular.
(Anaya, 2013) No caso de lesdes com suspeita de malignidade, o conhecimento de que
existe um aumento da concentragdo deste fragmento na saliva de individuos
diagnosticados com carcinoma oral de c€lulas escamosas podera ser uma ferramenta 1til
no despiste precoce de lesdes orais pré malignas e malignas e dada a possibilidade de
quantificar esta proteina na saliva a mesma foi proposta como marcador de diagnostico

do cancro oral. (Bano et al., 2015; Ravindran, 2012)

Zhong e seus colaboradores compararam a expressao de cyfra 21-1 na saliva de
individuos diagnosticados com carcinoma oral de células escamosas e na saliva de
individuos saudaveis e demonstraram a existéncia de um aumento, desta proteina na
saliva dos individuos com carcinoma, associado a valores de sensibilidade e
especificidade de 50% e 86,7%, respetivamente. Os autores sugeriram a mesma como
um potencial marcador de diagndstico do cancro oral. Além do potencial de diagnostico
também existe um potencial para a detecdo precoce de possiveis recorréncias uma vez
que a sua concentracdo ¢ mais elevada na saliva de pacientes com historia de recidiva
comparando com os que ndo sofreram recidiva. (Zhong et al., 2007) Nagler e seus
colaboradores (2006) realizaram um estudo analisando a saliva de 21 individuos
portadores de carcinoma oral de células escamosas que ja tinham efetuado o tratamento
para o cancro e estavam monitorizados a cerca de trés anos € meio. Em termos de

diferenciagdo, a maior parte da amostra apresentava um grau moderado e foi
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demonstrado um aumento da concentragdo de cyfra 21-1 de 400% na saliva dos 21
individuos. No que diz respeito a sensibilidade e especificidade os resultados foram
71% e 75%, respetivamente e perante isto, os autores sugeriram entdo esta proteina
como um potencial biomarcador para o diagnodstico precoce do cancro oral. (Nagler,

Babhar, Shpitzer, Feinmesser, 2006)

2.3.1.5. Lactato Desidrogenase

A lactato desidrogenase caracteriza-se por ser uma uma enzima oxiredutora presente
em quase todas as células e sabe-se que o piruvato ¢ reduzido a lactato através de uma
reacdo de caracter reversivel catalisada por esta enzima, num meio anaerobio. Esta
enzima esta intimamente relacionada com morte celular e lesdes tecidulares e das cinco
isoenzimas identificadas, sabe-se que duas sdo predominantes no fluido salivar - lactato
desidrogenase 4 e lactato desidrogenase 5. (Anaya, 2013) Uma das caracteristicas
visiveis no desenvolvimento do cancro € a desregulacdo da energia presente nas células.
De facto, as células cancerigenas optam pela via da glicolise em vez de utilizarem o
oxigénio disponivel para assegurar uma proliferacdo bastante rapida. A sobreutilizacao
da via glicolitica faz aumentar a atividade da enzima lactato desidrogenase e
consequentemente ocorre uma acumulagao de 4cido latico que possibilita o crescimento
das células tumorais a um ritmo bastante mais acelerado quando comparado com a
velocidade de crescimento das células normais. Esta adaptacdo metabolica foi
identificada como um sinal de alarme para o desenvolvimento de lesdes cancerigenas.
(Saluja, Spadigam, Dhupar, Syed, 2015) Como ¢ possivel quantificar esta enzima no
fluido salivar e como foi demonstrada uma atividade aumentada da lactato
desidrogenase na saliva de individuos diagnosticados com carcinoma oral de células
escamosas, esta enzima foi proposta como marcador salivar de diagnéstico do cancro

oral. (Markopoulos et al., 2010)

Foi realizado um estudo por Shpitzer e seus colabores (2009) com o objetivo de
avaliar a relevancia da lactato desidrogenase nos processos de proliferacdo e morte
celular, metastase e carcinogénese. Foi demonstrado um aumento da expressdo desta
enzima na saliva de pacientes portadores de cancro da lingua associado a percentagens

de sensibilidade e especificidade consideradas clinicamente relevantes pelos autores,
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79% e 42%, respetivamente. Tendo em conta os resultados, os autores consideraram a
lactato desidrogenase um marcador fiavel no diagndstico do cancro oral. (Shpitzer et al.,

2009)

Mais tarde, realizou-se outro estudo por Saluja e seus colaboradores (2015) que
demonstrou elevada atividade da enzima lactato desidrogenase em 71,43% das amostras
salivares analisadas. Os mesmos autores, também avaliaram a expressao e eficacia da
isoenzima lactato desidrogenase 5 na detecdo do cancro oral e de facto os resultados
também mostraram uma expressao aumentada desta na saliva dos individuos portadores
de carcinoma oral de células escamosas. Portanto, quando aumenta a expressao de
lactato desidrogenase aumenta também a expressdo da sua isoenzima. Contudo, este
estudo também demonstrou valores normais de actividade de lactato desidrogenase em
21,78% das amostras salivares de individuos portadores de carcinoma. No entanto, os
autores explicaram estes valores afirmando que os niveis salivares de lactato
desidrogenase de cada individuo eram desconhecidos antes de o tumor de se comegar a
desenvolver. (Saluja et al., 2015) Apesar dos resultados, a amostra utilizada no estudo
foi bastante reduzida e por isso devemos ter algum cuidado na extrapulagdo destes
resultados para a nossa pratica clinica até porque existem muitas condigdes associadas a
cavidade oral — doenca periodontal e trauma - que aumentam a atividade da enzima
lactato desidrogenase e que nao foram incluidas nos critérios de exclusdo da amostra

podendo influenciar os resultados. (Anaya, 2013)

