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Resumo

A cavidade oral tem uma intima relagdo com todo o trato gastrointestinal,
constituindo a sua porta de entrada e inicio de comunicagao e relagcdo com os
fatores exdgenos. A saliva é um fluido corporal, de composigéo rica e variada,
especialmente preponderante e informativo na interagdo da cavidade oral com
o trato gastrointestinal. E possivel estabelecer um elo de ligagdo e comparacao
entre o sangue periférico e a saliva, no que concerne a diferentes estados
fisiologicos e patolégicos do organismo, e inumeros estudos demonstraram ja
que componentes da saliva, como metabolitos e proteinas, podem ser usados
para avaliar e detetar patologias locais e sistémicas diversas, nomeadamente,
do trato gastrointestinal e glandulas acessoérias, com maior expressdo nos
cancros esofagico, gastrico e pancreatico, doenca celiaca e doencgas
inflamatorias intestinais (colite ulcerosa e doenca de Crohn). A pesquisa
bibliografica foi realizada através da base de dados online Pubmed, onde foram
selecionados e analisados artigos de interesse cientifico relevante,
adicionalmente, alguns livros cientificos e trabalhos académicos de conteudo
considerado complementar foram também consultados. Os resultados obtidos
revelam-se promissores, embora as diversas investigagbes sejam
contundentes ao afirmar que a realizagdo de mais estudos sera necessaria e
imprescindivel para sustentar as suas observagdes. Assim, partindo-se de um
padréo de referéncia, interpretagdes qualitativas e quantitativas de marcadores
bioldgicos salivares poderédo confirmar ou reforgar diagndsticos e contribuir de
sobremaneira para a detegédo precoce de patologias do trato gastrointestinal,

funcionando como uma ferramenta de diagndstico acessivel e ndo invasiva.

Palavras-chave: doencas gastrointestinais e biomarcadores salivares; cancro
pancreatico e saliva; cancro gastrico e saliva; cancro esofagico e saliva;
doencas inflamatodrias intestinais e saliva; doenca celiaca e saliva;
biomarcadores salivares; cancro gastrointestinal; doencgas inflamatorias

intestinais; doenca celiaca.
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Abstract

The oral cavity has an intimate relationship with the entire gastrointestinal
tract, constituting its entrance door and the beginning of communication and
relationship with exogenous factors. Saliva is a body fluid, with a rich and varied
composition, especially important and informative on the interaction of the oral
cavity with the gastrointestinal tract. It is possible to establish a relatively strong
link between the peripheral blood and saliva, in what concerns the different
physiological and pathological states of the organism. Several studies have
demonstrated that components of saliva, as metabolites and proteins, can be
used to assess and detect various local and systemic pathologies, in particular,
gastrointestinal tract and accessory glands diseases, such as esophageal,
gastric and pancreatic cancers, celiac disease and inflammatory bowel disease
(namely, ulcerative colitis and Crohn's disease). The bibliographic research was
performed using the Pubmed online database, where articles of scientific
interest were selected and analyzed, additionally, some scientific books and
academic works of content considered relevant were also consulted. The
results obtained are promising, although the different groups of investigation are
assertive in saying that further studies will be necessary and indispensable to
sustain and support their observations. Therefore, having standard references,
qualitative and quantitative interpretations of salivary biomarkers may confirm or
strengthen diagnoses and contribute greatly to the early detection of
gastrointestinal tract diseases, functioning as an accessible and non-invasive

diagnostic tool.

Keywords: gastrointestinal diseases and saliva biomarkers; pancreatic cancer
and saliva; gastric cancer and saliva; esophageal cancer and saliva;
inflammatory bowel disease and saliva; celiac disease and saliva; salivary
biomarkers; gastrointestinal cancer; inflammatory bowel disease; celiac

disease.
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Lista de Abreviaturas

RNA — Acido Ribonucleico

DNA — Acido Desoxirribonucleico

CD - Doenga de Crohn

UC - Colite Ulcerosa

IL-17 — Interleucina 17 (apenas varia numero na designagao)
CARD15/NOD2 — Caspase Recruitment Domain-Containing Protein 15/Nucleotide-
Binding Oligomerization Domain-Containing Protein 2

ATG16L1 — Autophagy-Related Protein 16-1

TNF-a - Fator de Necrose Tumoral Alfa

GPx — Glutationa Peroxidase

SOD - Superdxido Dismutase

tTG — Tissue Transglutaminase

IgA — Imunoglobulina A

IgG — Imunoglobulina G

T CD4+ - Linfécito T Auxiliar (CD4+)

miRNA — Micro-RNA

HPV - Virus do Papiloma Humano

EBV - Virus Epstein-Barr

EBNA3 — Epstein-Barr Nuclear Antigen 3

ALDH2 — Aldeido Desidrogenase-2

hENT1 — Human Equilibrative Nucleoside Transporter 1

IncRNA - Long Non-Coding RNA

RNase — Ribonuclease

miR-21 — Micro-RNA 21, hsa-miR-21 (apenas varia nimero na designagao)
PSMA7 — Proteasome Subunit Alpha Type-7

IL-1B - Interleucina 1 Beta

CSTB - Cistatina B

TPI1 — Triosefosfato Isomerase

DMBT1 — Deleted in Malignant Brain Tumors 1

CA19-9 — Antigénio Carboidrato 19-9

HOTAIR — HOX Transcript Antisense RNA

HOTTIP — HOXA Distal Transcript Antisense RNA

MALAT1 — Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1
PVT1 — Plasmacytoma Variant Translocation 1

KRAS - Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog

MDB3L2 — Methyl-CpG Binding Domain Protein 3-Like 2

ACRV1 — Acrosomal Vesicle Protein 1
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1 Introducao

A cavidade oral tem uma intima relagdo com todo o trato gastrointestinal,
constituindo a sua porta de entrada e inicio de comunicacao e relagdo com os
fatores exdgenos. A saliva € especialmente preponderante e informativa na
interagdo da cavidade oral com o trato gastrointestinal, tratando-se de uma
complexa mistura de substéncias segregadas pelas glandulas salivares e de
outros produtos provenientes da mucosa da orofaringe, do fluido crevicular, de
componentes derivados da corrente sanguinea, das vias aéreas superiores, de
restos alimentares, de vestigios de medicamentos e outros compostos
quimicos e, ainda, do refluxo gastrointestinal(1). Além disso apresenta também
na sua composi¢ao produtos resultantes do metabolismo da microbiota oral. A
saliva é, por isso, amplamente constituida por moléculas proteicas e nao
proteicas, que sdo muito importantes para a manutencdo da saude oral, mas
que podem funcionar como biomarcadores com consideravel potencial de

detec&o e diagndstico de varias doencas locais e sistémicas(1-3).

