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RESUMO

A saliva ¢ um biofluido complexo e multifuncional. As diversas moléculas que fazem parte da
sua composicao podem atuar como verdadeiros biomarcadores, refletindo, em cada momento,
o estado de saide ou de doenga de um individuo. A utilizagdo da saliva para detecdo e
monitorizagdo de doengas e de resposta a tratamentos tem suscitado o interesse de muitos
investigadores devido ao carater simples, econdomico e ndo invasivo da sua colheita. Estas
caracteristicas tornam a colheita salivar uma alternativa viavel a métodos mais desconfortaveis
de diagndstico, como a recolha sanguinea e urinaria, facilitando a recetividade da populacao a
este meio de diagndstico, o que pode possibilitar a detecdo precoce de determinados estados
de doenca, através da identificagdo de biomarcadores salivares especificos. Estes,
individualmente ou em combinacdo, podem estar associados a inumeras doengas orais e
sistémicas, favorecendo a detecdo precoce das mesmas apds a analise salivar. Na area da
medicina dentaria, as doencas que apresentam maior impacto a nivel global sdo o cancro oral,
a carie dentaria e a doenca periodontal. Devido a sua prevaléncia bastante elevada, é importante
a detegdo precoce destas doengas de modo a intervir em fases iniciais das mesmas, aplicando
tratamentos adequados e prevenindo a sua evolugao para estadios mais avangados e morbidos,
com consequéncias severas para a qualidade de vida dos doentes. Os principais obstaculos
deste método devem ser ultrapassados de modo a melhorar os promissores resultados atuais,
investindo na realizagdo de multiplos estudos em populagdes mais abrangentes e no
desenvolvimento de novas tecnologias de colheita e andlise, recorrendo cada vez mais a

combinacao de biomarcadores.

Palavras-chave: biomarcadores salivares; cancro oral; carie dentaria; doenca periodontal






ABSTRACT

Saliva is a complex and multifunctional biofluid. The various molecules that are part of its
composition may act as true biomarkers, reflecting at every moment the state of health or illness
of an individual. The use of saliva for disease detection and monitoring and treatment response
has been of interest to many researchers due to the simple, economic and non-invasive nature
of their collection. These characteristics make salivary collection a viable alternative to more
uncomfortable methods of diagnosis, such as blood and urine collection, facilitating the
population's receptivity to this diagnostic medium, which may allow the early detection of
certain disease states by identifying of specific salivary biomarkers. These, individually or in
combination, may be associated with numerous oral and systemic diseases, favoring their early
detection after salivary analysis. In the area of dentistry, the diseases with the greatest impact
at the global level are oral cancer, dental caries and periodontal disease. Due to their high
prevalence, it is important to detect these diseases early in order to intervene in their initial
phases, applying appropriate treatments and preventing their evolution to more advanced and
morbid stages, with severe consequences for patients' quality of life. The main obstacles to this
method must be overcome in order to improve the current promising results, by investing in
multiple studies in larger populations and in the development of new collection and analysis

technologies, increasingly resorting to the combination of biomarkers.

Key words: salivary biomarkers; oral cancer; dental caries; periodontal disease
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Introducao

I-INTRODUCAO

A saliva ¢ um fluido bioldgico presente na cavidade oral com diversas fungdes importantes
para o funcionamento correto do organismo, contribuindo para a saude oral e também de todo
o corpo humano. Tem sido considerada por muitos investigadores como um “espelho do
corpo”, visto que tem a capacidade de refletir os diversos estados de saide ou de doenga,
permitindo a dete¢do, monitorizagdo e terapéutica adequadas das mais variadas doengas (Y. H.
Lee & Wong, 2009; Lima, Diniz, Moimaz, Sumida, & Okamoto, 2010; Q. Wang, Gao, Wang,
& Duan, 2014; A. Zhang, Sun, Wang, & Wang, 2013). E a abundante presenca de moléculas
na saliva, que atuam como marcadores bioldgicos especificos, que torna possivel a
identificacdo de determinados estados de doenca nos diferentes individuos (Javaid, Ahmed,

Durand, & Tran, 2016).

Atualmente o sangue ¢ o fluido corporal mais utilizado como meio de diagndstico e pensa-se
que existe uma correlagdo entre a composicdo do sangue e da saliva, pressupondo uma
interligacdo molecular entre os dois fluidos (Yoshizawa et al., 2013). A relagdo molecular que
se estabelece entre ambos os fluidos ¢ explicada pelo facto de existirem varios processos
(difusdo passiva, transporte ativo e ultrafiltracdo) através dos quais o fluido da cavidade oral
recebe biomoléculas transferidas do sangue (Javaid et al., 2016). A concentragdo salivar destas
moléculas e/ou a sua possivel variagdo facilita a identificagdo de estados biologicos de saude,
de doenga ou até mesmo respostas do organismo a determinados tratamentos. Conforme se
verifica a presenga de multiplos componentes em comum no sangue € na saliva, tais como
DNA, RNA, proteinas, lipidos, anticorpos, metabolitos, microrganismos, entre outros, também
¢ possivel sugerir e investigar a hipdtese da andlise salivar como um potencial método de

diagnostico alternativo a andlise sanguinea (Javaid et al., 2016; Y. H. Lee & Wong, 2009).

A andlise salivar tem como principais objetivos a detecdao e identificacdo de doengas, bem
como a monitorizagao terapéutica (Pezelj-Ribaric, Prpic & Glazar, 2015). O conceito da analise
salivar, com o objetivo de conhecer o estado de saude ou de doenga de um individuo, surgiu
em 1975 com Dawes, que afirmou que se justificava a criagdo de um novo método de
diagndstico através da saliva, devido ndo s6 a facilidade de recolha de amostras, como também
da possibilidade de adquirir as mais variadas informagdes dos constituintes presentes neste

fluido bioldgico (Lima, Sales, Correia, Lima, & Anjos, 2014).
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A saliva como meio de diagnostico

Assim, a utilizagao da saliva como um meio de diagnoéstico clinico e laboratorial tem vindo a
despertar o interesse de muitos investigadores, uma vez que permite alcangar diagnosticos
faceis, rapidos e ndo invasivos (Malamud & Rodriguez-Chavez, 2011; Zhang et al., 2013). Tal
evolucdo tem contado com o apoio de varias organizacdes, tendo algumas delas contribuido
para o financiamento de novas tecnologias que possibilitem ultrapassar os obstaculos
observados nas fases iniciais de diagndsticos salivares. Do conjunto destas organizagoes,
salientam-se as seguintes: National Institutes of Health (NIH), National Institute of Dental and
Craniofacial Research (NIDCR), American Dental Association (ADA), American Association
of Dental Research e Feédération Dentaire Internationale (FDI, World Dental Federation)
(Slowey, 2015).

A saliva ¢ extremamente util na determinagdo da suscetibilidade, na monitorizagdo e
prognostico de doengas orais, sendo que nos ultimos anos também tem sido explorada como
meio de diagndstico em doengas sistémicas. Apresenta algumas vantagens em relacdo a outros
fluidos mais utilizados como métodos de diagnéstico, tais como o sangue € a urina,
nomeadamente em relacdo a facilidade de colheita, de armazenamento e de transporte. A sua
recolha contorna situagdes desconfortaveis e dolorosas que se verificam na colheita sanguinea
€ permite, se necessario, a obten¢do de diversas amostras a baixo custo, com seguranca e sem

exigencia de pessoal especializado (Javaid et al., 2016; Lima et al., 2010).

O sucesso da analise salivar verificou-se, na cavidade oral, em casos de alto risco de carie, de
doenga periodontal e de cancro oral, mas também em casos de doengas sistémicas, de entre as
quais se destaca a possibilidade de diagnostico do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).
A sua utilizagdo estende-se com €xito a outras areas, assumindo importancia em medicina legal
e forense e em medicina desportiva, detetando e monitorizando o consumo de drogas

estimulantes (Y. H. Lee & Wong, 2009; Nunes, Mussavira, & Bindhu, 2015).

A presente monografia tem como principal objetivo a apresentacdo e caracterizagao da saliva
como um possivel meio de diagndstico de algumas doengas orais, nomeadamente o cancro oral,
a carie dentaria e a doenga periodontal, referindo quais os potenciais biomarcadores salivares
que tém sido estudados para as mesmas, ao longo dos ultimos anos, e que poderdo representar
um novo método de detecdo e monitorizacao destas doengas, de impacto global conhecido e

significativo.
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Introducao

Para a elaboracao deste trabalho, foi realizada uma pesquisa bibliografica nas bases de dados
PubMed, Cochrane e ScienceDirect. As palavras-chave utilizadas para a pesquisa foram:
“saliva”; “diagnostics”; “salivary biomarkers”; “oral cancer”; “oral squamous cell
carcinoma”; “caries”; “tooth decay”; “tooth cavity”; “periodontitis”; “periodontal disease’;
com ou sem a combinacao dos varios termos. Foram selecionados artigos publicados entre
2000 e 2018, incluindo revisdes bibliograficas e estudos/ensaios em populagdes humanas com
um grupo de controlo € um ou mais grupos de individuos com uma das doengas orais acima

referidas.
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Desenvolvimento

IT - DESENVOLVIMENTO

1. ASALIVA

A saliva ¢ um biofluido oral, cujo pH se encontra entre 6,5 ¢ 7, constituida maioritariamente
por agua (98%) e por eletrolitos, muco, compostos antibacterianos e diversas enzimas (2%)
(Rathnayake, Gieselmann, Heikkinen, Tervahartiala, & Sorsa, 2017). E produzida
essencialmente nas trés glandulas salivares major localizadas na boca e na garganta: parétida,
submandibular e sublingual. Ainda assim, existe uma pequena contribui¢do em volume por
parte das glandulas salivares minor distribuidas por toda a cavidade oral e pelo fluido crevicular
gengival (FCG) para a formacao da chamada “saliva total” ou “fluido oral” (Nunes et al., 2015).
A saliva ¢ um dos fluidos corporais mais complexos e versateis e tem uma a¢ao multifuncional
no organismo com o objetivo de manter a integridade da cavidade oral e do trato digestivo,
facilitando o processo da digestdo e controlando as infe¢des orais que possam surgir (Lima et
al., 2010; Pezelj-Ribaric et al., 2015). Algumas moléculas da composi¢do salivar t€ém
potencialidade de serem biomarcadores relacionados com as mais variadas doengas orais ¢
sistémicas, permitindo o diagnodstico e monitoriza¢do das mesmas. As caracteristicas descritas
relativamente ao pH, producao diaria, secre¢do, composi¢cdo, biomarcadores salivares e outras
propriedades da saliva total podem ser observadas na Figura 1 (Rathnayake et al., 2017). Os
fluidos e as biomoléculas que constituem a saliva provém das glandulas salivares, das células
da mucosa oral, de microrganismos e virus, do sangue, do FCG e dos alimentos, o que se

encontra representado pela Figura 2 (Y. Zhang et al., 2016).
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pH 6,5-7 h
Composicao —

—’ Produciio

% 0,5-1,5L/dia

—> Secreciio

¥* 98% agua % 90% glandulas salivares
¥ 2% compostos orginicos major
e inorgéinicos Saliva total %* 10% glandulas salivares
minor
Multifuncional / \ Outl'a_s
% Defesa antibacteriana proprlgdafles
# Digestdo * Monitorizagao
% Lubrificacdo * D1agnést}co
#* Mastigagédo * Prog_nés}lco
% Deglutigao Biomarcadores Salivares % Avaliagdo de
# Lavagem % Biomarcadores relacionados com tratamento
# Solubilizagdo doengas orais
# Capacidade tampdo % Biomarcadores relacionados com

doengas sistémicas

% Biomarcadores de inflamag¢do

% Agentes patogénicos periodontais
# Microrganismos cariogénicos

Figura 1 - Resumo da composicao, propriedades e fisiologia da saliva (Adaptado de Rathnayake
etal., 2017)

Glandulas Células da  Microrganismos e
salivares ~ mucosa oral virus anguc

c==| & | 0\ =0
v

SALIVA

Uma mistura complexa de
DNA, RNA e proteinas de
diferentes fontes

FCG Alimentos

Figura 2 - Origem dos fluidos e biomoléculas que constituem a saliva (Adaptado de: Zhang
etal., 2016)