2.3.2. DNA como Biomarcador

A ocorréncia de inimeras alteragdes genéticas especificas desencadeia duas fases do
processo de desenvolvimento de lesdes malignas que sdo a iniciacdo e a progressao.
(Saxena et al., 2017) Pensa-se que estas alteragdes genéticas tenham um efeito
cumulativo nas células ao longo do tempo e que afetem trés classes de genes:
oncogénes, genes supressores de tumor e genes reparadores de DNA. Portanto, com
estes tipos de gene afetados as células tornam-se resistentes aos mecanismos naturais de
morte celular, ocorrendo uma desregulagdo da proliferagdo celular e consequentemente
uma expressao do genotipo cancerigeno. (Bhatt et al., 2010) Segundo Prasad e seus

colaboradores (2013) os marcadores de DNA sdao universais e altamente especificos
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sendo detetados em estadios muito precoces do desenvolvimento de lesdes malignas ¢é
imperativo que o DNA seja considerado um potencial marcador de diagnostico deste
tipo de lesdes. (Bano et al., 2015; Radhika et al., 2016) E importante realgar que a
avaliacdo precisa de biomarcadores, em amostras de saliva, depende de fatores como a
natureza bioquimica do marcador e a forma como estes chegam até a cavidade oral e a
amostra de DNA pode ser recolhida em varios fluidos bioldgicos, entre eles, a saliva e
por isso, os investigadores sugerem a recolha de DNA através da saliva como um
método relativamente simples e tendo isso em conta, atualmente, diversas alteragdes no
DNA das células cancerigenas estdo a ser estudadas como possiveis marcadores
salivares para o diagnostico precoce do cancro oral (Bano et al., 2015; Markopoulos et

al., 2010; Radhika et al., 2016) entre elas:

Mutagdes somaticas no gene supressor de tumor p53

Amplificagdo do gene ciclina D1

Muta¢des no DNA mitocondrial

Hipermetilagdo do promotor dos genes p16, MGMS5, DAP-K

¢ Diminuicdo dos niveis de 8-DNA oxiguanina, Maspin, Src fosforilada

2.3.2.1. Mutag¢oes somaticas no gene supressor de tumor p53

O conceito de gene supressor de tumor tornou-se valido na comunidade cientifica em
meados do ano 1986 através da realizagcdo de uma experiéncia in vitro onde foi possivel
observar que a inje¢dao, de um gene supressor numa célula tumoral, tinha a capacidade
de reverter o crescimento descontrolado da mesma. Os genes supressores de tumor
apresentam a capacidade de regular e manter a homeostasia celular mas a perda da sua
fungdo esta diretamente relacionada com o risco aumentado ou indugdo de
malignizacdo. A mutacdo ¢ um dos mecanismos mais relevantes quando se fala em
inativacao dos genes supressores de tumor e estas alteragdes fazem com que exista uma
menor capacidade de reparacdao do DNA, por parte dos genes reparadores, levando a
ocorréncia de instabilidade genética e consequentemente a perda da homeostasia celular.

(Azevedo & Sunkel, 2012)
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No entanto, a perda de heterozigotia também ¢ um mecanismo muito frequente de
silenciamento dos genes supressores de tumor. Esta perda de heterozigotia, numa
determinada regidao de um par de cromossomas tem potencial para ser um marcador
preditivo para lesdes com caracteristicas pré malignas e malignas. Os estudos realizados
nesta area demonstraram a existéncia de uma relagdo positiva entre a perda de material
genético nos cromossomas 3p, 9q, 13q e 17p e o inicio do processo de carcinogénese.
Além disto também foi demonstrada uma associacdo positiva entre a perda de
heterozigotia nos cromossomas 3p e 9q e o risco aumentado de transformacao maligna.
(Prasad et al., 2013) No entanto, ndo ¢ possivel considerar esta alteragdo como um
marcador salivar porque os estudos realizados utilizaram bidpsias da cavidade oral na
amostra. Associado ao diagnoéstico salivar do cancro oral foi proposto como marcadores

salivar a mutagdo somatica no gene p53 (Markopoulos et al., 2010)

O gene p53 € um supressor tumoral produzido em resposta a varios tipos de danos
que ocorram no DNA das células. Na verdade, aquando da ocorréncia de uma mutagao
este tem a capacidade de interromper o ciclo celular, como resposta ao dano causado no
material genético, e por isso € bastante relevante no controlo do mesmo e no processo
de apoptose celular. (Azevedo & Sunkel, 2012) Um defeito neste gene que culmine na
inibi¢do da sua atividade ¢ uma das principais causas para o desenvolvimento de lesdes
cancerigenas e por isso, quase 50% de todos os individuos diagnosticados com diversos

tipos de cancro, entre eles o cancro oral, apresentam mutagdes ao nivel do p53.