A utilizagdo da saliva como fluido auxiliar de diagndstico e progndstico
tem atualmente pouca expressao no que se refere a sua projegao para além da
cavidade oral(3), apesar de constituir uma técnica de recolha para analise ndo
invasiva, de armazenamento facil e de baixo custo, quando comparado com as
analises sanguineas. Todavia, o interesse de inumeros pesquisadores esta a
aumentar e a adquirir maior significado e relevo cientifico, por esses mesmos
motivos e pela sua rica e mutavel composi¢do, consoante estado de saude

geral do paciente(1).

Estudos tém vindo a ser realizados no sentido de provar que
constituintes da saliva podem ser usados como marcadores de patologias
sistémicas diversas(1), nomeadamente, do trato gastrointestinal e gléndulas
acessoérias, com maior expressdao nos cancros esofagico, gastrico e
pancreatico, doenga celiaca e doengas inflamatorias intestinais (colite ulcerosa

e doenga de Crohn) — topicos que irdo ser explorados nesta dissertagao(2, 4).
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Partindo-se de um padrdo de referéncia, interpretagcdes qualitativas e
quantitativas de marcadores salivares poderdao confirmar ou reforgcar
diagnosticos e contribuir de sobremaneira para a detecdo precoce de
patologias(2). A recolha de amostras de saliva para analise é segura tanto para
profissional de saude como para o paciente, e a sua utilizagcdo e estudo €&
transversal as diferentes faixas etarias (criangas, adultos e idosos).
Adicionalmente, como se trata de um material obtido de forma n&o invasiva, a
recolha em pacientes ndo cooperantes sera bastante mais facilitada do que a

recolha de outro tipo de material biologico(1).

Apesar do grande potencial inerente a saliva humana, sera essencial
fazer uma analise concisa e objetiva da cavidade oral dos pacientes, pois
diversos fatores indissociaveis desta poderdo influenciar nefastamente os
diagnosticos(1), tais como inflamagdes/infe¢gdes locais que, inevitavelmente,
conduzem ao aparecimento de citocinas pré-inflamatérias na sua composicao,
por exemplo. Por esta razdo, marcadores mais especificos de determinadas
patologias sistémicas, assim como combinagdes entre eles, serdo necessarios
para diagnosticos diferenciais e minimizar o maximo possivel a indugdo ao

erro(4).

As doencas do foro gastrointestinal afetam de uma forma marcada e
generalizada as populagbes a nivel mundial, pelo que a introdugdo e
valorizagdo da saliva como método adicional ou primario n&o invasivo de
diagnostico sera de importante utilidade e interesse no ambito da Ciéncia e
Medicina.

Varios estudos tém comprovado e salientado a importancia de
biomarcadores salivares na detegcdo (precoce) e diagndstico auxiliar de
patologias do trato gastrointestinal, nomeadamente: a enzima triosefosfato
isomerase e a proteina cistatina B, no cancro gastrico(5); micro-RNA’s na
deteccdo precoce do cancro pancreatico e do cancro esofagico(6, 7); micro-
RNA’s que permitem fazer a distingdo entre doengca de Crohn e colite
ulcerosa(8); assim como, a monitorizagdo terapéutica dos anticorpos Anti-

Transglutaminase tipicos da doenga celiaca(9).
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Estes sdo alguns exemplos dos resultados que serdo expostos e
explorados neste artigo de Revisdo Bibliografica, com o intuito de reforcar a
plausibilidade da saliva como meio de diagndstico auxiliar de doengas do trato
gastrointestinal.
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2 Materiais e Métodos

A pesquisa bibliografica foi realizada através da base de dados online
Pubmed, com recurso as palavras-chave “gastrointestinal diseases and saliva
biomarkers”, “pancreatic cancer and saliva”, “gastric cancer and saliva”,
‘esophageal cancer and saliva”, “inflammatory bowel disease and saliva’,
“celiac disease and saliva”, “salivary biomarkers”, “gastrointestinal cancer”,
‘inflammatory bowel disease” e “celiac disease”. A pesquisa foi restringida,
numa primeira instancia, a artigos cientificos publicados nos ultimos 10 anos,
tendo como critérios de inclusdo para validacdo dos mesmos uma correlagao
direta entre biomarcadores salivares e patologias gerais do trato
gastrointestinal. Numa fase posterior, direcionou-se a pesquisa
especificamente para os cancros gastrico, pancreatico e esofagico, doencgas
inflamatdrias do intestino e doencga celiaca, assim como para os biomarcadores
caracteristicos de cada uma das patologias anteriormente citadas. Toda a
pesquisa efetuada ao longo da presente monografia obedeceu aos seguintes
filtros: disponibilidade do texto completo dos artigos e resultados obtidos em
humanos. Também outras fontes de informacédo de interesse no ambito deste
artigo foram consultadas, nomeadamente alguns livros cientificos e trabalhos

académicos de conteudo considerado relevante.
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3 A Saliva como Ferramenta de Diagnoéstico

A saliva trata-se de um fluido corporal de extrema relevancia e
preponderancia, de composicao rica e variada, contendo:
proteinas/polipéptidos, como enzimas digestivas, inibidores de protéases,
proteinas antimicrobianas para protegdo imunoldgica; moléculas inorganicas,
como agua e sais minerais; outras moléculas organicas, tais como acido urico,
glicose e aminas; hormonas, esterdides e n&o esteroides; moléculas lipidicas,
como colesterol e acidos gordos(3, 8). Fatores antimicrobianos e anticorpos
foram também reconhecidos como componentes organicos existentes na
saliva(10). O conteudo salivar torna-se ainda mais complexo e completo tendo
em conta a confluéncia das substdncias segregadas pelas vias aéreas
superiores, mucosa da orofaringe, refluxo gastrointestinal, fluido crevicular,
corrente sanguinea e até aqueles provenientes dos proprios residuos

alimentares e da microbiota oral(2).