A colheita de saliva total pode ser realizada com ou sem estimulagdo salivar. A saliva nao

estimulada (0,1-0,3ml/min) é a saliva acumulada naturalmente na cavidade oral. Esta é
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Desenvolvimento

recolhida em tubos de plastico maioritariamente por “passive drooling”, podendo também
obter-se pela agdo de cuspir, por suc¢ao ou com um rolo de algodao absorvente posteriormente
centrifugado para a extragdo da amostra. A recolha de saliva estimulada pode ser realizada por
mastigacdo de uma pastilha eléstica ou de parafina (1-3ml/min) ou por aplicagcdo de gotas de
acido citrico na lingua (5-10ml/min), aumentando assim a taxa de fluxo salivar e permitindo a
obtencdo de uma taxa de fluxo glandular constante durante multiplas colheitas. Este método
torna-se vantajoso desde que ndo absorva ou altere nenhuma das substiancias a analisar
(Chiappin, Antonelli, Gatti, & De Palo, 2007; Groschl, 2017; Y. H. Lee & Wong, 2009; Nunes
et al., 2015; Pfaffe, Cooper-White, Beyerlein, Kostner, & Punyadeera, 2011). Também existe
a saliva de glandula especifica, quando ¢ diretamente recolhida de apenas uma determinada
glandula salivar, através dos ductos glandulares. Este método ¢ util na identificacdo de
obstru¢des ou infecdes presentes na glandula da qual a amostra foi obtida, bem como na
detecdo de patologias caracteristicas das glandulas salivares. Todavia, os aparelhos para
recolha deste tipo de saliva constituem um método mais complexo, lento e invasivo, que exige
experiéncia e habilidade do coletor (Deepa & Thirrunavukkarasu, 2010; J. Kaur, Jacobs,
Huang, Salvo, & Politis, 2018; Nunes et al., 2015; Pfaffe et al., 2011; A. Zhang et al., 2013).
Diferentes métodos de recolha salivar estdo representados na Figura 3, nomeadamente, a
colheita de saliva total ndo estimulada, saliva total estimulada, saliva da glandula pardtida,
saliva da glandula sublingual ndo estimulada e saliva da glandula sublingual estimulada (Jasim,

Olausson, Hedenberg-Magnusson, Ernberg, & Ghafouri, 2016).

Figura 3 - Exemplos de diferentes métodos de recolha salivar: A) Saliva total ndo estimulada; B)
Saliva total estimulada; C) Saliva da glandula parotida; D) Saliva da glandula sublingual nao
estimulada; E) Saliva da glandula sublingual estimulada (Fonte: Jasim et al., 2016)



A saliva como meio de diagnostico

1.1. Vantagens da saliva como meio de diagnostico

Multiplos constituintes da saliva tém a capacidade de refletir o estado de satide ou de doenga
de um individuo (Y. H. Lee & Wong, 2009; Lima et al., 2010; A. Zhang et al., 2013). Este
fluido tem sido estudado por investigadores de todo o mundo com o objetivo de o validar como
um meio de diagnostico que represente uma alternativa vidvel a meios mais invasivos e
incomodos para a detecdo de doengas. Sendo a colheita salivar um procedimento simples,
rapido e ndo invasivo, a recolha de multiplas amostras torna-se, assim, mais facil, até porque
pode ser executada por individuos sem qualificacdo exigida, ao contrario das colheitas de
sangue, que requerem uma formacdo mais exigente. Tem baixo custo de recolha, de
armazenamento ¢ de transporte, o que se torna bastante util quando aplicado a diagnosticos de
grandes populacdes, permitindo a reducdo de despesas tanto para os doentes como para as
entidades de satde (Javaid et al., 2016; A. Wang, Wang, Tu, & Wong, 2016; Yoshizawa et al.,
2013).

Este método ¢ mais seguro quanto a colheita e manipulacdo da amostra, comparativamente a
recolhas de sangue ou de urina, sendo minimo o risco de infe¢@o cruzada. A titulo de exemplo,
a capacidade de infe¢do de HIV por transmissao oral ¢ extremamente reduzida devido a alguns
fatores existentes nas secregdes salivares que inibem a infecao por este virus (Groschl, 2017;

Pfaffe et al., 2011; Prasad, Tyagi, & Aggarwal, 2015; Yoshizawa et al., 2013).

Caso seja apresentada uma possibilidade de escolha aos doentes entre a recolha de uma amostra
de saliva ou de sangue, a grande maioria opta pela saliva devido a auséncia de dor, de
desconforto ou de ansiedade durante a colheita. E, pois, um método ideal para individuos nos
quais esta dificultada a recolha de sangue, tais como criangas, idosos, doentes que sofram de
ansiedade, deficiéncias ou que ndo sejam colaborantes (Madalli, Basavaraddi, Burde, &

Horatti, 2013; Slowey, 2015).

1.2. Desvantagens da saliva como meio de diagnostico

O facto de ndo existir um método de colheita standard para os diferentes estados patoldgicos
¢ apontado como uma desvantagem do diagndstico salivar. E, portanto, necessario que se

defina um protocolo de modo a que a andlise salivar traduza corretamente o funcionamento das
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glandulas e que possa identificar, efetivamente, estados de satide e de doenca (Rahim, Abdul

Rahim, Wan Ahmad, & Hashim, 2015).

A utilizagdo da saliva tem, de facto, limitagdes capazes de dificultar ou impedir a realizag¢do de
um diagnodstico correto. A existéncia de fatores que alterem a composic¢ao e/ou quantidade de
saliva secretada pode, por vezes, comprometer os resultados da analise salivar (Lima et al.,

2010; Pfaffe et al., 2011; Yoshizawa et al., 2013).

A estimula¢ao do fluxo salivar vai, evidentemente, alterar o volume de amostra obtida durante
o mesmo espaco de tempo. A recolha de saliva estimulada ¢ um método vantajoso para doentes
com hipossaliva¢ao (tipica em idosos) por permitir a obten¢ao de um maior volume salivar em
comparagdo com aquele que seria obtido caso fosse recolhida saliva ndo estimulada. Esta
técnica aumenta a taxa de fluxo salivar e permite a obtencdo de uma taxa de fluxo glandular
constante durante multiplas colheitas. No entanto, observa-se uma concentragdo mais diluida
de biomarcadores na saliva estimulada, o que pode dificultar a deteccdo dos mesmos. Como
tal, opta-se preferencialmente pela colheita de saliva ndo estimulada, visto que em geral ndo
ocorrem grandes alteragdes quantitativas na maioria dos analitos presentes na saliva (Chiappin
et al., 2007; Groschl, 2017; Y. H. Lee & Wong, 2009; Malamud & Rodriguez-Chavez, 2011;
Neyraud, Palicki, Schwartz, Nicklaus, & Feron, 2012; Pfaffe et al., 2011).

Durante o armazenamento e transporte de amostras salivares também existe o risco de
contaminagdo bacteriana. Assim, ¢ importante que as condi¢des durante estes procedimentos
sejam favoraveis a evitar que as amostras sofram alteragdes significativas. Para as preservar, a
sua refrigeracdo devera ser, idealmente, a uma temperatura entre -20°C e -80°C, sobretudo em
casos de armazenamento de muitos meses. Alguns constituintes da saliva como a a-amilase, o
contetido proteico total e os antioxidantes de baixo peso molecular mantém a sua estabilidade
até¢ 2 semanas a -20°C; por sua vez, a concentracdo de cortisol sofre variacdes a temperatura
ambiente durante 30 dias, o que ja ndo se verifica se estiver conservada a -80°C até cerca de
um ano (Nunes et al., 2015). Se as condigdes ideais ndo forem exequiveis, as amostras devem
ser armazenadas previamente a 4°C, de modo a prevenir o crescimento bacteriano e a reduzir
a degradacdo de varias moléculas (Groschl, 2017; Whembolua, Granger, Singer, Kivlighan, &
Marguin, 2006). Esta degradacdo também pode ocorrer devido as enzimas proteoliticas

presentes na saliva, que quebram ligagcdes peptidicas, pelo que a adigdo de substancias
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estabilizadoras e de inibidores de proteases ¢ bastante importante (Chiappin et al., 2007;

Madalli et al., 2013).

A concentracgdo de varios componentes salivares varia consoante o ritmo circadiano, ou seja, a
hora em que ¢ feita a recolha, uma vez que os niveis salivares de moléculas como os péptidos

aumentam ao longo do dia (Hardt et al., 2005; Neyraud et al., 2012).

A recolha da saliva em jejum ¢ recomendada devido as variagdes que a ingestao de alimentos
pode provocar na taxa de secrecao salivar. Em particular, os alimentos e bebidas com alto teor
de agucar, acidez ou cafeina, além de estimularem a taxa de fluxo salivar, também diminuem
o pH da cavidade oral, o que pode potenciar o crescimento bacteriano. Se ndo for possivel a
colheita em jejum, o que deve ser devidamente registado, a ingestdo de alimentos e pastilhas
elasticas deve ser evitada pelo menos 30 minutos antes. E ainda aconselhavel que a limpeza da
cavidade oral seja feita apenas com 4agua, de preferéncia destilada, de modo a limitar a
contribuicdo do FCG na amostra recolhida e a eliminar residuos que possam comprometer a
analise. Nao deve ser efetuada qualquer escovagem com pasta dentaria, independentemente do
método de recolha salivar (Chiappin et al., 2007; Groschl, 2017; Nunes et al., 2015; Yoshizawa
etal., 2013).

A expressdao de moléculas na saliva, tais como algumas proteinas, pode variar consoante o
género e/ou a idade. Verifica-se uma concentracao salivar mais elevada de algumas moléculas
nas mulheres e, relativamente ao pardmetro idade, os niveis salivares de algumas proteinas

aumentam e outros diminuem (Fleissig et al., 2010).

A secrecdo salivar pode ser afetada a curto ou longo prazo por algumas doengas sistémicas e
outros fatores, que provocam alteracdes vasculares ou neurologicas, tais como a hipertensao,
diabetes, depressao, desnutricdo e desidratacdo. Os casos mais severos de diminui¢do da
atividade das glandulas salivares podem dever-se a uma destrui¢ao gradual das mesmas pela
presenca de doengas como o sindrome de Sjogren e de tratamentos de radioterapia na cabega e
no pescoc¢o que té€m efeitos irreversiveis. Além disso, a secrecdo salivar pode ainda ser afetada

por mais de 400 medicamentos atualmente prescritos (Pezelj-Ribaric et al., 2015).

As amostras recolhidas podem também sofrer contamina¢do sanguinea se ocorrer uma

transferéncia de componentes do sangue para a saliva, através de inflamagdes na cavidade oral
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causadas por lesdes periodontais € da mucosa. As amostras contaminadas devem ser
descartadas e deve ser efetuada uma nova recolha (Kivlighan et al., 2004; Rahim et al., 2015;
Yoshizawa et al., 2013). E importante referir ainda que os niveis de determinados marcadores
na saliva nem sempre traduzem verdadeiramente os niveis desses mesmos marcadores no
sangue, uma vez que a maioria dos componentes tém geralmente concentragdes mais elevadas
na corrente sanguinea (Pfaffe et al., 2011). A estabilidade e integridade de algumas moléculas,
com potencialidade de serem biomarcadores para diagnostico, pode também ser comprometida
pela possibilidade de degradagdo molecular durante os varios processos em que ocorre o

transporte de alguns componentes do sangue para a saliva (Madalli et al., 2013).

A saliva como meio de diagndstico apresenta algumas desvantagens acima descritas. Contudo,
a sua utilizacdo para dete¢do de doengas tem sido considerada uma alternativa valida, que
apresenta varios beneficios (j4 mencionados), nomeadamente em comparagdo com a recolha
de outros fluidos corporais e a possivel interligagio molecular da saliva com o sangue. E
importante que sejam realizados multiplos estudos, de modo a proporcionar uma avaliacdo
molecular exaustiva de potenciais biomarcadores presentes no fluido oral que sejam

caracteristicos de uma ou mais doencas (A. Wang et al., 2016; Yoshizawa et al., 2013).

2. BIOMARCADORES E DIAGNOSTICO SALIVAR

Em 1998, o National Institutes of Health Biomarkers Definitions Working Group definiu
biomarcador como uma caracteristica que pode ser medida de forma objetiva e que indica um

estado biologico, de doenga ou uma resposta a um tratamento aplicado (Prasad et al., 2015).

Mais recentemente, Baum, Yates, Srivastava, Wong, & Melvin (2011) definem este termo
como: “alteragdes celulares, bioquimicas, moleculares ou genéticas, através das quais um
processo normal ou anormal pode ser reconhecido ou monitorizado”. Esta defini¢do € aceite e
utilizada pelo National Cancer Institute’s (NCI) Early Detection Research Network (EDRN),
uma vez que existe grande variabilidade na aplicacdo deste termo e se torna desafiante

esclarecer a abrangéncia deste conceito (Baum et al., 2011).