De uma forma geral este gene previne a multiplicagdo descontrolada de células
anormais induzindo processos de reparacdo do DNA. (Anaya, 2013) Em sujeitos
diagnosticados com cancro oral existe uma acumulacido do p53 na sua forma inativa que
leva, posteriormente, a producdo de anticorpos contra a mesma. Este facto foi
confirmado por Warnakulasuriya, Soussi, Maher, Johnson e Tavassoli (2000) num
estudo onde foi possivel quantificar os anticorpos de p53 na saliva de individuos
diagnosticados com carcinoma oral de células escamosas. A quantidade de material
genético que conseguimos extrair, da saliva de individuos diagnosticados com cancro
oral, ¢ clinicamente relevante e como as mutagdes no gene p53, sdo passiveis de ser
detetadas e quantificadas nessas mesmas amostras de saliva, foram propostas como
marcadores de diagnostico do cancro oral. (Malamud & Chavez, 2011) Os estudos

realizados foram comparativos, ou seja, a analise dos resultados foi feita através de uma
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comparagdo entre um grupo de estudo, constituido por individuos diagnosticados com
carcinoma oral de células escamosas, e um grupo de controlo constituido por individuos
saudaveis. Em todos os estudos realizados foi demonstrada e quantificada a expressao
de mutagdes no gene pS53 na saliva de individuos diagnosticados com carcinoma oral de

células escamosas. (Saxena et al., 2017)

Boyle e seus colaboradores (1993) analisaram 102 amostras de saliva e identificou
mutagdes no gene p53 em 71% destas. Os mesmos autores também concluiram que a
incidéncia de mutagdes no gene pS53 era significativamente mais elevada nos individuos
que apresentavam lesdes com caracter invasivo do que nos diagnosticados com lesdes
ndo invasivas, 43% e 19%, respetivamente. Desta forma, os autores concluiram que as
mutacoes ocorriam antes do processo de invasdao. que ¢ uma caracteristica das célula
neopléasica que lhe permite penetrar nos tecidos vizinhos circundantes sem perder a
continuidade anatomica. Tendo em conta este facto, os autores sugeriram o gene p53

como um potencial marcador de progndstico do cancro oral.

No entanto, apesar de também terem sido encontradas 18,52% de mutagdes ao nivel
deste gene na saliva de individuos saudaveis, os autores sugeriram as mutacdes no gene
p53 como marcadores muito especificos para a identificacdo de células tumorais e

diagnostico do cancro oral.

2.3.2.2. Hipermetilacdo dos genes supressores de tumor pl6,

MGMT DAP-K

O gene pl6 ¢ um supressor tumoral que codifica uma proteina com a capacidade de
inibir o ciclo celular em circunstancias onde a integridade das células estd
comprometida desempenhando um papel bastante importante no processo de
carcinogénse. Este pode ser silenciado de diferentes formas nas lesdes de neoplasia
entre elas: mutacdo, delecdo homozigoética e no caso do cancro oral este gene pode ser
silenciado através de hipermetilacdo do seu promotor. (Azevedo, 2012) Sabe-se que a
perda de heterozigotia do gene pl6 estd associada ao inicio do desenvolvimento de
lesdes malignas. (Buajeeb, Poomsawat, Punyasingh & Sanguansin, 2009) Tal como o

gene pl6 também as proteinas MGMT e DAP-K tem a capacidade de regular o ciclo
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celular, sendo que a MGMT atua na defesa das células contra agentes mutagénicos e
carcinogénicos e a hipermetilacdo do seu gene promotor esta associada a varios tipos de
cancro como o cancro oral, linfoma e cancro do pulmao. No que diz respeito a proteina
DAP-K ¢ uma proteina quinase associada a morte celular e regulada pelo stress inerente
a varios processos celulares. Esta proteina também intervem em processos de
sinalizacdo celular e de resposta auto-imune. (Jayaprakash, Radhakrishnan, Ray &

Satyamoothy, 2017; Liggett & Sidransky, 1988; Lin, Hupp & Stevens, 2010)

Tal como a mutagdo que foi descrita anteriormente, também a hipermetilacdo do
promotor pode silenciar os genes supressores tumorais levando a uma perda no controlo
do crescimento das células que afeta a regulacdo positiva e negativa do ciclo celular.
(Azevedo & Sunkel, 2012) No que diz respeito ao cancro oral foram propostos como
biomarcadores salivares de diagnostico a hipermetilagdo do promotor do genes pl6,
MGMT e DAP-K. (Radhika et al., 2016) Num estudo realizado por Rosas e seus
colaboradores (2001), foi possivel observar a hipermetilacdo do promotor destes genes
em todos os estadios tumorais e foi notdria uma expressao aumentada dos mesmos nos
tumores da cavidade oral. O estudo demonstrou a expressao de hipermetilagdo do
promotor do gene pl6, MGMT e DAP-K em 47%, 33% e 23%, das amostras salivares

de individuos diagnosticados com cancro da cabega e pescogo, respetivamente.