As glandulas salivares iniciam a produgdo de saliva como resposta a
diferentes estimulos, maioritariamente influenciados por fatores como a hora do
dia, os alimentos ingeridos, a idade e sexo do individuo, por exemplo(1, 3). As
glandulas major sdo as principais responsaveis pela secre¢do salivar — parotida
realiza cerca de 20% da producdo, submandibulares 60-70% e sublinguais 7-
8%-, sendo que a saliva produzida em cada uma delas difere entre si em
termos de composi¢cado e propriedades. As glandulas minor apresentam uma
expresséo residual do ponto de vista quantitativo da producéo salivar(3).

Um fluxo sanguineo consideravel atinge as glandulas salivares, pelo que,
em ultima instancia, a saliva representa um prolongamento e a fase terminal do
conteudo da circulagdo sanguinea(11). Deste modo, diversos componentes do
sangue sao também encontrados na composi¢cdo salivar, nomeadamente,
proteinas, farmacos e drogas, virus, RNA e DNA(12). Torna-se plausivel e
necessario afirmar que a saliva, enquanto parte constituinte indissociavel e
primordial da cavidade oral, estabelece uma ponte de comunicagdo entre a
cavidade oral e o trato gastrointestinal, assim como outros orgdos e
tecidos(13).
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E possivel estabelecer um elo de ligacdo e comparagdo entre o sangue
periférico e a saliva, no que concerne a diferentes estados fisiologicos e
patolégicos do organismo, ou seja, alteracées da saude, como inflamacgdes e
infecbes e, até, neoplasias, traduzem-se em variagdes da composicdo da
corrente sanguinea, sendo que, de igual forma, a composi¢céo da saliva pode
ser modificada em decorréncia dessas mesmas condigdes. Sera, entio,
legitimo inferir, com as devidas prudéncias e ressalvas, que a saliva € um fluido
de diagnostico do estado de saude preciso, ndo invasivo, indcuo e de recolha e
analise mais célere, quando comparado com as analises sanguineas(8).
Investigagbes tém vindo a ser desenvolvidas com o intuito de desnudar a
diversidade proteica presente na saliva, provando a sua eficiéncia e
plausibilidade para diagnostico de multiplas enfermidades. Nesse sentido,
Amado et al, por exemplo, estudaram os proteomas da saliva e conseguiram
isolar e descrever um total superior a 2300 proteinas(3).

A saliva desempenha fungdes inequivocas e preponderantes,
nomeadamente: de prote¢cdo (das mucosas contra agentes estranhos; por via
de atividades antifungicas, antimicrobianas e antiviricas), digestdo (através de
atividade enzimatica), lubrificacdo e degluticdo, limpeza e manutencdo da
integridade dos tecidos dentarios (por via da regulag&o dos equilibrios i6nicos e
da remineralizagdo do esmalte e dentina, atenua difusdo de acidos) e, ainda,
auxilia na gustacao (paladar)(2, 3, 14). A saliva tem vindo a ser reconhecida
como importante meio auxiliar de diagnostico, tendo o seu uso aumentado nas

ultimas duas décadas(10).

No entanto, o potencial da saliva enquanto meio de diagndstico apenas
sera devida e corretamente explorado e aplicado quando estiverem definidas
inequivocamente as metodologias a utilizar e estabelecidos os padrées de
referéncia da composicdo salivar, entre o que é considerado normal
(fisiologico) e n&o normal (patologico). Uma vez implementados os padrées de
referéncia, a composi¢cdo salivar podera ser avaliada quantitativa e
qualitativamente por motivos de diagnostico e, até, servir como indicativo de

tratamentos a realizar(2).
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Indmeros estudos demonstraram ja que componentes da saliva, como
metabolitos e proteinas, podem ser usados para avaliar e detetar patologias
locais e sistémicas diversas. Sendo disso exemplo o cancro oral, cancro da
mama, cancro do pulmao, cancro dos ovarios, sindrome de Sjogren, patologias
inflamatdrias e neoplasicas gastrointestinais, entre outras (orais e

sistémicas)(12).
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4 Patologias Gastrointestinais

4.1 Doencas Inflamatérias do Intestino (Doenga de Crohn e Colite
Ulcerosa)

Respostas imunoldgicas exacerbadas e inapropriadas sao caracteristicas
inerentes de inumeras desordens autoimunes, onde se incluem as doencgas
inflamatorias do intestino, nomeadamente, a doengca de Crohn (CD)(15) e a
colite ulcerosa (UC) — as duas doengas inflamatdrias (crdénicas) intestinais
primarias e mais prevalentes(8, 13, 16). A complexa etiologia de ambas
envolve tanto fatores ambientais como genéticos, influenciando sinergicamente
a patogénese das doencas inflamatérias do intestino, de origem idiopatica(8,
13, 15, 17). Ocorre, entdo, uma resposta imunoldgica excessiva ao longo do
trato gastrointestinal (na DC pode mesmo estender-se desde cavidade oral até
anus), fazendo-se a distingdo entre as duas doengas avaliando a natureza e

localizagao das alteragdes inflamatorias(8).

A causa exata das doengas inflamatorias do intestino n&o é, ainda hoje,
totalmente conhecida e compreendida, embora seja evidente a intervengao de
alguns fatores na sua patogénese, como: predisposi¢cao genética e epigenética,
o proprio sistema imunolégico do hospedeiro, a composi¢do da microbiota
intestinal e, ainda, lesdes e exposi¢des a fatores exdgenos/ambientais(8, 15,
18). Toda esta conjugacdo leva a disturbios da homeostasia intestinal,
culminando numa resposta imunoldgica desregulada(15, 16). Por vezes, para
haver melhoria de sintomatologia nos pacientes a terapia com antibioticos,
prebidticos e probidticos pode ser eficaz, atenuando algumas das
manifestagdes das doengas inflamatodrias cronicas(18).

Atualmente, estéo ja identificados mais de 100 /oci cromossémicos com
associagao positiva e significativa com as doengas inflamatorias do intestino.
Varios estudos correlacionaram citocinas (como IL-17), recetores de citocinas
(como recetor IL-23) e elementos de resposta bacteriana (homeadamente,
CARD15/NOD2, ATG16L1)(8, 18, 19) com desenvolvimento das doencas
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inflamatdrias do intestino, na decorréncia de mutagdes ou alteragdes nestas

referidas vias(8).