Uma espécie molecular pode ser considerada como um potencial biomarcador caso apresente

capacidade de indicar um determinado estado ou resposta do organismo, a partir de uma
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variacao significativa da sua concentragdao, quando comparada a um grupo controlo (Majid &

Shafi, 2014; Rahim et al., 2015; Wang et al., 2016).

A procura e identificagdo de biomarcadores nos varios fluidos corporais, que indiquem o estado
de saude de um individuo, ¢ importante na dete¢ao de doengas na sua fase inicial. Multiplos
componentes do sangue e da urina também podem ser detetados na saliva. O interesse pelos
biomarcadores salivares deve-se a recolha simples e ndo invasiva da saliva e a riqueza do seu
contetido molecular (Javaid et al., 2016; Y. H. Lee & Wong, 2009; Malamud & Rodriguez-
Chavez, 2011; A. Zhang et al., 2013).

A saliva no diagnéstico, monitorizacdo de doencas e avaliagdo da resposta do organismo a uma
determinada terapéutica requer a existéncia de: biomarcadores discriminatorios, solidos e
validados em investigacdes clinicas, que reflitam um estado de saude, de doenca e/ou de
resposta a tratamentos; um método ndo invasivo que detete esses biomarcadores; e tecnologias

que os identifiquem (Taylor, 2014; A. Zhang et al., 2013).

O diagnostico salivar € um processo que envolve a avaliacdo de biomarcadores especificos,
individuais ou em combinacdo, capazes de detetar uma ou mais doengas. Um conjunto de
biomarcadores com o objetivo de diagnosticar uma doenca designa-se por ‘“‘assinatura
molecular”. E fundamental que o processo de identificagio de biomarcadores salivares
associados a uma doenca seja rigoroso, isto ¢, deve ser realizada uma triagem adequada dos
doentes a incluir nos estudos, uma recolha uniforme das amostras e multiplos ensaios. Este
processo inicia-se com a selecdo de uma situagdo clinica na qual a saliva se pode revelar util,
assegurando o rigor da metodologia do estudo para aplicacao clinica (A. Wang et al., 2016). O
modelo PROBE (prospective randomized open blinded end-point) baseia-se em diretrizes
especificas, de modo a obter um estudo nao tendencioso, o que pode aumentar a probabilidade
de sucesso da utilizagdo de biomarcadores (Pepe, Feng, Janes, Bossuyt, & Potter, 2008). Apds
a selecao de uma situagao clinica, segue-se a fase de recolha salivar. Ao contrario da colheita
sanguinea, a recolha de saliva pode ser mais vantajosa e eficaz por ndo necessitar de pungao
venosa nem de tratamento anticoagulante para eliminacdo de gldébulos vermelhos, o que vai
influenciar positivamente a probabilidade de sucesso do estudo. Finalmente, o processamento
das amostras recolhidas para andlise laboratorial deve assegurar a qualidade das mesmas para
que se adequem aos trabalhos de investigacao e validacdo a realizar. Para tal, ¢ imprescindivel

a existéncia de fases de controlo de qualidade, de inventario e armazenamento, bem como a
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documentacdo de todo o trabalho realizado. Na Tabela I, salientam-se alguns parametros
clinicos que devem ser considerados durante as fases de recolha e processamento das amostras
e que requerem uma aplicagdo uniforme na populagdo em estudo, nomeadamente o estado de
jejum ou nao do sujeito, o periodo de tempo da recolha, o volume necesséario da amostra, o

método de recolha e o processamento e armazenamento da amostra (A. Wang et al., 2016).

Tabela I — Parametros clinicos que devem ser considerados durante a recolha e processamento de amostras
salivares (Adaptado de A. Wang et al., 2016)

Deve ser prescrito ao sujeito um estado de jejum ou ndo, antes da
recolha salivar. Estes estados podem influenciar a composigao salivar.
Deve ser especificado um periodo de tempo concreto, durante a recolha,
em que o doente pode contribuir com a sua saliva, para garantir que
existe conteudo biomarcador.

Deve ser recolhido um volume de amostra especifico para que seja
possivel a identificagdo de biomarcadores. Em doentes com condig¢des
que reduzam o fluxo salivar pode ser necessaria a modificacdo do
estudo, de modo a compensar esse volume reduzido.

Deve ser documentado qual o método de recolha utilizado, pois este
pode influenciar os resultados obtidos. Pode ser feita a recolha de saliva
ndo estimulada ou de saliva estimulada (por uma pastilha de parafina,
acido citrico ou rolos absorventes)

A centrifugacdo deve ser considerada para eliminagdo de constituintes
como as células epiteliais, cuja presenca pode impedir a deteccdo das
moléculas pretendidas. Pode ainda ser necessaria a aplicacdo de agentes

estabilizadores para a conservacao das amostras recolhidas.

Ao ser validada uma relacdo entre biomarcadores salivares e determinadas doengas, € possivel
a detegdo precoce das mesmas. Esta € primordial para reduzir a severidade de doengas, prevenir
complicagdes que possam diminuir significativamente a qualidade de vida dos doentes,
contribuindo ainda para o aumento da taxa de sucesso de tratamento (Baum et al., 2011; Javaid
et al.,, 2016). Em doengas com elevado impacto global, como ¢ o caso do cancro oral, foi
possivel concluir que os biomarcadores salivares apresentavam um maior beneficio na detegao
precoce desta doenga do que biomarcadores plasmaticos (L. T. Lee et al., 2017). A detegdo
precoce revela-se bastante pertinente uma vez que muitas doengas sdo silenciosas e acabam

por ser diagnosticadas tardiamente, ja durante uma fase morbida da doenca. Tal ocorre porque
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a maioria dos doentes, apesar de estarem conscientes da importancia de efetuar exames de
rotina, frequentemente evitam fazé-los. Isto deve-se, em geral, ao receio de se submeterem a
exames mais invasivos e desconfortaveis, bem como a auséncia de sintomatologia, o que os
leva a crer que ndo sio portadores de qualquer doenga. E por esta razdo que se tém procurado
métodos menos invasivos, capazes de contornar estes obstaculos e que sejam eficazes na
detecao de doengas, possibilitando uma intervengdo precoce e prevenindo futuras dificuldades

e sequelas (Y. H. Lee & Wong, 2009; A. Zhang et al., 2013).

O diagnostico através de biomoléculas, utilizando o fluido biolégico oral, abrange diversas
areas, tais como a monitorizacdo de medicamentos, a medicina personalizada, a medicina
forense e a detecdo de drogas, entre outras. Destaca-se também atualmente a sua importancia
no diagnoéstico das mais variadas doengas orais e sistémicas (Malamud & Rodriguez-Chavez,
2011). A Figura 4 representa um niimero consideravel de analitos salivares que tém sido
detetados e estudados ao longo dos anos, com potencialidade de constituirem biomarcadores
salivares relacionados com o diagnostico, a prevengao e a resposta a tratamento das multiplas

doengas representadas (Prasad et al., 2015).
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Figura 4 - Biomarcadores salivares relacionados com o diagnostico, prevengao e resposta a tratamento de
multiplas doengas (Fonte: Prasad et al., 2015)

Relativamente as doengas que afetam a cavidade oral, ¢ importante salientar que a incidéncia

das doengas orais mais prevalentes, como o cancro oral, a carie dentaria e a doenca periodontal,
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tem vindo a aumentar nos ultimos tempos pelo que se torna relevante a sua dete¢ao precoce.
Para tal, € necessario que o método de diagnostico oral seja capaz de refletir o estado biologico
do organismo de um individuo, permitindo estabelecer um diagndstico diferencial, a

localizagdo da doenga e a sua severidade (Majid & Shafi, 2014).

3. A SALIVA NAS DOENCAS ORAIS

3.1. Cancro oral

O cancro oral ¢ o sexto tipo de cancro mais comum, sendo que 90% destes casos sdo
carcinomas orais de células escamosas (OSCC). Este ¢ o cancro mais comum na regido da
cabeca e pescoco (Kaczor-Urbanowicz et al., 2017; Warnakulasuriya, 2009) e a sua taxa de
sobrevida ¢, globalmente, de cerca de 40-50% aos 5 anos, tendo, por isso, um prognostico
reservado. A sua elevada morbilidade e mortalidade esta relacionada com a sua capacidade
invasiva local, bem como com o aparecimento de metastases regionais ou a distancia, através
de disseminacao sanguinea e linfatica (Pfaffe et al., 2011). A Figura 5 ilustra imagens de lesoes
suspeitas nas quais foram detetadas areas diferenciadas em OSCC apds realizagdo de bidpsia

das mesmas (Messadi, 2013).

Figura 5 - Lesdes suspeitas nas quais se detetou areas com diferenciacdo de OSCC apoés bidpsia
(Fonte: Messadi, 2013)

A sua incidéncia a nivel mundial tem vindo a aumentar com o aparecimento de cerca de
500.000 novos casos todos os anos. Estes casos sdo observados, na sua grande maioria, numa
fase tardia, sendo apenas detetados apos o aparecimento de sintomas, apesar da facil
acessibilidade da cavidade oral ao exame objetivo. Contudo, nem sempre o exame visual e as

andlises histoldgicas apresentam sucesso na dete¢ao precoce desta doenga, dependendo muito
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do examinador e da sua experiéncia neste tipo de patologia, juntando ao facto de as bidpsias
cirtrgicas serem desconfortaveis para os doentes e terem custos elevados. A detegdo precoce
continua a ser o fator que mais contribui para a sobrevida dos doentes. Estes factos contribuem
para uma das mais baixas taxas de sobrevida do cancro oral (Csosz et al., 2017; Gleber-Netto
et al., 2016; Messadi, 2013). Se o cancro for detetado numa fase inicial (estadio T1) a taxa de
sobrevida ¢ de cerca de 80% enquanto que, se for apenas detetado em fases mais avancadas

(estadios T3 e T4), esta taxa diminui para 20-40% (Spielmann & Wong, 2011).

Em Portugal também se tem observado um aumento da prevaléncia desta doenga, sendo que
durante um periodo de 10 anos (1998-2007) foram detetados 9623 novos casos de cancro oral,
do lébio e da orofaringe. Estes foram aumentando progressivamente ao longo dos anos,
verificando-se 1200 casos de cancro oral e da faringe no ano de 2007 e, posteriormente, 1468
casos em 2008 (L. S. Monteiro, Antunes, Bento, & Warnakulasuriya, 2013). Em 2014, foi
realizado um estudo em 128 doentes do Centro Hospitalar do Porto com OSCC e verificou-se
a morte de 43,8% desses individuos devido ao facto de se encontrarem numa fase mais
avancada da doenga (L. Monteiro, Amaral, Vizcaino, Lopes, & Torres, 2014). A fase em que
o cancro oral ¢ detetado ¢ um determinante fundamental na previsdo da recorréncia ¢ na
mortalidade dos doentes que sofrem desta doenca. Se for possivel detetar precocemente lesdes
pré-cancerigenas, como as displasias, e tratd-las antes de malignizarem, ou lesdes cancerigenas,
mas que se encontrem numa fase inicial, a taxa de sobrevida dos individuos com cancro oral
pode melhorar significativamente. Assim, a prevencdo do cancro oral e a reducdo da sua
morbilidade e mortalidade passam pela detecdo precoce e tratamento adequado, de acordo com
a fase em que se encontra (Ho et al., 2012; Messadi, 2013; Messadi, Wilder-Smith, &
Wolinsky, 2009; Nair, Pruthy, Pawar, & Chaturvedi, 2012).

O aparecimento desta doenga estd intimamente relacionado com fatores de risco como habitos
tabagicos e alcodlicos, ma higiene e predisposicao genética. Além destes, também o Virus do
Papiloma Humano (HPV), nomeadamente o HPV-16, tem sido reconhecido como uma das
principais causas do desenvolvimento de carcinomas de células escamosas da cabeca e do
pescoco, uma vez que cerca de 60% dos OSCC estao associados ao HPV-16. Logo, a presenca
deste virus ¢ considerada um biomarcador significativo para o OSCC. Atualmente existe um
teste comercial, utilizado nos Estados Unidos e no Canad4, designado por OraRisk® HPV dos
laboratérios Oral DNA® Labs, que deteta a presenca de HPV-16, identificando os individuos

com potencial risco para desenvolver cancro oral. Este teste consiste na execu¢do de um
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bochecho com uma solu¢ao salina durante 30 segundos e posterior colheita da amostra para
avaliagdo (Javaid et al., 2016; Marur, D’Souza, Westra, & Forastiere, 2010). A Figura 6
representa o kit salivar do teste comercial anteriormente descrito para a detecdo da presenca de

HPV-16 associada ao OSCC (Javaid et al., 2016).