Mais tarde, Don e seus colaboradores (2014) afirmaram que a hipermetilacdo do
promotor dos genes pl6, MGMT e DAP-K estava presente em 43%, 39,8% e 39,7% das
amostras de saliva recolhidas de individuos portadores de carcinoma oral de células
escamosas. A presenca, na saliva, de hipermetilagdo nos promotores dos genes descritos
anteriormente deve ser considerada um marcador salivar de diagndstico e monitorizagao
do cancro oral. (Don et al.,, 2014) Foi realizado outro estudo numa populacao que
pretendeu avaliar o impacto da metilagdo no promotor do gene MGMT no carcinoma
oral de células escamosas e foi demonstrada a existéncia de uma relagdo positiva entre a
metilagdo do gene promotor de MGMT e o carcinoma. Neste estudo, os autores
consideraram a metilagdo do promotor do gene MGMT um marcador preditivo para o
cancro oral, mas ¢ de realcar que a amostra analisada nao foi a saliva e portanto ¢
necessario ter alguma atencdo na extrapolacdo de resultados. Ou seja, a metilagdo deste
gene pode ser considerada pelos autores um marcador molecular mas nao podemos

considerar que seja um marcador salivar. (Jayaprakash et al., 2017) De uma forma geral
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os estudos mostram a existéncia de evidéncia cientifica para que se considere a
hipermetilacdo do DNA em lesdes pré malignas de cancro oral e concluiram que deve
ser considerada um potencial biomarcador salivar de diagnostico do cancro oral. No
entanto, alguns autores afirmam que a validacdo dos estudos pode estar comprometida
pelo facto de as amostras utilizadas serem reduzidas e pelo facto de os critérios de
selecdo dos grupos de controlo ndo serem bem definidos. (Don et al., 2014; Rosas et al.,

2001)

2.3.2.3. Muta¢des no DNA mitocondrial

As mitocondrias estdo presentes na maior parte das células eucariotas e caracterizam-
se por possuirem um genoma proprio que lhes permite a capacidade de efetuar a sintese
proteica. No entanto, pensa-se que ¢ o DNA nuclear que codifica a maior parte das
proteinas mitocondriais que sdo, posteriormente, importadas para estes organelos. E
importante que exista uma simbiose perfeita entre 0 DNA mitocondrial e o DNA nuclear
para que as mitocondrias exer¢am da melhor forma as suas fun¢des. As mitocondrias
encarregam-se de fazer chegar as células a energia que estas precisam mas além desta
fun¢do também participam em alguns processos inflamatorios, de sinalizagao celular e
de morte celular programada. (Azevedo, 2012) E conhecido e aceite pela comunidade
cientifica que varias doencas tém por base alteracdes estruturais e funcionais das
mitocondrias que levam a uma expressao anormal de proteinas que, posteriormente, se
ird traduzir numa doenca mitocondrial. (Fliss et al., 2000) Desta forma, é evidente a
relacdo existente defeitos nos genes mitocondriais € o aparecimento de algumas
doengas, entre elas o cancro oral. Como € possivel isolar o DNA mitocondrial a partir de
uma amostra de saliva a mutagdo no DNA mitocondrial foi proposta como marcador
salivar de diagnostico para o cancro oral. Desde ai que tem sido estudado por diversos

autores a existéncia de uma associagcdo entre mutacdes no DNA mitocondrial e o

desenvolvimento do carcinoma oral de células escamosas. (Prasad et al., 2013)

A presenca de mutacdes no DNA mitocondrial foi avaliada nos fluidos corporais de
individuos diagnosticados com diferentes tipos de cancro: bexiga, cabeca e pescoco e
pulmao. Foi na saliva que se encontrou uma maior percentagem de mutagdes somaticas

—46%. O facto de se ter encontrado uma percentagem significativa no cancro da cabeca
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e pescoco, levou os investigadores a pensar que neste tipo de cancro os danos ao nivel
do DNA mitocondrial sdo cumulativos ao longo do tempo. (Fliss et al., 2000) No que
diz respeito ao cancro da cabeca e pescoco sabe-se que a mutagdo que mais se destaca
ocorre na regido D-loop e diversos autores afirmam que existe 67% de mutacdes
somaticas na saliva de individuos diagnosticados com cancro da cabega e pescoco.

(Prasad et al., 2013)

Foram propostos a estudo dois genes especificos do DNA mitocondrial — Cox 1 e 2
com o objetivo de se perceber se 0 aumento deste na saliva estaria ou ndo associado ao
aparecimento de carcinoma oral de células escamosas. Foram analisadas 94 amostras
salivares de individuos diagnosticados com carcinoma em varios estadios — I, I, [l e IV
e foi demonstrado, com um intervalo de confianca de 95% um aumento de COX 1 ¢ 2
na saliva dos individuos diagnosticados com carcinoma. Também foi demonstrada a
existéncia de uma relagdo positiva entre o aumento do DNA mitocondrial e o grau de
transformag¢@o maligna uma vez que a expressao dos dois genes propostos para o estudo
foi tanto maior quanto mais avancado era o estadio tumoral indicando a mutacdo no
DNA mitocondrial como um marcador de prognostico eficaz para o cancro oral. (Jiang

et al., 2005)