A doenga de Crohn constitui uma inflamagéo cronica granulomatosa que
pode afetar todo o trato gastrointestinal(15, 17, 18, 20), porém a sua
localizagdo mais frequente € no ileo terminal e colon proximal(15). A CD faz-se
manifestar por periodos de exacerbagao e de remissao, tendo como sintomas
mais comuns dor abdominal, febre e perda de peso(20). Ao longo do decurso
da doenca, é provavel que metade das pessoas afetadas va sofrer de
sintomatologia mais dolorosa e complicada, sendo disso exemplo a formagéao
de fistulas, abcessos intra-abdominais e estreitamentos intestinais(15). A sua
etiopatogénese permanece desconhecida, no entanto, sabe-se que diferentes
citocinas estdo envolvidas, com destaque para TNF-a, encontrando-se em

niveis séricos elevados em mais de 50% dos doentes(15, 21).

Na CD a hiper-reactividade do sistema imunolégico podera estar
intimamente relacionada com a presenca de stress oxidativo e maior libertagcao
de espécies reativas de oxigénio(20, 22). Deste modo, o stress oxidativo tem
vindo a ser proposto como um dos fatores que mais contribui para a
degradagdo do trato gastrointestinal, estando associado a algumas das
caracteristicas indissociaveis da CD(15, 22), como a inflamagdo e
complicagbes transmurais do trato gastrointestinal(15). Ao chegar-se a um
melhor entendimento da patofisiologia da CD e da sua relagdo com o stress
oxidativo abrem-se portas promissoras para outras modalidades de tratamento
da doenga, como maior defesa celular com antioxidantes(22).

Varios autores tém vindo a demostrar que os pacientes com doenga de
Crohn apresentam concentragdes inferiores de enzimas antioxidantes nos
tecidos intestinais, mas os seus niveis plasmaticos dependem da atividade da
doenca(15, 20). As principais enzimas antioxidantes intracelulares que
participam ativamente na protecéo celular contra os efeitos do stress oxidativo
s&o a glutationa peroxidase (GPx) e o superoxido dismutase (SOD)(15, 22).

Na doencga de Crohn podem surgir lesées orais caracteristicas(16), sendo
mais prevalentes nas criangas (48-80%) do que nos adultos (0,5-20%) — como
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lesbes polipoides com aspeto de “pedra da calgada” e gengivite(13). Lesdes
nao especificas, como estomatite aftosa, ulceragdes varias e glossite atréfica
foram ja também observadas em pacientes com CD (4-37%)(13, 20).

A colite ulcerosa afeta a mucosa que reveste internamente o intestino
grosso ou colon, ficando inflamada e com pequenas feridas na superficie que
podem sangrar. A UC pode afetar uma extensao variavel de intestino grosso,
desde apenas alguns centimetros do recto, até a totalidade do cdélon. Esta
doenca pode ter um impacto consideravel na vida dos doentes, causando
sintomas recorrentes de diarreia sanguinolenta, urgéncia rectal e sensagéao

dolorosa causada por contractura do esfincter anal(23).

4.2 Doenca Celiaca

A doenca celiaca é uma patologia crénica autoimune, mediada por células
T que afeta o intestino delgado, sendo despoletada por uma resposta
imunologica secundaria a ingestao de gluten (mistura heterogénea de proteinas
ricas em glutamina e prolina), em individuos geneticamente predispostos e
suscetiveis(24, 25). Caracteriza-se pelo aparecimento de uma combinacéo de
manifestagdes clinicas dependentes de gluten, por apresentar uma serologia
esclarecedora com presenga de auto-anticorpos especificos (como anti-
transglutaminase (tTG) IgA e/ou IgG, anti-endomisio (EMA) IgA e anti-gliadina
(AGA) IgA e/ou IgG - presentes em criangas com menos de 4 anos, que ainda
nao produzem os anticorpos tTG), pela existéncia dos haplotipos HLA-DQ2
(presente em cerca de 90 a 95% dos doentes)(26, 27) e HLA-DQS8 e, ainda,
enteropatias varias. A forma menos falivel e de confirmagao de diagndstico da
doenca € a realizagdo de uma bidpsia intestinal, que devera ser efetuada apds
testes serologicos que confirmem a presencga do anticorpo tTG IgA(25, 26).

A ingestdo de gliadina (proteina monomérica constituinte do gluten e
responsavel pela sua extensibilidade) e de prolaminas (proteinas presentes em

cereais, como trigo, cevada e centeio), que possuem na sua constituicdo
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residuos de glutamina e prolina, desencadeia a manifestacdo da doenca
celiaca, uma vez que estas proteinas sao resistentes a digestao total, criando-
se assim péptidos imunogénicos potencialmente toxicos(25, 28). Estes
péptidos contém glutamina na sua composicdo, que € suscetivel a
desaminacao pela transglutaminase tecidular. Este processo torna os péptidos
passiveis de serem reconhecidos pelas células apresentadoras de antigénios
DQ2+ e DQ8+(10, 25). Por conseguinte, estas ultimas apresentam os péptidos
derivados do gluten as células T CD4+, que ativam a resposta tipo-1 das
células T auxiliares, com producado de interferdo gama e IL-2, que estimulam
linfécitos T citotoxicos e macrofagos, desenvolvendo-se a doenga celiaca
propriamente dita - infiltracdo de células inflamatdrias nas zonas intraepiteliais
e da lamina propria da mucosa intestinal, hiperplasia das criptas intestinais e
atrofia das vilosidades, conduzindo inevitavelmente a uma ma absorgao
intestinal, com consequentes deficiéncias e caréncias a nivel nutricional(10, 24,
25, 27). A doenga celiaca sera uma patologia permanente e multifatorial, com
forte componente genético associado(10).

Inicialmente pensava-se que a doencga celiaca era uma enfermidade de
prevaléncia e incidéncia tipicas dos paises europeus, contudo estudos recentes
vieram revelar uma distribuicdo global da mesma, afetando cerca de 0,6 a 1%
da populagdo mundial(25).

A doenga celiaca surge predominantemente em idades precoces da
infancia, habitualmente entre os segundo e terceiro semestres de vida da
crianga, alguns meses apos introdugéo de farinha com gluten e seus derivados
na alimentagdo(25). Os sintomas tipicos passam por diarreia cronica, vomitos,
distensdo abdominal, atrasos de crescimento e desenvolvimento e alteragdes
humorais(29). Todavia, sintomas atipicos podem também manifestar-se, tais
como: hipertransaminasemia, anemia por deficiéncia de ferro, ulceras na
cavidade oral e defeitos no esmalte dentario. A doencga celiaca pode ainda
precipitar outras comorbidades que vao para além do foro intestinal, tais como:
neuropatia periférica, osteoporose e, até, infertilidade ou baixa fertilidade(29-
31).