Figura 6 - Kit salivar para a detec¢do da presenga de HPV-16
associada ao OSCC (Fonte: Javaid et al., 2016)

Os tecidos das lesdes pré-malignas e malignas tipicas do cancro oral estdo em contato intimo
com a saliva, pelo que, sendo esta o fluido presente na cavidade oral, a sua analise pode refletir

caracteristicas especificas desta doenca (Vajaria et al., 2013).

As células cancerigenas resultam da proliferacdo anormal de células com DNA danificado que
ndo sdo eliminadas pela morte celular programada, isto ¢, a apoptose. O controlo dos
mecanismos de proliferacdo celular ¢ de apoptose ¢ da responsabilidade de proteinas
supressoras de tumores, como a proteina p53. Esta proteina € produzida justamente em resposta
a presenca de DNA danificado dentro de uma célula. Caso esta proteina sofra mutagdes, que
tenham como consequéncia a sua inativagdo, podem desenvolver-se varios tipos de cancro no
organismo, incluindo o OSCC. As mutagdes da p53 sdo a principal causa de desenvolvimento
de tumores. A p53 tem um tempo de semivida prolongado, o que leva a acumulagdo da sua
forma inativa na célula danificada, tendo-se verificado, num estudo de Agha-Hosseini, Mirzaii-
Dizgah & Miri-Zarandi (2015), que a concentragdo salivar de p53 em individuos com OSCC
(confirmado por exames clinicos e histopatologicos) era significativamente mais elevada que
no grupo de controlo. Para além disso, a presenca elevada de p53 na saliva de individuos com

OSCC resulta na produgado de anticorpos contra esta proteina, que tém sido detetados no sangue
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e na saliva de doentes portadores de cancro (Deepa & Thirrunavukkarasu, 2010; Farnaud,

Kosti, Getting, & Renshaw, 2010; Malathi, Mythili, & Vasanthi, 2014).

Na presenca de cancros da cabeca e do pescogo, a producdo de citoquinas e quimiocinas
(pequeno grupo de citoquinas) por células tumorais e linfécitos pode estar aumentada, em
resposta a disfun¢do imunitaria e inflamacao locais (Chang et al., 2011; Pries & Wollenberg,
2006). As citoquinas tém fun¢ao na regulagdo do crescimento e proliferacao celular, reparagio
tecidual, angiogénese e em respostas imunitarias do organismo. Por sua vez, considera-se que
as quimiocinas tém um efeito indireto sobre a angiogénese e que sdo capazes de afetar a
transformacao celular diretamente, potenciando o crescimento tumoral (Kamatani et al., 2013;
Vicari & Caux, 2002). Assim, é provavel que estas moléculas possam constituir biomarcadores
salivares desta doenca. L. T. Lee et al. (2017) avaliaram o potencial individual de 14 moléculas
pertencentes aos grupos de citoquinas e quimiocinas para o diagnéstico de OSCC numa
populacdo de 65 individuos: 24 no grupo de controlo, 22 no grupo com OSCC nos estadios I-
IT (OSCC I-1II) e 19 no grupo com OSCC nos estadios III-IV (OSCC III-IV). Foram avaliados
os niveis salivares e plasmaticos destes biomarcadores nos diferentes grupos, bem como qual
dos fluidos apresentava melhor capacidade na deteccdo de OSCC em fases iniciais. Entre os
grupos de controlo e de OSCC I-II, 7 das 14 moléculas em estudo apresentaram concentragoes
salivares significativamente mais elevadas em doentes com esta doenga: IL-1p, IL-6, IL-8,
TNF-a, IFN-y, MIP-13 e eotaxina. Estes resultados devem-se provavelmente a agdo pro-
inflamatoria e pro-angiogénica das mesmas, caracteristica do crescimento e progressao
tumoral. Apenas 1 molécula demonstrou concentragdes plasmaticas mais elevadas no grupo de
OSCC I-II, a IP-10. Pensa-se que esta ¢ secretada, na sua maioria, por células tumorais,
apresentando potencialidade como biomarcador da progressdo de tumores (Kamatani et al.,
2013; Vicari & Caux, 2002). Entre os grupos OSCC I-Il e OSCC II-IV, somente a
concentracdo salivar de 1 molécula foi significativamente diferente, enquanto que as
concentracdes plasmadticas diferiram em 5 moléculas. Perante estes resultados, os autores
inferiram que a utilizagdo de biomarcadores salivares ¢ mais vantajosa e adequada para a
deteccdo precoce de OSCC. Em contraste, os biomarcadores plasmaticos apresentam
concentracdoes mais elevadas em fases avangcadas de OSCC, quando ja estdo presentes
metastases. Ao invés, nesses estadios, a secrecdo salivar podera estar afetada devido ao
tratamento de radioterapia, com a consequente dificuldade de valorizagdo de biomarcadores

(L. T. Lee et al., 2017).
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O OSCC resulta de multiplas alteracdes genéticas interdependentes, nomeadamente mutagdes,
pelo que esta doenga envolve um niimero elevado de genes e de modificagdes na sua expressao
e traducdo proteica. Assim, a combinacdo de varias moléculas, neste caso de proteinas, em
alternativa a analise individual das mesmas, pode ser vantajosa e possibilitar melhorias na
sensibilidade (capacidade de identificar os individuos portadores de uma doenga) e
especificidade (capacidade de identificar os individuos ndo portadores de uma doenga) na
deteccao desta doenga. Como tal, o método de combinacdo de biomarcadores proteicos no
diagndstico tem sido explorado nos ultimos anos (Hu et al., 2008; Lippman, Sudbg, & Hong,
2005). Um estudo envolveu a recolha salivar de doentes com OSCC e de um grupo controlo
com o objetivo de analisar o conteiido proteico total das amostras e identificar proteinas
salivares com expressao aumentada em casos de OSCC. Apos varias andlises, 12 proteinas
salivares mostraram diferencgas elevadas na sua concentragdo entre o grupo com OSCC e o
grupo controlo. Estas proteinas foram submetidas a uma nova validagdo, obtendo-se os
melhores resultados na combinacao de 5 delas: M2BP, MRP14, CD59, catalase e profilina (Hu
et al., 2008). A M2BP ¢ um antigénio tumoral envolvido no cancro e na sua metastiza¢ao (Park
et al., 2007); a MRP14, expressada pelos granulodcitos, pertence a familia de proteinas
transportadoras de célcio e estd envolvida na regulagdo da transcri¢do e traducdo proteica e na
atividade antibacteriana, antifingica e antitumoral, tendo sido detetada previamente em células
de cancro da lingua (He, Chen, Kung, Po-Wing Yuen, & Chiu, 2004); a CD59 ¢ um dos fatores
de restricdo do complemento que permitem a sobrevivéncia de células tumorais a morte
dependente do complemento e mediada por anticorpos (Ravindranath & Shuler, 2007); a
catalase ¢ uma enzima antioxidante que atua na prote¢do das células contra o stress oxidativo,
cuja alteragdo dos seus niveis normais relaciona-se com a carcinogénese € a progressao tumoral
(McEligot, Yang, & Meyskens, Jr., 2005); e a profilina ¢ uma proteina, reguladora do sistema
do microfilamento que pode ser secretada em fases iniciais de progressao tumoral (Huang et
al.,2006). A combinacao destas proteinas apresentou uma sensibilidade de 90%, especificidade
de 83% e exatidao (proximidade de um valor medido ao valor real) total de cerca de 85% para

a detecao de OSCC (Hu et al., 2008).

A presencga de cancro, incluindo de OSCC, altera processos que ocorrem no interior das células
tais como a transcri¢do genética, a tradugdo proteica € os mecanismos poés-traducionais,
modificando também produtos finais do metabolismo das moléculas envolvidas, ou seja, os

metabolitos (Rhee & Gerszten, 2012). Num estudo de Sugimoto, Wong, Hirayama, Soga, &
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Tomita (2010) foram identificados 4 metabolitos salivares (colina, betaina, acido pipecodlico e
L-carnitina) como potenciais biomarcadores para a detecdo de OSCC, devido aos resultados
significativamente distintos entre o grupo portador da doenca e o grupo de controlo (Sugimoto
et al., 2010). Posteriormente, Q. Wang et al. (2014) investigaram a combinacdo destes 4
metabolitos, identificando uma variagdo significativa nas concentragdes salivares destes
metabolitos entre doentes sauddveis e doentes com OSCC nos estadios I-II. Os metabolitos
colina, betaina e acido pipecdlico apresentaram concentragdes superiores em doentes com
OSCC, enquanto que no caso da L-carnitina foi observada uma redugo. Na presenca de cancro
e na sua proliferacdo, o principal meio de fosforilagdo ¢ o metabolismo da colina. Assim, a
conversao deste nutriente, que provém essencialmente da dieta, em fosfatidilcolina € necessaria
para a sintese das membranas celulares, a qual estd aumentada em células tumorais. Sendo a
betaina um dos produtos de oxidagdo da colina, a sua concentracdo salivar também esta
elevada. Os altos niveis salivares do acido pipecolico podem ser compreendidos pelo facto de
ser um produto intermediario do catabolismo do aminoacido lisina, que se encontra aumentado
em células de OSCC. Por sua vez, os reduzidos niveis de L-carnitina, fundamental para o
transporte dos acidos gordos para as mitocondrias das células musculares, sdo justificados pela
desregulagdo do metabolismo dos acidos gordos na doenca oncoldgica oral (Katz-Brull,
Margalit, & Degani, 2001; Q. Wang et al., 2014). Os resultados deste estudo evidenciaram uma
adequada capacidade de disting@o entre o grupo controlo e o grupo de doentes com OSCC nos
estadios I-11, apresentando uma sensibilidade de 100% e especificidade de 96,7%. Contudo, os
autores consideram a necessidade de estudos mais abrangentes que permitam a validagao destes

biomarcadores (Q. Wang et al., 2014).

As alteracdes histopatoldgicas caracteristicas do cancro oral podem ser inicialmente
observadas em doengas orais potencialmente malignas (DOPM). Caso estas sejam detetadas
numa fase inicial, antes de malignizarem, ¢ possivel intervir precocemente com o tratamento
adequado. Consequentemente, € possivel aumentar a taxa de sobrevida e diminuir as sequelas
causadas por esta doenca e pelas terapéuticas agressivas em fases avancadas. Estas lesdes sdo
normalmente detetadas no exame visual, apesar de, frequentemente, ser dificil a distin¢do de
DOPM e de lesdes sem risco de malignizagdo. Torna-se assim importante o desenvolvimento
de um método fidedigno que permita estabelecer a diferenciacdo entre os dois tipos de lesdes
(Gleber-Netto et al., 2016; Napier & Speight, 2008). Gleber-Netto et al. (2016) estudaram, a
nivel de biomarcadores salivares, diferencas entre um grupo com OSCC e outros dois grupos,

um de controlo e outro caracterizado por DOPM. Este estudo avaliou 7 moléculas de RNA: IL-
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8, IL-1B, SAT1, OAZ1, DUSPI1, S100P, H3F3A; e as citoquinas, IL-8 (IL-8p) e IL-1P (IL-
1Bp) (Gleber-Netto et al., 2016). Como ja foi referido anteriormente, as citoquinas tém fung¢ao
na regulacdo do crescimento e proliferacao celular, reparagdo tecidual, angiogénese e em
respostas imunitarias do organismo (Kamatani et al., 2013; Vicari & Caux, 2002). As fungdes
das moléculas de RNA em estudo e a sua importancia para o cancro oral estdo apresentadas na

Tabela II (Li et al., 2004).