2.3.2.4. Amplificacao do gene ciclina D1

As ciclinas s3o proteinas com uma fungdo muito relevante na regulacido do ciclo
celular. Sdo conhecidos quatro tipos destas proteinas: G1, GIS, S e M e a sua
designacao corresponde a fase do ciclo celular que regulam. Isto significa que as
diferentes fases do ciclo celular sdo caracterizadas por ciclinas especificas que precisam
de ser degradadas com o objetivo de permitir que a célula entre na fase seguinte levando
a que o ciclo celular ocorra unidirecionalmente. Estas proteinas ativam e inibem outras
proteinas dentro da célula alvo promovendo um bom funcionamento do ciclo celular. O
que acontece com as ciclinas designa-se de amplificacdo e leva a uma produgao anormal
e exagerada deste tipo de proteinas pelo facto de o gene que as codifica ser copiado
inimeras vezes. Desta forma, sdo enviados diversos sinais as células para que se

dividam o que faz com que estas se multipliquem e crescam a uma velocidade maior,
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que as c¢lulas normais, promovendo a ocorréncia e progressao de cancro. (Azevedo &

Sunkel, 2012)

E conhecida uma relagdo positiva entre a amplificagio do gene de ciclina D1 e o
prognostico reservado e, portanto € previsivel que haja um aumento da expressdo desta
proteina na saliva de individuos diagnosticados com cancro oral. (Prasad et al., 2013)
Por estas razdes os cientistas acharam pertinente propor a ampliagdo do gene de ciclina
D1 como uma marcador salivar de diagndstico e progndstico do cancro oral. (Radhika
et al., 2016) A presenca de ciclina D1 foi avaliada, em 62 bidpsias de tecido oral afetado
por carcinoma oral de células escamosas da laringe e foi demonstrado um ligeiro
aumento na expressao de ciclina D1 nos tecidos lesados, mas de facto, os resultados
ndo foram conclusivos quanto a existéncia de uma relagdo entre a expressao desta
proteina, nos tecidos cancerigenos, € o progndstico da doenca a estudar. No entanto, os
resultados obtidos em tecido ndo podem ser extrapolados para a saliva. (Vielba et al.,
2003) Mais tarde, a expressao de ciclina D1 foi quantificada na saliva de 19 individuos
portadores de cancro da lingua, nos estadios T1,T2,T3, T4 e os resultados mostraram
parametros de sensibilidade e especificidade na ordem dos 100% tendo por isso
demonstrado o valor da amplificacdo de ciclina D1 como marcador de diagnostico. No
entanto, este marcador ainda estd pouco estudado e diversos autores afirmam que a
fiabilidade dos estudos pode estar comprometida pelo facto de as amostras utilizadas

serem reduzidas. (Shpitzer et al., 2009)

2.3.2.5. Diminuicio dos niveis de 8-DNA oxiguanina, Maspin,

Src

O stress oxidativo de algumas proteinas, tem vindo a ser estudado como um sinal de
alarme para o desenvolvimento de lesdes cancerigenas, por apresentar um caracter
irreversivel e irrepardvel. (Azevedo & Sunkel, 2012) Segundo Shpitzer e seus
colaboradores (2009) o fluido salivar de individuos portadores de carcinoma oral de
células escamosas contém uma quantidade anormal de radicais livres capazes de induzir
alteragdes no epitélio da mucosa. A enzima 8-DNA oxiguanina glicosilada tem a fun¢do
de reparar danos induzidos por este stress oxidativo, no entanto, na presenca de lesoes

cancerigenas, esta enzima perde a sua capacidade anti-oxidante e desta forma, a
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diminui¢ao do seu nivel em termos de quantidade e funcionalidade ¢ considerada um
risco para o desenvolvimento de lesdes cancerigenas, por apresentar um caracter

irreversivel e irreparavel. (Azevedo & Sunkel, 2012)

Segundo Shpitzer e seus colaboradores (2009) o fluido salivar de individuos
portadores de carcinoma oral de células escamosas contém uma quantidade anormal de
radicais livres capazes de induzir alteragdes no epitélio da mucosa. A enzima 8-DNA
oxiguanina glicosilada tem a func¢ao de reparar danos induzidos por este stress
oxidativo, no entanto, na presenga de lesdes cancerigenas, esta enzima perde a sua
capacidade anti-oxidante ¢ desta forma, a diminuicdo do seu nivel em termos de
quantidade e funcionalidade ¢ considerada um risco para o desenvolvimento de diversos
tipos de cancro, entre eles, o cancro do pulmao e o cancro oral. (Shpitzer et al., 2006)
Sabendo que ¢ possivel a sua quantificagdo no fluido salivar a sua diminui¢do foi
proposta como marcador de diagnostico do cancro oral. Além desta, a proteina SCR, da
familia das proteinas quinases, apresenta uma concentragao eclevada na saliva de
individuos saudaveis. No entanto, ¢ fosforilada num ambiente stress oxidativo fazendo
com que haja um aumento da sua concentracdo ao mesmo tempo que ocorre uma
diminui¢do da concentracdo de Src. (Shpitzer et al., 2009) Como assume particular
importancia em processos de adesdo celular, proliferagdao e metdstase também a sua
diminuic¢ao foi proposta como marcador de diagndstico do cancro oral. Além destas foi
ainda proposta uma proteina de supressdo tumoral designada por Maspin que intervém
em processos de supressao do crescimento e progressao tumoral, angiogénese, invasao e

metastase. (Wongnoppavich, Dukaew, Choonate & Chairatvit, 2017)

Num estudo que analisou a saliva de individuos diagnosticados com carcinoma oral

de células escamosas, verificou-se uma diminuicdo na concentracdo de 8-DNA

oxiguanina, Maspin, Src com valores de 16%, 29% e 24%, respetivamente.