11
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A doenca celiaca € uma patologia cronica, acompanhara toda a vida do
seu portador, estando associada a significativa morbilidade e mortalidade caso
0 seu tratamento seja subvalorizado e descurado(32). Se ndo diagnosticada e
tratada, havera um risco de desenvolvimento de complica¢des de longo-termo,
como doengas autoimunes e neoplasias malignas no trato gastrointestinal

(linfoma intestinal ou cancro esofagico, por exemplo)(29, 32).

Uma vez diagnosticada, a terapéutica da doenga celiaca passara pelo
estabelecimento de uma dieta rigida durante toda a vida do individuo, dieta
livre de gluten, com o intuito de reduzir e eliminar os sintomas e sinais e
restabelecer a normal fisiologia intestinal(25, 32-34). No entanto, a excluséo
total de gluten da alimentagdo poder-se-a revelar um cenario quase utopico,
porque se trata de uma proteina com grande expressao e representagao na
dieta ocidental e, também, devido, em parte, a contaminag¢ao cruzada entre os

diferentes alimentos(28, 35).

A doencga celiaca surge, geralmente, como supracitado, em criangas,
apos a apresentagdo das mesmas a uma alimentagéo rica em gluten, todavia,
sdo cada vez mais frequentes os casos detetados apenas em idades mais
tardias, na adolescéncia e mesmo em adultos(25, 26). Estes dados sugerem
que os fatores ambientais podem desempenhar um papel importante no
desenvolvimento da doenga celiaca. Nesse sentido, grupos de investigacéo
tém vindo a demonstrar que em individuos predispostos a desenvolver a
doenga pode existir uma influéncia significativa das microbiotas oral e
intestinal(25).

Por vezes, a doencga celiaca podera evoluir para a sua forma refrataria,
que se caracteriza pela persisténcia de alguma sintomatologia (como danos
nas vilosidades do intestino delgado ndo reparados) mesmo apos adogao de
dieta livre de gluten, aumento de presencga intraepitelial dos linfocitos T e
quadro grave de ma absorgédo intestinal(24, 36), assim como, parecem ocorrer
alteracdes dos microbiomas oral e gastrointestinal que contribuem para essa

persisténcia de inflamagao(24).

12
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A terapéutica ideal para tratamento desta patologia seria alcangar uma
digestdo mais completa do gluten e especificamente da sua agado imunogénica
nos doentes. Nesse sentido, existem ja estudos clinicos de fase I-ll que estdo a
explorar a potencial acdo de endopeptidases derivadas de bactérias e
fungos(28).

4.3 Cancro Esofagico

O cancro esofagico é considerado o oitavo mais recorrente e a sexta
causa de morte por cancro, a nivel global(7, 37). E 3 a 4 vezes mais prevalente
no sexo masculino. A taxa de sobrevivéncia geral é considerada baixa, com
apenas 3-5% dos doentes diagnosticados a sobreviverem ao fim de 5 anos(38).
Depreende-se, entédo, que o diagnostico e tratamento precoces sdo de extrema
e vital importancia para o paciente(7, 37, 39, 40).

Atualmente, o diagnodstico do cancro esofagico esta maioritariamente
dependente de exames radiolégicos e biopsia endoscépica. No entanto, a
execucdo destes exames acarreta custos elevados. Adicionalmente, sendo
meétodos invasivos causam desconforto nos pacientes e a maioria destes
encontram-se ja num estado avancado da doenga quando o diagnostico
definitivo é obtido(39, 41). Por estas razdes, torna-se crucial e preponderante
identificar biomarcadores que sejam caracteristicos e tipicos nas fases

precoces do desenvolvimento do cancro esofagico(7, 37, 39, 40).

Varias investigacdes cientificas tém vindo a demonstrar uma relagdo
proxima entre a expressdo aberrante de mIRNA's e a génese e
desenvolvimento de cancro, ou seja, alguns miRNA’s poderdo ser usados
como importantes biomarcadores neoplasicos(37). O cancro esofagico nédo é
excecao a este facto, podendo-se encontrar expressao aberrante de miRNA's
no plasma sanguineo e nos tecidos neoplasicos destes doentes(7).

13
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O cancro esofagico pode ser dividido em dois subtipos principais,
conforme as suas caracteristicas patoldgicas, sendo eles: o adenocarcinoma e
o carcinoma de células escamosas, que entre si representam mais de 90% dos
casos de cancro esofagico, em todo o mundo(37, 39). A detegao precoce do
carcinoma de células escamosas € de indubitavel importancia para reduzir a
mortalidade a si associada, porém, varios autores relataram a dificuldade do
seu diagnostico em fases iniciais, pois esta variante do cancro esofagico faz-se
manifestar por lesdes assintomaticas nos primeiros estados de evolugéo(39). O
carcinoma de células escamosas do esdéfago é um subtipo particularmente
problematico do cancro esofagico, em resultado da natureza multifatorial do
seu desenvolvimento e a influéncia que habitos nefastos (como fumar,
alcoolismo, ingerir bebidas e alimentos demasiado quentes e, até, pobre
consumo de vegetais ou frutas) podem ter no aumento do risco de ocorréncia
do carcinoma(37, 39, 40, 42). Nestes casos, os riscos acrescidos poderao estar
associados a um contacto direto dos potenciais carcinogénicos com o epitélio
esofagico, por intermédio de mecanismos que podem envolver o transporte
facilitado entre células ou compostos que aumentam as taxas de renovacao
das células do epitélio, conduzindo a desregulagao celular(39). Existe, ainda,
um topico controverso que tenta correlacionar a infe¢gao pelo virus HPV com o
desenvolvimento do carcinoma de células escamosas do esofago, precisando,
no entanto, da realizacdo de mais estudos que permitam inferir uma

associagao clara entre ambos(39, 43).

Outras investigacdes cientificas tém também vindo a relacionar uma ma
higiene e saude orais com um risco aumentado de ocorréncia do carcinoma de
células escamosas do esofago(42). Uma saude oral precaria podera constituir
um fator de risco para o desenvolvimento da les&o precursora do carcinoma, a
displasia das células escamosas, atuando de forma sinérgica com outros
fatores de risco(42, 44). Todavia, 0 mecanismo subjacente a tal predisposi¢cao
e associagcdo ndo € ainda completamente compreendido. Apesar de néo
existirem muitos estudos neste topico, sera legitimo assumir que o microbioma

oral pode ser relevante na detecdo de cancro e outras doengas cronicas,
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através do metabolismo dos carcinogénicos (nitrito e etanol, por exemplo) por
via de efeitos inflamatorios sistémicos(42).