Tabela II - Caracteristicas de mRNAs com concentragdes salivares aumentadas em doentes com OSCC
(Adaptado de Li et al., 2004)

Angiogénese; replicagdo; via de
sinalizagdo mediada por célcio;
adesdo celular; quimiotaxia; Concentragdes elevadas em casos de cancro oral
checkpoints do ciclo celular;
resposta imunitaria
Transducdo de sinal;
proliferacao; inflamacao; Concentragdes elevadas em casos de cancro oral

apoptose

Enzima; atividade da transferase Concentracdes elevadas em diferentes cancros

. o Previsto como supressor de tumor pelo carater
Biossintese de poliaminas . . )
inibitério da ornitina descarboxilase

Implicado como mediador da via de sinalizagdo do
Modificagao proteica; transducao
‘ o supressor tumoral PTEN (Phosphatase and tensin
de sinal; stress oxidativo
homolog)

Ligac@o proteica; ligacdo ao ido

calcio

Atividade de ligagdo ao DNA

Associado a progressdo ou fases precoces de

diferentes cancros

Concentragdes elevadas em diferentes cancros

Foi recolhida saliva ndo estimulada de uma amostra de 180 individuos (60 no grupo controlo,
60 com OSCC e 60 com DOPM). No caso dos biomarcadores de RNA, DUSP1 apresentou
uma concentracao salivar mais reduzida nos doentes com OSCC do que nos grupos controlo e
DOPM, provavelmente devido a sua funcdo de mediador da via de sinalizacdo do supressor
tumoral PTEN, que tem sido encontrado com mutagdes em varios tipos de cancro (Unoki &

Nakamura, 2001). Relativamente as proteinas avaliadas, os niveis salivares de IL-8p foram
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significativamente mais elevados que os do grupo de controlo ¢ de DOPM. A performance
deste biomarcador, isoladamente, foi considerada a melhor em comparacdo com qualquer
outro, evidenciando o melhor desempenho dos biomarcadores proteicos em relagdo aos de
RNA. A concentragdo salivar de IL-1Bp também apresentou resultados superiores no grupo
OSCC em comparagdo com os outros dois. As concentragdes salivares elevadas das proteinas
IL-1B e IL-8 podem ser justificadas pelo facto destas citoquinas serem produzidas por células
do sistema imunitario em resposta a presenca do OSCC ou mesmo pelas proprias células
tumorais (Pries & Wollenberg, 2006). Verificou-se que a combinagdo destas duas categorias
de moléculas era benéfica, uma vez que a concentracdo de IL-8p e de IL-1B mRNA
apresentavam o melhor valor discriminatério entre doentes com OSCC e o grupo controlo
enquanto que, a combinagao de IL-8p e H3F3A mRNA possibilitou uma distingao eficaz entre
doentes com OSCC e DOPM. Os valores elevados de H3F3A mRNA podem ser explicados
pelo facto desta molécula constituir um biomarcador proliferativo, aumentado em alguns tipos
de cancro (Bettuzzi et al., 2000). Este estudo permitiu concluir que a combinagdo de moléculas
diferentes como proteinas ¢ RNAs ¢ vantajosa na distin¢cdo de individuos saudaveis e com
OSCC. Os autores demonstraram ainda, pela primeira vez, que os analitos salivares poderao
ser capazes de diagnosticar situagdes potencialmente malignas, o que pode auxiliar na deteccao

precoce de doentes em risco de desenvolver OSCC (Gleber-Netto et al., 2016).

Tal como ja foi referido, o cancro oral resulta de multiplas modificacdes complexas no
organismo pelo que o nimero de moléculas que tém sido estudadas como biomarcadores
salivares para esta doenga e para potenciais estados pré-cancerigenos ¢ elevadissimo. Mais de
120 potenciais biomarcadores salivares para esta doenga tém sido estudados em mais de 100
estudos publicados desde 1992 até aos dias de hoje. Numa revisdo foram analisados 270
artigos, dos quais foram selecionados 48, tendo sido eliminados aqueles que ndo se
encontravam publicados em Inglés, os artigos de revisdo, os relatérios de casos, as noticias e
as cartas a editores. Foram também excluidos os artigos referentes a estudos ndo-humanos, a
estudos com auséncia de grupo de controlo e a estudos sem uma metodologia devidamente
descrita e clarificada. A Figura 7 representa a metodologia anteriormente descrita para a

selegdo e inclusdo dos artigos nesta revisao (Kaur, Jacobs, Huang, Salvo, & Politis, 2018).
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Artigos pesquisados:
270

- Revisdes

- Relatorios de casos
- Noticias

- Cartas a editores

- Artigos ndo
publicados em Inglés
- Estudos nao
humanos

- Estudos sem grupos
de controlo ou de
estudo

- Estudos sem
Artigos finais metodologia descrita
incluidos: 48 e clarificada

Figura 7 - Metodologia para a sele¢do ¢ inclusdo dos artigos da revisdo de J. Kaur et al. (2018) (Adaptado de: J.
Kaur et al. 2018)

Os principais obstaculos apontados pelos autores relativamente ao diagnostico salivar foram:
a falta de estandardizagdo de métodos de recolha, processamento e analise salivar; a
variabilidade de concentragdes de potenciais biomarcadores em doentes com e sem cancro; €
a validacdo de biomarcadores salivares. A resolucdo destes problemas poderd tornar o
diagnostico salivar fidedigno. Os autores salientam ainda a importancia da combinacao de
biomarcadores que, associada a padroniza¢do do tratamento da amostra salivar, podera
apresentar resultados eficazes na detecao precoce e diagnostico preciso. A Tabela I1I representa
a variedade de tipos de biomarcadores salivares estudados nos artigos finais selecionados nesta
revisdo e respetivos resultados desses estudos. Nos diferentes tipos de moléculas com

resultados promissores para a deteccado do cancro oral incluem-se proteinas, DNA, RNA,
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mRNA, MicroRNAs, RNAs longos nao codificados, moléculas oxidativas, glucocorticoides e

metabolitos (J. Kaur et al., 2018).

Tabela III - Biomarcadores salivares para a detec¢do do cancro oral (Adaptado de J. Kaur et al., 2018).

Anexina 1 e peroxirredoxina 2

K-10

IL-8

Tetranectina

TNF-a, IL-6

IL-8, IL-1B, DUSP1, HA3, OAZI,
S100P, SAT

IL-8, IL-1P

IL-6

CA-125

CA-50, CEA

Quemerina e MMP-9

Cistatina SA-1

Transferrina

ALDH

Adenosina Deaminase
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MMP-1, MMP-10, MMP-12, MMP-3

Presentes apenas em doentes com cancro

oral
Casos de leucoplasia oral

Concentragdes maiores em casos com
cancro oral do que no grupo controlo
Subexpressiao em casos de OSCC
metastatico
Concentracées de IL-6
significativamente maiores em casos de
cancro oral do que grupos controlo e
pré-cancerigeno
Concentracdes elevadas em casos de
cancro oral
Concentracdes significativamente
maiores em casos de OSCC
Concentracdes maiores em casos de
leucoplasia oral e de cancro oral
Concentracdes maiores em casos de
cancro oral do que no grupo controlo
Concentracdes significativamente
maiores em tumores malignos
Concentracoes maiores de MMP-1 e
MMP-3 em casos de OSCC
Capacidade elevada de distin¢io entre
OSCC e lesdes pré-cancerigenas
Expressao de parte da proteina em casos
de cancro oral
Concentragdes maiores em casos de

cancro oral
Atividade maior em casos de OSCC

Concentragdes maiores no carcinoma da

lingua



ECAD, TMEFF2, MGMT

RNA, SAT, OAZ1, H3F3A

MicroRNA 125a, Micro-200a

MiR-31

IncRNA

Moléculas relacionadas com o stress
oxidativo: peroxidase lipidica, radicais

hidroxilo, superéxido dismutase

Cortisol

Nicotinamida

Telomerase

Células apoptdticas

mRNAs: DUSP1, GADD45B, H3F3A,
IL-1B, IL-8, OAZ1, RGS2, S100P e
SAT

Actina e miosina salivares

mRNAs: IL-18, IL-8, OAZ e mRNAs
SAT
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Sensibilidade e especificidade elevadas
para deteccio de cancro oral;
Sensibilidade 100% e Especificidade
87,5% na combinacido de ECAD,
TMEFF2, RARB e MGMT
Concentracdes significativamente
maiores em casos de cancro oral
Concentracdes significativamente
menores em casos de OSCC
Significativamente maior em casos de

cancro oral do que grupo controlo
Quantidade detectavel na saliva total

Concentracoes maiores de radicais
hidroxilo e de hidrogénio em casos de
OSCC
Concentracdes maiores em casos de
carcinomas orofaringeos de células
escamosas
Desregulacio da nicotinamida N-

metiltransferase
Expressdo de atividade

Quantidade menor em casos de OSCC
do que grupo controlo
Concentracoes maiores em casos de
OSCC;

Sensibilidade 90,6% na combinacao de
IL-8, SAT e H3F3A
Distincao de lesdes cancerigenas e pré-
cancerigenas
Actina: Sensibilidade 100% e
Especificidade 75%;
Miosina: Sensibilidade 67% e
Especificidade 83%

Boa probabilidade de previsao (80%) em
casos de OSCC
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3.2. Carie dentaria

A carie dentaria ¢ a doenga de etiologia microbiana mais prevalente, apesar de existirem varios
métodos de prevencao da mesma. A sua incidéncia mundial é de cerca de 40% em criangas ¢
90% em adultos. A demanda de fatores que sejam capazes de identificar individuos com alto
risco de carie tem vindo a aumentar, de modo a aplicar métodos preventivos e tratamentos mais
eficazes e adequados (Beltran-Aguilar et al., 2005; Zhao, Blackburn, Chin, & Srinivasan,
2014). Na Figura 8, ¢ possivel visualizar o aspeto clinico de lesdes de carie avangadas (S. Kaur,

Kaur, Rai, & Khajuria, 2015).

Figura 8 - Carie dentaria (Fonte: S. Kaur et al., 2015)

A saliva apresenta varias caracteristicas protetoras do meio oral, tais como a capacidade
tampdao, a acdo antimicrobiana e a capacidade de controlar o equilibrio
desmineralizagdo/remineralizagdo, fundamentais para evitar o aparecimento e progressdao de
lesoes dentérias. Estas lesdes podem levar a alteragdes na composicao salivar. A cérie € uma
doenga oral causada por agentes bacterianos que, juntamente com o consumo excessivo de
hidratos de carbono fermentdveis provenientes da dieta alimentar, que aumentam a producao
de acido, com diminui¢do do pH da cavidade oral. Por sua vez, a maior acidez do meio oral
leva a uma maior proliferacdo deste tipo de bactérias, com a consequente ainda maior € mais
rapida producao de acido. Este danifica as superficies dentérias, resultando na cavitagao das
mesmas e na alteracdo da composigao salivar. O desenvolvimento de lesdes de carie depende
desta inter-relacdo que se estabelece entre a dieta e os microrganismos, bem como da

predisposicdo inerente ao individuo. (Gao, Jiang, Koh, & Hsu, 2016; Malamud, D., &
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Rodriguez-Chavez, 2011; Zhao et al., 2014). A detecdo deste tipo de lesdes ¢ feita
maioritariamente por exame visual direto e radiografico. Existem ainda testes complementares
como a andlise salivar, que permitem a identificacdo de alguns agentes bacterianos
caracteristicos da doenga carie, nomeadamente o teste comercial CRT Bacteria®, muito
utilizado atualmente. Este permite a contagem de Streptococcus mutans ¢ de Lactobacillus,
que poderdo ser possiveis biomarcadores. Varios estudos t€ém demonstrado uma associacao
entre a elevada quantidade destas bactérias e a prevaléncia aumentada de lesdes de cérie. Os
Streptococcus mutans parecem estar relacionados efetivamente com o inicio das lesdes de
carie, existindo uma associagdo significativamente elevada entre o numero de caries ¢ a
presenca acrescida destas bactérias na saliva. Relativamente aos Lactobacillus, os dados sao
menos conclusivos, considerando-se que provavelmente ndo estdo relacionados com o inicio
da cavitacdo dentdria, mas sim com a progressao de lesdes ja instaladas, apresentando uma
correlagdo elevada com o consumo excessivo de acucares (Gao et al., 2016; Malathi et al.,
2014; Silla & Company, 2013). Estas duas espécies de bactérias sdo consideradas as mais
fortemente relacionadas com a cérie dentéria. Ainda assim, varios estudos detetaram a presenca
de outros microrganismos que podem estar associados com esta doenca tais como
Streptococcus salivarius, Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguinis, Actinomyces spp,
Veillonella ¢ Candida albicans. Contudo, sdo necessarios mais estudos que validem esta
associagdo uma vez que a evidéncia da relacdo destas espécies com as lesdes de carie ndo ¢ tdo
significativa como nos Streptococcus mutans e Lactobacillus (Gao et al., 2016; Rathnayake et
al., 2017). Por outro lado, um estudo de Belstrom et al. (2017), observou que, nos perfis
bacterianos da saliva de individuos com baixa incidéncia de caries, havia uma maior
abundancia de espécies que fermentam de modo ligeiro os acucares: Neisseria, Haemophilus

e Fusobacterium (Belstrom et al., 2017).