Biomarcador Sensibilidade (%) Especificidade (%)
8-DNA oxiguanina 77 75

Src fosforilada 77 75

Maspin 100 100

Tabela 4- Resultado dos parametros de sensibilidade e especificidade dos trés marcadores propostos para
estudo. (Adaptado de Shpitzer et al., 2009)
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Tendo em conta os resultados apresentados anteriormente € possivel estabelecer uma
relacdo positiva entre a diminui¢ao dos niveis de 8-DNA oxiguanina, Maspin, Src e 0
desenvolvimento de lesdes cancerigenas o que levou a sugerir estes trés marcadores

como potenciais marcadores de diagnostico do cancro oral. (Shpitzer et al., 2009)

2.3.3. RNA como Biomarcador

A informagdo genética que esta contida no DNA sofre um processo de transcri¢ao
originando uma molécula de RNA mensageiro que posteriormente ¢ traduzida numa
proteina. As moléculas de RNA assumem um papel preponderante no armazenamento
da informacdo genética e na regulacdo da sua expressdo. Além destas fungdes sdo
percursores diretos dos elementos proteicos transportando-os para o citoplasma, local
onde sdo traduzidos. (Zimmermann & Wong, 2008) Tendo em conta a complexidade
inerente a este processo qualquer alteragdo no processamento pode levar ao
desenvolvimento de certas doengas, como € o caso do cancro oral. (Azevedo & Sunkel,
2012) Ao longo dos anos os cientistas pensaram que o RNA era degradado na saliva
mas atualmente sabe-se que 1sso ndo acontece e esta molécula comecga a ser vista como
um marcador credivel e informativo para algumas doencas como ¢ o caso do cancro
oral. Apesar de o mecanismo ainda ndo ser totalmente conhecido, porque hd um
aumento das RNAses na saliva de individuos diagnosticados com cancro, pensa-se que
as moléculas de RNA presentes na saliva ndo sao degradadas por estarem contidas em
exosomas ou micro vesiculas ou por sofreram acc¢do protetora de algumas proteinas

salivares. (Bano et al., 2015; Michailidou et al., 2016)

Segundo Michailidou e seus colaboradores (2016), por volta do ano 2000 foi
confirmada a presen¢a de moléculas de RNA no biofluido salivar e desde essa altura
que a investigacdo se prende com o uso destas moléculas como marcadores salivares de
diagnostico do cancro oral, no entanto, a fonte ideal de recolha de moléculas de RNA
salivar ¢ um assunto bastante discutivel e no que diz respeito ao cancro oral, Li e seus
colaboradores (2004) defendem que o local do tumor ¢ ideal para a recolha destas
moléculas. No entanto, segundo Nowsheen, Aziz, Panayiotidis e Georgakilas (2012) as
glandulas salivares, o fluido crevicular e as células da mucosa oral também sao fontes

crediveis na colheita desta molécula. Tendo em conta, apenas o seu aumento na saliva
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de individuos diagnosticados com carcinoma oral de células escamosas, foram
propostas como marcadores salivares de diagndstico e progndstico do cancro oral sete
moléculas de RNA — DUSP1, H3F3A, IL-8, IL1 beta, OAZ1, S100, SAT. (Radhika et
al., 2016) Todas as moléculas propostas sofrem alteragdes aquando do desenvolvimento
de lesdes cancerigenas € no que diz respeito as suas fungdes sabe-se que estas sdo
relevantes na regulacdo da transcricdo e traducdo com o objetivo de assegurar a

estabilidade cromossomica. (Mehta et al., 2010)

Li e seus colaboradores (2004) analisaram 32 amostras salivares de individuos
diagnosticados com carcinoma oral de células escamosas tendo sido verificado um
aumento, clinicamente significativo e relevante das sete moléculas referidas
anteriormente, associado a valores elevados de sensibilidade e especificidade que estdao
descriminados na tabela 6. No entanto, as moléculas de ILIBETA, OAZ1, SAT e IL8
destacaram-se por apresentarem uma expressao mais elevada que as restantes. (Li et al.,
2004) Estas quatro moléculas desempenham fung¢des na proliferagdo e diferenciagao
celular, angiogénese, resposta inflamatoria e na reparagdo tecidular e as alteragdes
induzidas nas mesmas, aquando do processo de desenvolvimento de lesdes
cancerigenas, podem ser consideradas uma assinatura molecular no diagnostico do
cancro oral. (Bano et al, 2015) Pela elevada percentagem no parametro da
sensibilidade, 90,6%, os autores também concluiram que a associacdo de IL8, SAT e
H3F3A funciona como um marcador preditivo para o cancro oral. Neste estudo foi
defendida a ideia de que um s6 marcador ndo ¢ eficaz no diagnostico do cancro oral

pelo facto de este apresentar uma etiologia multifatorial. (Li et al., 2004)