Atualmente, as técnicas mais utilizadas para diagnostico do cancro
esofagico sdo exames radiolégicos nao invasivos, tais como a tomografia
computorizada e endoscopia com ultrassons(7, 39). Uma caracteristica
molecular que pudesse ser associada ao desenvolvimento do cancro esofagico
poderia constituir um indicador licito e plausivel para o seu diagnostico precoce
e consequente tratamento(39).

4.4 Cancro Gastrico

O cancro gastrico € segunda causa de morte relacionado com o cancro,
em todo o mundo, sendo o quarto tipo de neoplasia maligna mais comum(45-
48). Para a etiologia da neoplasia maligna do estdémago contribuem fatores
ambientais e de estilo de vida, nomeadamente, habitos tabagicos, infegdo pela
Helicobacter pylori (estudos epidemioldégicos sugerem que o risco de
desenvolvimento de cancro gastrico ascende aos 75%, ao ser responsavel por
provocar lesbes pré-malignas como gastrites crénica a atrofica, ulceras
duodenais e danos nos tecidos linfoides gastricos)(48, 49), consumo excessivo
de sal e alimentos processados, abuso de alcool, défices de ingestdao de
vitamina C e de vegetais e idade avangada, entre outros(45, 46). Estes fatores
de risco enumerados parecem explicar apenas 60% da incidéncia do cancro
gastrico. A maioria dos carcinomas gastricos esta associada a infecdo pelo
virus Epstein-Barr (EBV) e a colonizagao pela bactéria Helicobacter pylori(46).
Os casos de cancro gastrico decorrentes da infegdo pelo EBV correspondem a
cerca de 10% do total. O EBV trata-se de um virus ubiquo com uma taxa de
infecdo, a nivel global, a rondar os 90% da populagao adulta, estando também
associado a varias doengas linfoproliferativas(50). Existem estirpes do virus
Epstein-Barr que estdo mais relacionados com o desenvolvimento do cancro

gastrico, acarretando riscos superiores de ocorréncia deste. Os genes BRFL1,
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BBRF3 e BBLF2/BBLF3 do EBV tém sido associados com maior veeméncia ao
carcinoma gastrico, sendo que o desenvolvimento deste podera dever-se, em

parte, ao importante papel do gene oncogénico EBNA3(50, 51).

O mais recorrente dos subtipos do cancro gastrico, o adenocarcinoma
(cerca de 90%)(48), tem uma sequéncia pré-neoplasica bem definida,
iniciando-se com uma gastrite cronica superficial que progride para uma
gastrite atrofica, metaplasia intestinal e, em ultima instancia, evolui para

displasia e adenocarcinoma(46).

Varios estudos epidemiolégicos tém vindo a associar uma precaria
higiene e saude orais com um risco aumentado de ocorréncia de cancro
gastrico(46). Deste modo, hipoteses que incluem a doenga periodontal como
potenciadora do risco deste tipo de cancro tém vindo a ganhar mais relevancia.
Infecbes bacterianas da cavidade oral podem estar correlacionadas com o
desenvolvimento de cancro gastrico, ao induzirem inflamagé&o cronica sistémica
ou gastrica — assim como a colonizagdo pela Helicobacter pylori (49) pode
despoletar inflamacao crénica local e, em estados mais avangados, provocar

adenocarcinoma gastrico(46).

O consumo de bebidas alcodlicas esta intimamente relacionado com a
producéo de acetaldeido — composto carcinogénico, mutagénico, genotoéxico, e
citotoxico, cujo comportamento quimico se deve ao seu grupo aldeido
extremamente reativo e que facilmente se liga a componentes tecidulares e
DNA(45). Este produto da metabolizacdo do etanol estd associado ao
desenvolvimento de cancros gastrico e esofagico, por exemplo. Este risco é
exponencialmente maior em individuos que possuem uma mutacédo pontual no
gene de codifica a enzima ALDH2, com importante papel no metabolismo do
alcool no nosso organismo, atuando como catalisadora no processo de
oxidagdo do acetaldeido — esta caréncia genética da enzima resulta numa
exposicao significativamente mais prolongada da mucosa gastrica ao
acetaldeido, apos ingestdo de alcool(45, 52). Individuos que possuem a
mutagdo no gene ALDHZ2 e ingerem alcool apresentam concentragdes

elevadas de acetaldeido na saliva e suco gastrico, constituindo assim um grupo
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de risco ao desenvolvimento de cancros gastrico e trato digestivo superior, em
resultado do maior tempo de contacto e exposicdo da mucosa ao
acetaldeido(45, 52).

Os individuos com gastrite atréfica e mutagdo pontual no gene ALDH2
constituem o grupo de maior risco de ocorréncia de cancro gastrico, quando a
esses fatores se associa consumo exacerbado de alcool(45, 53). Esta
predisposicado explica-se pelo défice de producédo de acido hidrocloridrico pela
mucosa gastrica atrofica, que vai permitir a colonizagdo de bactérias tipicas da
cavidade oral no estdbmago. Esta situacdo conduz, por conseguinte, a um
aumento de producéo local de acetaldeido a partir do etanol, apds consumo de
alcool. Para atenuar e controlar este processo poder-se-a administrar L-
cisteina, aminoacido essencial, que & capaz de se ligar ao acetaldeido, por
ligacdo covalente, diminuindo a sua reatividade e promovendo a sua

eliminac&o(45).