As bactérias responsaveis pela carie dentdria colonizam a cavidade oral e, consequentemente,
originam processos inflamatdrias neste meio, que vao suscitar respostas do sistema imunitario
do organismo. As células imunitérias libertam entdo quimiocinas como a IL-8 e citoquinas
como a [L-6 e TNF-a. Num estudo de 2012, recolheu-se saliva ndo estimulada de um grupo
de doentes com caries dentarias e de um grupo controlo saudavel, com o objetivo de comparar
os niveis salivares de IL-8, IL-6 e TNF-a. Verificou-se que estes eram significativamente mais
elevados em doentes com caries, permitindo aos autores concluir que existia uma relagao entre

esta doenca e a producao de algumas citoquinas e quimiocinas, cujo doseamento poderia ser
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util no diagnoéstico e monitorizagcdo da carie dentaria. Este estudo foi, no entanto, realizado
numa populagdo reduzida, pelo que os autores referem a necessidade de investigacdes

subsequentes (Gornowicz et al., 2012).

Os odontoblastos, localizados a superficie da polpa dentaria, sdo capazes de detetar agentes
patogénicos e respetivos produtos libertados, estimulando uma resposta imunitaria do
organismo. Essa detecdo € possivel através de moléculas expressadas pelos odontoblastos, tais
como os recetores tipo Toll (TLR), que reconhecem padrdes patogénicos especificos. A sua
acdo consiste em desencadear respostas que permitam prevenir e controlar infe¢des, criando
uma barreira que analise constantemente o meio oral. Os TLR funcionam de modo individual
ou em conjunto com co-recetores, como o CD14. A sua associacdo com o TLR-2 tem
capacidade de detetar peptidoglicanos de bactérias Gram-positivas, mais predominantes na
carie dentaria; e associada ao TLR-4 reconhece lipopolissacarideos de bactérias Gram-
negativas. O TLR-2 ¢ também capaz de identificar o acido lipoteicdico, libertado pelas
bactérias mais fortemente associadas a carie, os Streptococcus mutans. A presenga de acido
lipoteicoico estimula um aumento da expressao de TLR-2 pelos odontoblastos (Farges et al.,
2011). Como tal, Zhao et al. (2014), consideraram a hipotese de os niveis salivares de TLR-2
e CD14 estarem associados a carie dentdria e da sua potencialidade como biomarcadores. O
estudo destes autores envolveu 40 criangas entre os 6-12 anos, 20 com caries ativas ¢ 20 sem
lesdes de carie. Apesar dos valores salivares de CD14 terem sido considerados ambiguos nos
dois grupos, a concentragdo salivar de TLR-2 foi significativamente mais elevada em doentes
com cdaries em atividade, em comparagdo com os doentes sem caries. Os autores afirmam que
os niveis de TLR-2 na saliva poderdo representar um biomarcador para a atividade de lesdes
de cérie, contudo, recomendam a realiza¢do de mais estudos que validem esta relagcdo (Zhao et

al., 2014).

Durante o desenvolvimento de uma lesdo cariosa, a quantidade de radicais livres produzidos
parece estar relacionada com a atividade da mesma e o excesso dos mesmos no organismo pode
ser prejudicial. Estas moléculas sdo caracterizadas pela sua instabilidade quimica, uma vez que
tém pelo menos um eletrdo ndo emparelhado e, consequentemente, tém tendéncia a reagir
rapidamente com outros compostos de modo a capturar um eletrao dos mesmos. Deste modo,
os radicais livres sdo neutralizados, processo que pode ser concretizado por enzimas como a
superdxido dismutase, que atua como antioxidante e como um mecanismo de defesa contra os

radicais livres, reduzindo a sua quantidade no organismo. Esta enzima tem cofatores como o
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cobre e o0 zinco (Bodor, Matolcsy, & Bernath, 2007; Tulunoglu, Demirtas, & Tulunoglu, 2006).
Um estudo que decorreu de Dezembro de 2010 a Junho de 2011 e que incluiu 60 doentes com
lesoes de carie ativa e 20 doentes sem evidéncia de carie, teve como objetivo avaliar a atividade
da enzima superoxido dismutase e os niveis de cobre e zinco na saliva dos doentes destes dois
grupos. Foram recolhidas amostras de saliva estimulada (com pastilhas de parafina) de cada
doente. Apoés a analise salivar, verificou-se um aumento da capacidade antioxidante no grupo
com caries em atividade uma vez que este apresentava niveis mais elevados destes trés
componentes do que o grupo do controlo, sendo que os valores obtidos foram considerados

estatisticamente significativos € em concordancia com estudos anteriores (Hegde, Hegde,

Ashok, & Shetty, 2014).

A protecao da cavidade oral, nomeadamente das superficies dentarias, contra a atividade de
microrganismos ¢ conseguida pela saliva e alguns dos seus constituintes tais com as mucinas
secretadas pelas glandulas salivares, que apresentam uma fungdo de barreira. As MUCSB e
MUCT sdo as duas principais populagdes de mucinas secretadas, sendo consideradas a primeira
linha de defesa para os tecidos epiteliais. As glandulas salivares e células epiteliais da cavidade
oral expressam uma outra mucina ligada & membrana, designada de MUCI, a qual se pensa
que também contribui para a protecdo do epitélio contra agentes patogénicos, atuando como
uma segunda linha de defesa. Como tal, podera haver alteracdo dos niveis de secrecao de
expressdao destas mucinas na saliva, na presenca de fendomenos inflamatorios (Offner &
Troxler, 2000). Assim, foi realizado um estudo com o objetivo de comparar os niveis salivares
de MUC5B, MUC7 e MUCI em jovens com lesdes de cérie. A populagdo estudada consistiu
num grupo de adolescentes com 18 anos: 27 individuos com elevado indice de carie € 8 com
baixo (avaliados pelo indice CAQ: cariados/ausentes/obturados), que foram submetidos a uma
recolha de saliva ndo estimulada. Apos andlise das amostras, verificou-se que apenas os niveis
de salivares de MUCI1 foram significativamente superiores no grupo com elevado indice de
carie, observando-se uma correlagdo positiva entre os mesmos. Os autores propdem uma
possivel relacdo entre as concentracdes salivar de mucinas e a cérie dentaria, referindo, no
entanto, a necessidade de mais estudos e em amostras mais consideraveis (Gabryel-Porowska

et al., 2014).

A acdo protetora da saliva ¢ possibilitada ainda pela presenc¢a na sua composi¢ao de eletrdlitos
como o flor, calcio, fosfato, que contribuem para a manutencdo da integridade das pecas

dentarias, e o bicarbonato, responsavel pela capacidade tampao contra os acidos resultantes da
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fermentacdo dos hidratos de carbono. Estes eletrolitos podem constituir potenciais
biomarcadores salivares da doenga carie, sendo que em algumas investigacdes foi possivel
estabelecer uma relacdo entre a sua baixa concentragdo salivar e céries em atividade. Todavia
existem também estudos que ndo mostram evidéncia desta associacdo pelo que ¢ importante
que a sua investigacao prossiga (Gao et al., 2016; Garcia-Godoy & Hicks, 2008; Pan & Darvell,
2007). O contetido proteico da saliva ¢ constituido por cerca de 5-15% de imunoglobulinas,
também possuindo uma acao antibacteriana, caracterizada pela inibi¢do do metabolismo e da
adesdo de agentes bacterianos a superficie dentaria. Apesar de existirem varios estudos com o
objetivo de estabelecer uma relacdo entre estas imunoglobulinas e a presenga de caries, a
literatura encontra-se igualmente dividida pelo que ainda ndo foi possivel obter conclusdes.
Revela-se importante ultrapassar certas limitagdes destes estudos, tais como o niimero reduzido
de amostras, a diversidade das populagdes com diferentes niveis de incidéncia de carie ¢ a
variabilidade de condigdes de recolha e analise salivar (Gao et al., 2016; Van Nieuw

Amerongen, Bolscher, & Veerman, 2004).

A saliva pode ainda sofrer variagdes no seu fluxo, pH e capacidade tampao (neutralizacdo de
acidos). A alteracao destas propriedades pode contribuir para uma maior susceptibilidade no
desenvolvimento de lesdes de carie, servindo também como eventuais biomarcadores para o
risco de carie de um individuo. A hipossalivagao, ou seja, um fluxo salivar inferior a 0,7ml/min
apos estimulagdo da saliva com uma pastilha de parafina durante 5 minutos, € motivo de alerta,
assim como uma baixa capacidade tampao, que pode ser medida com o teste comercial CRT
Buffer®. Existem estudos contraditorios relativamente a alguns destes parametros pelo que se
deve dar uma continuidade a investigacao da sua relacdo com esta doenca (Gao et al., 2016;
Rathnayake et al., 2017; Silla & Company, 2013). Embora as alteragdes relativas a quantidade
e composicao salivar possam apresentar potencial para identificar e monitorizar lesdes de carie,
nenhum dos testes salivares estudados é capaz de o fazer individualmente. E indispensavel a
combinacdo de varios métodos que permitam inferir exatamente o risco de carie de um

determinado individuo (Javaid et al., 2016; Tellez, Gomez, Pretty, Ellwood, & Ismail, 2013).

O risco de carie relaciona-se essencialmente com um ou mais dos seguintes fatores: o
desequilibrio imunitario, a tendéncia de adesao de agentes cariogénicos e a baixa capacidade
tampao da saliva (Jenkinson & Lamont, 2005; Loke, Lee, Sander, Mei, & Farella, 2016; Tao
et al.,, 2005). Mira, Artacho, Camelo-Castillo, Garcia-Esteban, & Simon-Soro (2017)

propuseram um teste salivar de previsao do risco de carie denominado Salivary Immune and

40



Desenvolvimento

Metabolic Marker Analysis (SIMMA), com o objetivo de, nao sé identificar o risco de carie de
um individuo, mas também determinar a origem biologica do mesmo risco. Na determinagao
desse risco devem ser estudadas moléculas relacionadas com cada um dos fatores apresentados,
sendo que os autores consideraram que deveriam existir pelo menos 2 variaveis em cada um
deles. Devido as alteracdes que estas moléculas salivares podem sofrer pela influéncia de
fatores como o método e hora de recolha da saliva ¢ a estimulacdo ou nao do fluxo salivar, ¢é
importante estabelecer um unico protocolo com uma hora de colheita definida, eliminando o
efeito da variagdo circadiana na composic¢do salivar. Os valores obtidos devem ser comparados
aos de uma populacao saudavel da mesma faixa etaria. Deste modo, conhecendo a causa do
elevado risco de carie de um individuo, ¢ possivel aplicar terapéuticas especificas e determinar
a urgéncia de tratamento. Esta estara dependente da quantidade de compostos avaliados que
ndo se encontrem dentro do intervalo de valores considerado saudavel. A vantagem deste teste
consiste exatamente na possibilidade de avaliar mais do que uma variavel, o que se torna
benéfico relativamente a testes individualizados de determinados compostos, os quais nao t€ém
sido conclusivos. Assim que seja possivel selecionar e incluir os biomarcadores adequados
neste teste, os autores sugerem que deve ser confeccionado um kit que permita uma
visualizagao rapida dos resultados através de bandas ou faixas, sem a necessidade de analise
laboratorial. A Figura 9 esquematiza o funcionamento do teste SIMMA e qual o tipo de

tratamento que deve ser efetuado consoante o resultado obtido (Mira et al., 2017).

Amostra salivar
obtida por drooling
Sistema imunitario Adeséo de microrganismos Capacidade tampég
Resultados
Normais Alterados

Tratamento especifico segundo teste SIMMA

Sem necessidade

de tratamento Modulagfio Diminuir Melhprar
. itari capacidade  capacidade
tmtnitara de adesdo tamp#o

Figura 9 - Esquematizacdo do teste SIMMA (Adaptado de Mira et al., 2017)
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Existem numerosos estudos sobre as mais diversas moléculas, microrganismos e até mesmo
propriedades salivares que poderdo vir a ser biomarcadores salivares para a doenga carie. E
importante dar continuidade a estas investigagdes, investindo na combina¢ao de biomarcadores
de modo a obter resultados mais conclusivos, que permitam, posteriormente, o
desenvolvimento de testes comerciais com resultados rapidos e fidveis (Javaid et al., 2016;
Mira et al., 2017; Tellez et al.,, 2013). A Tabela IV apresenta uma lista de potenciais
biomarcadores salivares para a doenca carie, referenciando a evidéncia na literatura desta

associacao (Gao et al., 2016).