Marcador Sensibilidade (%) Especificidade (%)
DUSP1 59 75
H3F3A 53 81
IL1BETA 63 72
IL8 88 81
OAZI 100 38
S100P 72 63
SAT 81 56

Tabela 5- Resultado dos pardmetros de sensibilidade e especificidade das sete moléculas de RNA
porpostas para o estudo. (Adaptado de Li et al., 2004)
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Mais tarde, foi avaliado o valor de diagnostico das moléculas ILIBETA, IL8, OAZ e
SAT na saliva de individuos portadores de carcinoma oral de células escamosas, tendo
sido demonstrada a existéncia de um aumento significativo de todos os marcadores na
saliva dos individuos que constituiram a amostra de estudo. A IL-8 e SAT, marcadores
que apresentaram maior expressdo e em termos de sensibilidade e especificidade
obtiveram resultados de 81,3% e 73,9%, respetivamente. As concentragdes de IL-8 e
SAT permanecem praticamente inalteradas na saliva de individuos portadores de
leucoplasia e displasia sendo por isso pouco eficazes no diagndstico precoce do cancro

oral. (Michailidou et al., 2016)

Tendo em conta que os estudos efetuados tiveram por base a comparagao de saliva de
individuos diagnosticados com lesdes pré malignas e malignas com a saliva de
individuos saudaveis ¢é relevante o conhecimento das alteragdes que ocorrem ao nivel

das concentragdes dos marcadores.
Referéncia ‘ Marcador Resultado do estudo

Nagler et al., 2006 Cyfra 21-1 Aumento de 400% na saliva

— 71%; Especificidade —
75%

de individuos diagnosticados
com carcinoma oral de célu-
las escamosas; Sensibilidade

Zhong et al., 2007 Cyfra 21-1 Aumento da expressao de
cyfra 21-1 na saliva de indi-
viduos com carcinoma oral

86,7%, respetivamente

de células escamosas associ-
ado a valores de sensibilida-
de e especificidade de 50% e

Sahibzada et al., 2017 Cyfra 21-1 Nao existiu alteragao rele-
fra 21-1 na saliva de indivi-

células escamosas

vante na concentracgdo de cy-

duos com carcinoma oral de

88%) na distingao de lesdes
orais cancerigenas e lesdes
Benignas

Franzmann et al., 2014 CD44 Elevada sensibilidade (62%-
70%) e especificidade (75%-
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Fitzpatrick et al., 2013 CD44 Diminui¢do da expressdo de
CD44; Possivel associagdo a
um mau prognostico

Prasad e McCullough.,2013; |IL-6 Aumento dos niveis de IL-6

Selvam e Sadaksharam, na saliva de individuos com

2015 leucoplasia e cancro oral

Prasad e McCullough, 2013 | IL-6 Niveis mais aumentados de
IL-6 durante a realizac¢do de
Quimioterapia

Punyani et al., 2013 IL-8 Nivel aumentado de IL-8 na

saliva de individuos com
cancro oral concomitante

com o aumento do grau de
malignizacdo da lesdo

Aziz et al., 2015

IL-4, IL-10, IL-13

Niveis aumentados de 1L-4,
10 ¢ 13 na saliva de indivi-
duos diagnosticados com
cancro oral;

Aziz et al., 2015

1L-4, IL-13

Possivel envolvimento de
IL-4 e IL-13 em processos
de metastase e invasao pelos
niveis aumentados nas amos-
tras de saliva de lesdes bem
diferenciadas

Aziz et al., 2015

IL-10

Nivel elevado de IL-10 nas

amostras de saliva de lesoes
pouco diferenciadas; Possi-
vel associagdo com a agres-
sividade da lesdo

Kaur e Jacobs., 2015

IL-8 e IL-6

Nivel de IL-6 e IL-8 aumen-
tado na saliva em consonan-
cia com o aumento do grau
de malignizacao da lesdo

Sahibzada et al., 2017

IL-6 e IL-8

Nivel de IL-6 aumentado na
saliva de individuos com
carcinoma oral de células es-
camosas; Nivel de IL-8 na
mesma amostra ndo teve al-
teragOes significativas
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Shpitzer et al., 2009

LDH

Aumento da concentra¢do na
saliva de individuos com
cancro da lingua; Sensibili-
dade — 79%; Especificidade
—42%

Saluja et al., 2015

LDH

Elevada atividade da enzima
em 71,43% das amostras sa-
livares de carcinoma oral de
células escamosas

Saluja et al., 2015

LDH-5

Expressao aumentada de
LDH-5 na saliva de indivi-
duos com carcinoma oral de
células escamosas; Expres-
sao normal de LDH-5 em
21,78% das amostras

Boyle et al., 1993

Mutagao somatica do p53

71% de mutacdes no p53 na
saliva de individuos com
carcinoma oral de células
escamosas

Liao et al., 2000

Mutagdo somatica do p53

62,5% de mutacdes no p53
na saliva de individuos com
carcinoma oral de células es-
Camosas

Rosas et al.,2001

Hipermetilagao do promotor
de pl16, MGMT, DAP-K

A hipermetilagao foi identifi-
cada na saliva nas seguintes
percentagens

P16 —47%

MGMT - 33%

DAP-K —23%

Markopoulos et al., 2010

Hipermetilagao do promotor
de p16, MGMT, DAP-K

A hipermetilagao foi identifi-
cada na saliva nas seguintes
percentagens

P16 -43%

MGMT - 39,8%

DAP-K —39,7%

Makiko et al., 2000

Mutacao no DNA mitocon-
drial

46% de mutagOes na saliva
de individuos diagnosticados
com cancro da cabeca e pes-
Cogo