Para se ter uma melhor nogdo e compreensédo da gravidade do cancro
gastrico, sera prudente salientar que a taxa de sobrevivéncia em 6 meses, em
individuos diagnosticados nos estados mais avangados da doenga, é inferior a
15%, enquanto a taxa de sobrevivéncia ao fim de 5 anos se situa entre os 5-
10%, tornando a prevengdo de problemas do foro oncoldégico no estbmago
bastante importante(45, 47, 48). O problema da mortalidade associada ao
cancro gastrico passa precisamente por este ultimo ponto, o atraso de
diagnostico, uma vez que as fases iniciais de evolugdo sdo geralmente
assintomaticas ou com sintomatologia inespecifica(48). Atualmente, o
diagnodstico do carcinoma do estdbmago tem como gold-standard a endoscopia
com biopsia, ja quando os sintomas s&o mais exuberantes, como disfagia,
perda de peso, massa abdominal palpavel, devido ao estado mais avangado da
patologia e até metastizagdo desta — o seu longo periodo de laténcia é uma
das suas grandes problematicas(47, 48). O interesse em métodos de
diagnostico ndo invasivos e de facil acesso e colheita adquire crescente
importancia no seio da comunidade médica e cientifica, pois a detecéo precoce
do cancro gastrico é crucial para assegurar um melhor prognéstico —

importancia dos biomarcadores salivares(47, 48).
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4.5 Cancro Pancreatico

O cancro pancreatico € um dos cancros mais frequentemente fatais, em
todo o mundo, com a pior taxa de sobrevivéncia entre todos os tipos de cancro
que podem atingir o ser humano(6, 11, 54, 55). Tal facto deve-se ao seu
desenvolvimento “silencioso” e assintomatico, a sua evolugcdo célere e
agressiva, a sua resisténcia aos agentes terapéuticos convencionais e
especificos e a inexisténcia de métodos de analise e monitorizagao efetivos e
eficientes, que fazem com que o cancro pancreatico tenha um muito mau
prognostico(11, 56), com uma taxa de sobrevivéncia até 5 anos de apenas
5%(57). Atualmente, o unico tratamento eficaz consiste na resseg¢éao cirurgica.
Perto de 15-20% dos individuos diagnosticados com cancro pancreatico
constituem casos passiveis de ressec¢ao cirurgica a data do diagndstico, porém
apenas 20% desses sobrevivem ao fim de 5 anos(6, 12, 54, 57). Entende-se,
entdo, que o diagnostico e cirurgia precoces assumem uma preponderancia

vital para os doentes(12, 55).

Poucos fatores de risco estdo atualmente associados ao desenvolvimento
de cancro pancreatico, reunindo, no entanto, consenso no que concerne aos
fumadores de tabaco. Todavia, estudos vieram ja correlacionar risco de
ocorréncia de cancro pancreatico com diabetes, obesidade e resisténcia a
insulina. Além disso, a inflamacéo recorrente da pancreatite cronica €, por si
s6, um fator predisponente ao desenvolvimento da neoplasia maligna, uma vez
que a inflamagao esta envolvida com potenciacdo da proliferacéo celular e
mutagénese, reduzindo a adaptagdo ao stress oxidativo, promovendo a
angiogénese, inibindo a apoptose e, claro, aumentando a produgédo de
mediadores inflamatoérios(57).

O principal entrave para a detegéo precoce do cancro pancreatico prende-
se com a inexisténcia de métodos que possam identificar com seguranga
individuos potencialmente afetados (54). As estratégias atuais de diagnostico
precoce, ou tentativa deste, s&o algo faliveis por duas ordens de raz&o:
primeiro, estéo restritas a grupos de individuos com grande risco de ocorréncia

pré-determinados; em segundo lugar, os procedimentos sdo, por norma,
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invasivos ou podem ser deficitarios no que diz respeito a sensibilidade e
especificidade(55). A aposta na descoberta de marcadores biolégicos que
possam determinar, por si sO, fortes indicios de suspeita de cancro pancreatico
é condicionada pela existéncia de varias doengas benignas pancreaticas (como
a pancreatite cronica), que apresentam uma sobreposi¢ao fenotipica com os
estados iniciais do cancro pancreatico(55, 57). Este facto precisa de ser
contornado para que se possam apostar em biomarcadores com alta
especificidade para o cancro pancreatico, na fase mais precoce possivel(11,
55).

Foram ja estudados e identificados miRNA’s salivares e microbiota que
tém o potencial de discriminar o cancro pancreatico passivel de ser removido
cirurgicamente. Inumeros miRNA’s foram descritos como tendo expressao
aberrante em tecidos de cancro pancreatico e plasma, sendo responsaveis por
regular as diversas fun¢des celulares, como a migracao e invasao(56). De igual
forma, miRNA’s salivares tém o potencial de possuir capacidade discriminatoria
de identificagdo do cancro pancreatico(6, 12). Alguns estudos chegaram ja ao
consenso de moléculas especificas e tipicas expressas no cancro pancreatico,
sendo disso exemplo proteina de ligagdo ao calcio S100P, sendo que algumas
destas moléculas melhoram a sensibilidade do diagndstico quando combinadas

com citologia ou biépsia(56, 58).

A realidade é que a maioria dos pacientes com cancro pancreatico
apresentam-se ja numa fase inoperavel da doenca, em resultado do
estabelecimento de metastases a distdncia ou de tumor local em estado muito
avangado, levando a uma estimativa média de sobrevivéncia entre 4 a 6
meses(6, 56). Esta situacdo vem salientar a importédncia de controlo da
neoplasia através de quimioterapia ou quimioradioterapia. Individuos que
apresentem cancro pancreatico ndo passivel de ressecdo cirurgica estdo
indicados para quimioterapia com gemcitabina (analogo de nucleosideo), dado
que as células pancreaticas cancerigenas expressam em apreciavel
quantidade a proteina hENT1 que tem grande afinidade com a
gemcitabina(56).
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5 Biomarcadores Salivares

Os biomarcadores, ou marcadores biologicos, podem ser definidos como
caracteristicas especificas que podem ser objetivamente quantificadas,
qualificadas e avaliadas no que diz respeito aos normais fendmenos
fisiologicos, processos patoldgicos e até a respostas farmacolégicas diversas
em resultado de administragbes terapéuticas(39). Os biomarcadores tém,
entdo, um elevado potencial no auxilio ao diagnostico de inumeras
patologias(7, 37, 39). Nesse sentido, existem trés areas da biotecnologia que
investigam e estudam esses mesmos marcadores, permitindo efetuar analises
em larga escala para detecdo de diferentes moléculas(39), sendo elas: a
Transcriptomica, que estuda e permite a analise do transcriptoma, conjunto de
transcritos (RNA’s mensageiros, RNA’s ribossoémicos, RNA’s transportadores e
microRNA’s) de uma célula ou conjunto de células(39, 55); a Protedmica, que
estuda o proteoma, conjunto de proteinas e suas variantes, de uma célula ou
conjunto de células(47, 48); e a Metabolomica, que se dedica ao estudo do
metaboloma, conjunto de metabolitos produzidos e/ou modificados por um
organismo(55). As alteragbes patofisioldgicas que acompanham o
desenvolvimento de uma doenca levam a modificagées nos normais perfis de
transcritos, proteinas e metabolitos, que podem ser detetadas, analisadas e
quantificadas no ambito das tecnologias supracitadas(39), sendo os fluidos
humanos (como a saliva) potenciais fontes de biomarcadores para esses

estudos.