Tabela IV - Potenciais biomarcadores salivares para a doenca carie e evidéncia na literatura dessa
associagdo (Adaptado de: Gao et al., 2016)

Evidéncia modesta;

inicio da colonizagao e
Streptococcus mutans
aumento da concentracio

salivar
Evidéncia inconsistente;
Lactobacillus consumo excessivo de
actcares
Outros microrganismos (Streptococcus
- o Evidéncia fraca ou
salivarius, Streptococcus sanguinis,

ambigua
Actinomyces spp e Candida albicans)

Diversidade de microrganismos Evidéncia limitada

. ) ’ Evidéncia limitada no
Calcio, fosfato, bicarbonato e flior
efeito anti-caries

L . Pouca ou nenhuma

Cobre, magnésio, sodio, potassio e cloro . .

evidéncia
; Evidéncia igualmente
Imunoglobulinas (IgA, I1gG e IgM)

dividida

De defesa inata (proteinas acidas ricas em

prolina, glicoproteinas mucosas,

.. . ) Evidéncia fraca ou
aglutininas, amilase, lactoferrina,

inconsistente
lisozima, péptidos, aminoécidos livres e
contetdo proteico total)
Com efeitos na quimica do fosfato de
calcio (estaterina, proteinas ricas em Pouca evidéncia

prolina, histatinas, cistatinas e mucinas)
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Evidéncia forte entre a
baixa taxa de fluxo salivar
) e prevaléncia, incidéncia e
Taxa de fluxo salivar
atividade de caries;
Evidéncia duvidosa em

taxas normais
pH e capacidade tampao Evidéncia inconsistente

Taxa de eliminagao de agucares da .
) Evidéncia limitada
cavidade oral

3.3. Doenca periodontal

A doenga periodontal ¢ uma doenga cronica com uma prevaléncia mundial de 5-15% nos
adultos. Ela afeta os tecidos de suporte das pecas dentarias, como a gengiva, o ligamento
periodontal e o osso alveolar, podendo mesmo levar a perda dentaria, caso a doenca ndo seja
tratada atempadamente. A doenca periodontal engloba a gengivite e a periodontite. A gengivite
consiste numa inflamagdo reversivel e superficial dos tecidos gengivais. Por sua vez, na
periodontite verifica-se uma destrui¢do inflamatoria dos tecidos, devido a acumulagdo de placa
bacteriana subgengival, e a ativagdo de mediadores inflamatérios nas células do individuo, em
resposta aos agentes periopatogénicos. Tem como principais sinais clinicos, a hemorragia
espontanea e/ou a sondagem periodontal, o edema gengival e a formacdo de bolsas
periodontais. No entanto, a maioria dos doentes ndo apresenta sintomas dolorosos e,
consequentemente, a doenga periodontal vai-se desenvolvendo e progredindo na cavidade oral
de modo silencioso. Os doentes periodontais ndo se apercebem precocemente da sua condigdo
e apenas procuram o médico dentista quando se verifica um estado bastante avangado de
destrui¢ao do periodonto, o qual ¢ entdo dificil de recuperar, podendo em ultimo caso resultar
na perda de pecas dentarias. O diagndstico e tratamento sdo morosos ¢ de custo elevado e a
incidéncia desta doenca tem vindo a aumentar, pelo que se torna urgente a sua prevencao,
detegdo precoce e monitoriza¢do. Sendo uma doenga da cavidade oral, existe um contato direto
permanente entre os tecidos moles e duros afetados e o fluido da cavidade oral, a saliva, razao
pela qual esta pode refletir a presenca de agentes patogénicos e alteragdes moleculares
caracteristicas desta doenga (Ebersole et al., 2013; Javaid et al., 2016; Ji & Choi, 2015;
Salminen et al., 2015; Taylor, 2014). A Figura 10 representa o aspeto clinico de um caso de

periodontite cronica generalizada (Kanakdande, Patil, & Nayyar, 2015).
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Figura 10 - Periodontite cronica generalizada (Fonte: Kanakdande et al., 2015)

A periodontite esta associada a 5 agentes bacterianos major que tém sido detetados em conjunto
na presenga desta doenca. Sdo estas: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Treponema denticola, Prevotella intermedia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans. As
trés primeiras t€ém apresentado uma forte relacdo com a hemorragia a sondagem (HS) ¢ a
existéncia de bolsas periodontais profundas e muitos investigadores tém detetado elevados
niveis salivares das mesmas em individuos que sofrem desta doenca (Javaid et al., 2016;
Salminen et al., 2015). Com o objetivo de compreender se as populagdes bacterianas presentes
na saliva de doentes periodontais poderiam ser potenciais biomarcadores desta doenca,
Salminen et al. (2015) analisaram os niveis salivares de 4 bactérias fortemente associadas a
periodontite: P. gingivalis, T. forsythia, P. intermedia e A. actinomycetemcomitans. Foi
estudada uma populagdo de 462 individuos: 338 com periodontite leve ou ausente e 124 com
periodontite de moderada a grave. Para determinar esta classificacdo, utilizaram-se como
parametros periodontais a perda de osso alveolar (POA) e a profundidade de sondagem (PS) >
4mm em mais ou em menos que 4 localizagdes. O grupo de controlo apresentava pouca ou
nenhuma POA e menos de 4 localizagdes com bolsas > 4mm, enquanto que a populagdo em
estudo apresentava POA moderada a severa e pelo menos 4 localizagdes com > 4mm de PS.
Foi feita também uma subdivisdo relativa a outros paradmetros periodontais, tais como PS de 4-
Smm, PS > 6mm, percentagem de HS e o grau de POA, de modo a compreender a sua
associagdo com os periopatogénos em estudo. Foi recolhida a saliva dos varios individuos, apos
estimulagdo por uma pastilha de parafina. Os resultados relativos as concentracdes salivares

das 4 bactérias no grupo periodontite moderada a severa e a sua associagdo aos parametros
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periodontais em estudo (PS 4-5mm, PS > 6mm, POA e HS) estdo representados na Tabela V

(Salminen et al., 2015).

Tabela V - Resultados do estudo de Salminen et al. (2015) relativamente a concentragéo salivar dos
biomarcadores no grupo periodontite moderada a severa e a sua associacdo com os parametros periodontais
estudados

Significativamente mais elevada
POA

PS 4-5mm;
PS > 6mm;
POA;
HS

Mais elevada

Mais elevada Sem diferengas significativas

Sem diferengas significativas Sem diferengas significativas

Verificaram-se ainda resultados mais elevados da concentragdo total das 4 espécies em estudo
no grupo periodontite moderada a severa. Apesar de todas as 4 espécies apresentarem uma
correlacdo significativa entre si, a correlacdo entre a presenca de P. gingivalis e T. forsythia foi
maior do que entre qualquer outra relagdo das bactérias avaliadas. Esta relacdo e as
concentragdes salivares elevadas destas duas bactérias podem ser justificados pela forte
associacdo das mesmas com a presenca de bolsas de 4-5mm, > 6mm e com a POA, e no caso
de T. forsythia, com a ocorréncia de HS, que caracterizam os sinais clinicos desta doenga,
principalmente em fases avancadas. Os autores concluiram que foi possivel confirmar a forte
associacdo entre P. gingivalis e T. forsythia e a periodontite moderada a severa, evidenciando
o beneficio de utilizar a combina¢do destas duas bactérias como biomarcadores salivares para

esta doenga (Salminen et al., 2015).

Sendo uma doenga multifatorial ¢ importante a analise salivar de agentes patogénicos, mas

também de outras moléculas que podem sofrer alteragdes na doenca periodontal (Majid &
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Shafi, 2014). Devido a ocorréncia de fendémenos inflamatorios, ha libertagcdo de diversas
moléculas capazes de representar as diferentes fases da doenca periodontal e distinguir estados
de satude, gengivite e periodontite. A IL-1 e a IL-6 sdo citoquinas relacionadas com processos
de acoplamento e reabsor¢do de osso, respetivamente. A MMP-8 ¢ uma colagenase envolvida
na alteracdo da integridade dos tecidos moles do periodonto e a MIP-1a. uma quimiocina
associada a inflamagdo. Ainda que encontradas em algumas condigdes inflamatdrias
sistémicas, a presenca destas moléculas em valores superiores na saliva tem sido detetada na
doenga periodontal (Ebersole, Nagarajan, Akers, & Miller, 2015; Salminen et al., 2015).
Ebersole et al. (2015) estudaram o potencial de IL-1B3, IL-6, MMP-8 e MIP-la como
biomarcadores salivares para a doenca periodontal, demonstrando ndo s6 a relacdo destas
moléculas com a doenga, mas também a razdo pela qual estdo associadas, ap6s andlise dos
parametros periodontais. Assim, a populagdo em estudo foi dividida em trés grupos: saude,
gengivite e periodontite. Foram considerados saudaveis os doentes com HS <10% de
localizagdes, < 3% de localizagdes com PS > 4mm, e sem localiza¢cdes com perda de insercao
periodontal (PIP)> 2mm; com gengivite os doentes com hemorragia a sondagem > 20% de
localizagdes, < 3% de localizagdes com PS > 4mm e sem localizagdes com PIP > 2mm; por
fim, com periodontite aqueles doentes com HS > 10% de localizagdes, > 5% de localizagdes
com PS > 4mm e com PIP > 2mm. Foi recolhida saliva ndo estimulada de 209 individuos: 65
do grupo saudavel, 43 com gengivite e 101 com periodontite. Na Tabela VI estdo apresentados
os resultados deste estudo no grupo periodontite, referenciando correlagdes significativas entre

os biomarcadores em estudo e parametros periodontais avaliados (Ebersole et al., 2015).

Tabela VI — Resultados do estudo de Ebersole et al. (2015) no grupo periodontite e respetiva associagdo
entre os biomarcadores em estudo e os pardmetros periodontais estudados

HS;

Significativamente mais elevada -

Significativamente mais elevada HS
o . HS;
Significativamente mais elevada
PS
Significativamente mais elevada Sem diferengas significativas
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Somente os niveis de MMP-8 permitiram estabelecer uma diferenga mais significativa entre
grupos, particularmente entre o grupo de controlo e o grupo com gengivite, provavelmente
devido a inflamagdo instalada nos tecidos moles e consequente alteracdo dos mesmos, nesta
condi¢do. Verificou-se ainda que a sensibilidade, especificidade e exatiddo para distinguir os
trés grupos, era superior ao utilizar uma combinagao destes biomarcadores. Apenas a inclusao
de MIP-la nas diferentes combinagdes demonstrou ser pouco benéfica. Os autores deste
estudo concluiram que biomarcadores especificos € a sua combinagdo tornam possivel
aumentar a sensibilidade e especificidade na dete¢do da doenga periodontal (Ebersole et al.,

2015).

Os resultados obtidos no estudo previamente descrito estdo em concordancia com outras
investigacdes que também estabeleceram uma relagdo entre os niveis salivares elevados de IL-
1B, IL-6 e MMP-8 e a periodontite. Ebersole et al. (2013) defenderam que a utilizagdo
combinada destes biomarcadores para a detecdo da periodontite é vantajosa e deve continuar a
ser explorada em populagdes maiores. Particularmente, numa revisao de Jaedicke, Preshaw, &
Taylor (2016), estes concluiram que a IL-1f3 era atualmente um dos biomarcadores salivares
estudados mais fortemente associados a doenga periodontal. No caso da MMP-8, os niveis
salivares desta molécula permitem indicar a severidade e a atividade da doenga periodontal,
pelo que a MMP-8 tem um papel importante na previsao da progressao desta doenca (Majid &

Shafi, 2014; Rathnayake et al., 2013).

Sexton et al. (2011) salientaram ainda que, apds o tratamento periodontal (alisamento radicular
e motivagdo para as regras de higiene oral), os niveis salivares de moléculas como MMP-§,
OPG, MIP-1a e IL-1B diminuiram, tendo sido consideradas como os melhores biomarcadores
salivares para traduzir a resposta ao tratamento localizado em doentes periodontais crénicos,

durante um periodo de 6 meses (Sexton et al., 2011).

Atualmente tém sido realizados estudos com o objetivo de identificar doentes com periodontite,
através de um teste baseado num imunoensaio de uma MMP-8 ativa (aMMP-8), designado de
PerioSafe®. E feita uma lavagem da cavidade oral durante 30 segundos com 4gua da torneira,
aguarda-se outros 30 segundos e ¢ feita nova lavagem com o liquido incluido no kit de
diagnostico (4dgua destilada), durante mais 30 segundos. Na seringa contida no kit, sdo

recolhidos 3ml da amostra e ¢ colocado um filtro. Seguidamente vertem-se algumas gotas no
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leitor do teste, o qual consiste num imunoensaio de fluxo lateral e se assemelha a um teste de
gravidez. Ao fim de 5 minutos, € possivel obter o resultado. A observacao de apenas uma linha
azul (linha de controlo) indica auséncia de risco, enquanto que duas linhas azuis (linha de
controlo + linha de teste) reflete um risco aumentado para a periodontite (Heikkinen et al.,
2016; Rathnayake et al., 2017; Sorsa et al., 2017). A Figura 11 ilustra o contetido do kit
PerioSafe® e dois testes com resultados diferentes, positivo (5A) e negativo (5B) (Sorsa et al.,

2017).