Jiang et al., 2005

Mutagdao no DNA mitocon-
drial

Aumento dos genes COX 1 e
2 na saliva de individuos
com carcinoma oral de célu-

las escamosas em varios es-
Tadios
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Vielba et al, 2003

Amplificagcdo do gene de ci-
clina D1

A expressdo da ciclina D1
ndo foi relevante em bidpsias
de carcinoma de células es-
camosas da laringe

Shpitzer et al., 2009

Amplificagdo do gene de ci-
clina D1

Valores de sensibilidade e
especificidade de 100% na
saliva de individuos portado-
res de cancro da lingua

Shpitzer et al., 2009

Diminuicao dos niveis de 8-
dna oxiguanina, maspin, src

Diminuicao da concentragao
de todos os marcadores na
saliva de individuos diagnos-
ticados com carcinoma

Li et al, 2004

DUSPI1, H3F3A, ILS, IL1-
BETA, OAZI, S100, SAT

Aumento da expressao dos
sete marcadores na saliva de
individuos diagnosticados
com carcinoma oral de célu-
las escamosas

Michailidou et al.,2016

IL1BETA, IL8, OAZ, SAT

Aumento da expressao de to
dos os marcadores na saliva
de individuos com carcino-
ma oral de células escamo-
sas; Concentragoes inaltera-
das de IL-8 e SAT na saliva
de individuos com leucopla-
sia e displasia -

Tabela 6- Resumo das alteracdes dos marcadores salivares nos diferentes estudos efetuados. (Adaptado

de Stuani et al., 2016)
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3. Conclusao

O cancro oral ¢ considerado um problema de satide publica e o nimero de novos
casos tem aumentado exponencialmente ao longo dos anos sendo por isso necessaria a
sensibilizacao das populacdes, nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, no que
diz respeito a alteracdes de habitos e estilos de vida que aumentem o risco de vir a
desenvolver esta doenga. O cancro ¢ uma doenca bastante complexa e como tal o seu
diagnodstico também se torna complexo. A investigacdo atual estd mais focada na
prevencao do que no tratamento e tem sido constante o desenvolvimento do ramo da
medicina molecular em particular no que respeita ao diagndstico através da saliva,
apesar de a biopsia associada a um exame clinico minuncioso ser o gold standart no

diagnostico do cancro oral.

Dada a variedade de processos e genes envolvidos no desenvolvimento do cancro
oral pode concluir-se que este diagndstico ndo se deve basear num s6 biomarcador, mas
num conjunto destes, dada a etiologia multifatorial desta patologia e os inimeros genes
envolvidos na formagao das cé€lulas cancerigenas. Tém sido realizados inimeros estudos
com o objetivo de mostrar a relevincia destes marcadores no diagndstico de diversas
doengas. Atualmente, o uso dos biomarcadores presentes na saliva para o diagndstico
esta em constante investigacdo. No entanto, apesar de os niveis de sensibilidade e
especificidade serem bastante elevados o seu uso no diagndstico do cancro oral ndo ¢
relevante, porque a existéncia de uma grande lacuna na elaboragdo de protocolos que
uniformizem a realizacdo de estudos, ndo permite que 0os mesmos sejam corretamente
validados. Apesar de o diagndstico salivar ser mais comodo e acessivel para o paciente ¢
de salientar que nao existem normas definidas para os especialistas atuarem. Isto quer
dizer que os estudos analisados anteriormente ndo foram todos realizados da mesma
forma, facto que pode ter influenciado os resultados. E necessario que se estabelecam
regras para a realizacdo destes estudos que como pode ser comprovado sdo na sua
grande maioria comparativos, comparando apenas individuos saudaveis e individuos

diagnosticados com cancro.

Além disto, ainda ndo ¢ totalmente conhecido o perfil molecular da saliva dos

individuos diagnosticados com cancro oral o que faz com que os estudos comparativos
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percam alguma credibilidade. Também a sele¢ao quer do grupo de estudo quer do grupo
de controlo deveria ser mais criteriosa porque por exemplo, se fizer parte do grupo
controlo um individuo portador de periodontite, automaticamente os marcadores do tipo
interleucina estardo alterados. Além desta desvantagem, nao existe um protocolo para a
colheita de saliva, analise e armazenamento como forma de uniformizar os estudos o

que pode criar erros no resultado final.

O diagnéstico do cancro oral através da saliva ainda estd longe de ser implementado
mas podera vir a ser uma pratica comum entre os médicos dentistas que como
profissionais de saude estdo na primeira linha para o rastreio e diagndstico atempado
desta doenga que pode comecgar por manifestar-se através de suaves alteragdes na
mucosa oral. Deve ser rotineiro na pratica do médico dentista um exame intra-oral
minuncioso porque as lesdes potencialmente malignas ou malignas sdo assintomaticas
numa fase inicial, carecendo muitas vezes de atencdo por parte do paciente e

profissionais de satde.
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