5
n
[\®

A B

7 =il /
\ > 25 ng/ml |‘ < 25 ng/ml

- | |

>4 | \

Figura 11 - Kit PerioSafe®: 1) Liquido para bochecho — dgua destilada; 2 — Copo para colocagdo do liquido
antes do bochecho e da amostra ap6s bochecho; 3) Seringa para recolha de 3ml da amostra; 4) Filtro
colocado na seringa; 5) Testes com dois resultados diferentes - A) Teste positivo (> 25ng/ml); B) Teste
negativo (< 25ng/ml) (Adaptado de Sorsa et al., 2017)

Num estudo de Heikkinen et al. (2016) com 47 doentes (14 positivos € 33 negativos), todos
adolescentes finlandeses, este teste apresentou resultados promissores, sendo vantajoso devido
ao seu baixo custo, rapidez e facilidade de detec¢do do risco periodontal. Estes autores
avaliaram ainda a sensibilidade e especificidade deste teste relativamente a localizagdes com
PS > 4mm, cujos resultados podem ser observados na Tabela VII (Heikkinen et al., 2016; Sorsa

etal., 2017).
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Tabela VII - Especificidade e Sensibilidade do teste PerioSafe® aMMP-8 em
adolescentes finlandeses (Adaptado de Heikkinen et al., 2016; Sorsa et al., 2017)

O teste PerioSafe® tem sido considerado um dos poucos que envolve um biomarcador salivar
que podera identificar a presenga da doenga periodontal e a sua atividade. Possibilita ainda
prever a progressdao desta doenca e monitorizar a resposta do organismo ao tratamento

periodontal (Ghallab, 2018; Heikkinen et al., 2016).

Outros 2 testes que tém sido aplicados nos Estados Unidos e no Canada sdo o MyPerioPath® e
o MyPeriolD®. O primeiro consegue detetar a maioria dos agentes patogénicos associados a
periodontite, enquanto que o segundo avalia o risco de periodontite cronica associada a

mutagoes genéticas do gene IL-6 (Javaid et al., 2016).

Sendo a doenga periodontal frequentemente associada a presenga de alguns agentes
periopatogénicos e de moléculas produzidas em resposta a inflamacao oral, como j4 foi referido
em estudos anteriormente descritos, ¢ possivel que a avaliagdo e combinagdo destes dois
parametros apresente resultados mais promissores na detecao desta doenga. Assim, Salminen
et al. (2014) estudaram a associagdo da periodontite aos niveis salivares de MMP-§, IL-13 e P.
gingivalis, numa populac¢do de 493 individuos. Foram utilizados diversos critérios de divisao
em diferentes grupos. Relativamente a presenca de periodontite, existiam 340 individuos com
pouca ou nenhuma manifestacdo da doenca (pouca ou nenhuma POA ou < 4 localizagdes com
PS > 4mm) e 123 com periodontite moderada a severa (POA moderada a severa e pelo menos
4 localizacdes com PS > 4mm). Foi recolhida saliva estimulada ap6s mastigagdo de uma
pastilha de parafina durante 5 minutos. Os resultados deste estudo relativamente as

concentragdes salivares de MMP-8, IL-1f e P. gingivalis na periodontite moderada a severa e

49



A saliva como meio de diagnéstico

sua associacao significativa com os parametros periodontais em estudo (HS, PS e POA) estao

apresentados na Tabela VIII (Salminen et al., 2014).

Tabela VIII — Resultados do estudo realizado por Salminen et al. (2014), relativamente as concentracdes
salivares de MMP-8, IL-1( ¢ P. gingivalis na periodontite moderada a severa e sua associacdo
significativa com os parametros periodontais em estudo

Significativamente mais elevada

_ Significativamente mais elevada PS
_ Significativamente mais elevada POA

Tal como ja foi referido, a doenga periodontal pode estar associada a acdo de uma grande
variedade de fatores que tém sido estudadas como potenciais biomarcadores salivares para a
doenga periodontal. Estes biomarcadores podem ser provenientes de agentes bacterianos ou
entdo do proprio hospedeiro, ou estar associadas a determinadas fases de progressao desta
doenga, tais como a inflamagao, destruicao de tecidos moles e destrui¢ao de tecidos duros (0sso
alveolar). Para serem considerados bons marcadores da periodontite é necessario que possuam
algumas propriedades: “diagndstico da presenga da doenga periodontal; traducdo da sua
severidade; monitorizagdo de resposta ao tratamento; e previsao do prognostico/progresso da
doenga” (Ji & Choi, 2015). As Tabelas IX-XII, representam uma lista exaustiva, elaborada por
estes autores, de biomarcadores relacionados com agentes bacterianos (Tabela IX), com
fenomenos inflamatorios (Tabela X), com destrui¢ao de tecidos moles (Tabela XI) e com
destruicdo de tecidos duros (Tabela XII), que satisfazem pelo menos uma das caracteristicas
anteriormente descritas. Os biomarcadores foram classificados relativamente a sua associacao
com a periodontite: forte (F) se satisfaziam pelo menos 3 das 4 caracteristicas em pelo menos
3 estudos diferentes; questionavel (Q) se a quantidade de estudos contraditérios ou sem
diferengas significativas era maior ou igual aos que apresentavam relacdo com esta doenga; e

potenciais (P) para os restantes (Ji & Choi, 2015).
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Tabela IX - Biomarcadores salivares associados a agentes bacterianos (Adaptado de Ji & Choi, 2015).

Porphyromonas gingivalis F
Prevotella intermedia F
Tannerella forsythia F
Treponema denticola P
Campylobacter rectus P

Pseudomonas aeruginosa + Acinetobacter

P

spp.
Peptostreptococcus micros P
Fusobacterium nucleatum Q
Aggregatibacter actinomycetemcomitans Q
Dipeptidil peptidase P

Tabela X - Biomarcadores salivares associados a fendmenos inflamatoérios (Adaptado de Ji & Choi, 2015).

IL-18 F
MIP-1a F
Arginase F
CD14 soluvel P
IFN-y e racio IFN-y/IL-22 P
Lactoferrina P
Dipeptidil peptidase P
Chemerin P
Procalcitonina P
Calprotectina P
Mieloperoxidase P
IL-18 P

TLR4 P
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B-glucuronidase P
CRP P
IL-6 Q
IL-8 Q
TNF-o Q
Oxido nitrico F
8-hidroxi-2-deoxiguanosina F
Fator ativador de plaquetas P
Neopterina P

Acidos gordos w3 (acido
docosapentaendico) e @6 (acidos P

linoleico e araquidonico)

Tabela XI - Biomarcadores salivares associados a destrui¢do de tecidos moles (Adaptado de Ji & Choi,

2015).
MMP-8 F
HGF F
Aspartato aminotransferase P
Lactato desidrogenase P
MMP-9 P
TIMP-2 P

Alanina aminotransferase

TIMP-1
De degradacao de purinas (ex: guanosina
e inosina) ?
De dipéptidos, aminoacidos, hidratos de P

carbono, lipidos e nucleé6tidos
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Tabela XII - Biomarcadores salivares associados a destrui¢@o de tecidos duros (Adaptado Ji & Choi, 2015).

Fosfatase alcalina P
Osteonectina P
RANKL P
Osteoprotegerina Q
Calcio

Piridinolina — Telopéptido C-terminal (do

colagénio tipo I)
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III - CONCLUSAO

Nos tltimos anos, a utilizagdo do fluido biologico saliva como meio de diagnostico tem
vindo a aumentar. Os resultados, que eram anteriormente escassos, tém-se atualmente
revelado promissores. Tal evolugdo deve-se aos avancos nos métodos de identificagdo e
analise de potenciais biomarcadores salivares, que t€ém possibilitado estabelecer uma
relagdo entre estes e multiplas doencas. Sendo a saliva um fluido presente na cavidade
oral, é possivel que a sua composicao sofra alteragdes quando se instalam doengas orais.
Entre essas encontram-se as abordadas na presente monografia: o cancro oral, a carie
dentaria ¢ a doenga periodontal. A andlise salivar para dete¢do destas doengas,
determinagdo do risco para as desenvolver ou mesmo a resposta do organismo a

tratamentos especificos, foi demonstrada com sucesso em alguns estudos.

Relativamente ao cancro oral, particularmente no OSCC, os biomarcadores salivares que
tém evidenciado dados mais relevantes sdo:

- Na dete¢ao do risco, a presenga de HPV-16;

- No diagnéstico, a combinagdo de biomarcadores, como os metabolitos colina, betaina,
acido pipecolico e L-carnitina; as proteinas M2BP, MRP14, CD59, catalase e profilina; a
proteina IL-8 e 0o mRNA IL-18; e dos mRNAs IL-8, SAT e H3F3A.

Os biomarcadores salivares que atualmente apresentam maior evidéncia cientifica na sua
relacdo com a carie dentdria sdo a baixa taxa de fluxo salivar e os microrganismos

Streptococcus mutans.

Na doenca periodontal, os biomarcadores salivares mais fortemente relacionados com
esta doenca e capazes de a detetar e monitorizar estdo essencialmente associados a:

- Agentes bacterianos: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Prevotella
intermedia;

- Fenémenos inflamatdrios: proteinas IL-1f, MIP-1a e arginase; metabolitos 6xido
nitrico e 8-hidroxi-2-deoxiguanosina;

- Destruicao de tecidos moles: proteinas MMP-8 e HGF;

- Destruicdo de tecidos duros, apesar de, atualmente ainda ndo ter sido detetado nenhum

biomarcador salivar com forte relacdo com a periodontite.
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A detecdo precoce destas doencas orais possibilita iniciar rapidamente o tratamento
adequado e prevenir a sua progressao para fases mais avangadas, as quais poderdo ser
irreversiveis ou até mesmo implicar uma drastica diminui¢ao da taxa de sobrevida, como

ocorre no cancro oral.

A literatura evidencia ainda o beneficio da combinagdo de biomarcadores salivares na
obten¢do de um diagnostico correto, melhorando a sensibilidade e a especificidade na
detecdo de doencas orais como o cancro oral e a doenga periodontal, apresentando

melhores resultados que os estudos que avaliam biomarcadores individuais.

Existem testes salivares comerciais que recorrem a biomarcadores para as doengas orais
mencionadas, de facil aplicacdo, e que sdo ja muito utilizados atualmente. Outros
encontram-se em desenvolvimento, com o objetivo de melhorar os resultados do

diagnéstico salivar, selecionando biomarcadores adequados para as doengas em questao.

A utilizacdo da saliva como método de diagndstico, apesar de ja ser uma realidade,
comporta ainda alguns obstaculos no que concerne a sua aplica¢ao universal. Existe uma
grande diversidade entre as populagdes estudadas e as condi¢des de recolha, bem como
ha a considerar a presenga de outros fatores tais como doencas sistémicas ou a ingestao
de medicamentos, que levam a existéncia de estudos contraditérios. De modo a
ultrapassar estas barreiras, ¢ importante a validagdo cientifica dos potenciais
biomarcadores para as diferentes doengas, a correlagdo significativa entre as suas
concentragdes moleculares no sangue e na saliva e o desenvolvimento de métodos de
detecao eficazes de moléculas em concentragdes reduzidas. Sera também fundamental a
realizacdo de estudos com populagdes de maior dimensdo de modo a permitir a obtengao
de resultados mais conclusivos e a estandardizacdao de métodos de recolha, processamento

e analise das amostras salivares.

Em suma, a andlise salivar para detecdo de doencgas, principalmente recorrendo a
combinagdo de biomarcadores, tem apresentado resultados promissores. E necessario dar
continuidade aos estudos e aos investimentos que tém sido feitos, superando as
dificuldades suscitadas, desenvolvendo novas tecnologias e investindo na combinagao de
biomarcadores. Deste modo, ¢ previsivel que a utilizagdo da saliva como meio de

diagnostico tenha um impacto significativo no futuro da medicina dentaria e que se torne
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uma alternativa viavel a outros fluidos bioldgicos, com resultados fidedignos na detecao

precoce de estados de doenca.
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