Os miRNA’s (familia de RNA’s ndo codificantes de comprimento curto,
com 18 a 24 nucleotidos) tém potencial para se tornarem 6timos biomarcadores
(salivares), gragas a sua forma estavel, estando envolvidos na diferenciagéo,
ciclo e apoptose celulares(59-62). Os miRNA’s participam nos processos
celulares ao terem como alvos centenas de mRNA’s, podendo regular a
expressao de oncogenes ou genes supressores tumorais no cancro,
promovendo ou inibindo o inicio e evolugdo do mesmo(62, 63). Enquadram-se
em duas categorias: os celulares e os extracelulares.(7) Os miRNA’s

extracelulares sdo os que assumem principal importancia como potenciais
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biomarcadores, podendo ser encontrados na saliva e outros fluidos corporais,
funcionando como sinalizadores intercelulares(7, 37). Apesar da presenca da
enzima RNase, a saliva e outros fluidos corporais parecem ter a capacidade de
possuir miRNA’s de forma estavel e com resisténcia a degradagao por agao da
temperatura (baixa ou alta), meios muito acidos e alcalinos e até por agédo da
propria RNase. Este facto devera ser devido a prote¢cdo conferida por um
complexo de outras moléculas que envolvem e protegem os miRNA’s, sendo
disso exemplo, exossomas, proteinas e lipidos(7, 37, 59, 60, 62, 64).

Os exossomas, vesiculas esféricas com um didmetro compreendido entre
40-120 nm, podem também ser biomarcadores com grande potencial
discriminatério, existindo em quase todos os fluidos corporais, onde se inclui a
saliva. Os exossomas tém uma composicdo e conteudo diversificados
(incluindo proteinas, lipidos e RNA’s) e tém vindo a ser considerados como
importantes na comunicagdo de material entre células, devido a sua

capacidade de transportar substéancias(13, 62).

5.1 Doencgas Inflamatérias do Intestino (Doenca de Crohn e Colite
Ulcerosa)

Schaefer J, et al(8) realizaram um estudo onde avaliaram a diferenga
existente entre a expressao de miRNA's salivares em individuos com doencgas
inflamatorias intestinais versus individuos saudaveis, com o intuito de identificar
marcadores bioldgicos caracteristicos da doenga de Crohn e da colite ulcerosa.
Apos anadlise de expressdo usando microarray, os autores detetaram 5
miRNA’s (miR-21, miR-31, miR-101, miR-142-3p e miR-142-5p) com
expressao alterada, estatisticamente significativa, na saliva dos pacientes com
doencas inflamatorias, em comparagédo com o grupo saudavel. Schaefer J, et
al(8) constatam que miR-101 se encontrava em maior quantidade na saliva de
pacientes com CD, enquanto miR-21, miR-31 e miR-142-3p estavam
significativamente mais elevadas na saliva de doentes com UC. Por outro lado,

miR-142-5p encontrava-se muito menos presente nos pacientes com UC.
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Schaefer J, et al(8) concluiram que existem miRNA’s com padrdes de

expressao especificos na doenga de Crohn e na colite ulcerosa.

Zheng X, et al(13) fizeram um estudo onde investigaram o conteudo dos
exossomas salivares em pacientes com doencgas inflamatorias intestinais (CD e
UC), comparando-os com um grupo de controlo (saudavel), com o proposito de
explorar e identificar um novo biomarcador nesses doentes. Os autores
constataram que o proteassoma PSMA7 se encontrava especialmente
expresso nos individuos com doengas inflamatorias do intestino. Foi concluido
que o PSMA7 presente nos exossomas salivares existia em grandes
concentragdes nos pacientes com CD e/ou UC, pelo que pode ter um grande
potencial para ser usado como marcador bioldgico indicador de doencgas
inflamatodrias intestinais. Para além disso, o PSMA7 pode ainda ser promissor

na monitorizagado do desenvolvimento da doenga.

Szczeklik K, et al(20) desenvolveram um estudo para averiguar a
prevaléncia de lesbes na cavidade oral em pacientes adultos com doenca de
Crohn e simultaneamente investigaram a associagao entre as concentragdes
salivares de IL-1B (interleucina 1), IL-6 (interleucina 6) e TNF-a com as
manifestagdes orais e atividade da CD. Szczeklik K, et al(20) chegaram a
conclusao que, em pacientes com doenga de Crohn ativa, os niveis salivares
de IL-1B, IL-6 e TNF-a s&o superiores aqueles encontrados na saliva de
individuos saudaveis e mesmo a de pacientes com CD inativa, o que sugere
que estdo envolvidos na inflamagédo gastrointestinal — potencial uso de
citocinas salivares como biomarcadores sensiveis para atividade da doencga de
Crohn. Said H, et al(16) constataram também que os niveis de IL-1p, IL-6 e

TNF-a eram mais elevados nos pacientes com CD.

Said H, et al(16) realizaram uma investigagado onde concluiram que existe
uma diferenca entre a composigcdo da microbiota oral de pacientes com
doencas inflamatorias intestinais e individuos saudaveis, existindo abundancia
relativa do género bacteriano Prevotella na saliva dos doentes e do género
Streptococcus nos individuos saudaveis. Said H, et al(16) detetaram ainda

niveis superiores de citocinas e IgA salivares e niveis inferiores de lisozimas
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salivares nos pacientes com CD e UC. Os autores concluiram que a disbiose
da microbiota oral pode estar relacionada com as respostas inflamatérias nos
pacientes com doengas inflamatorias do intestino, sugerindo que estara de
algum modo associada a disbiose intestinal.

5.2 Doencga Celiaca

Pacientes com doenca celiaca apresentam uma microbiota salivar e,
especialmente, um metaboloma distintos quando comparados com individuos
saudaveis(24), apresentando uma pobre diversidade bacteriana e niveis
inferiores de compostos organicos volateis. Contudo, desconhece-se a relagéo
exata existente entre doenca celiaca e microbiota oral, isto é, qual o impacto
desta em doentes celiacos, ou se sera apenas um trago caracteristico no
estado de saude destes individuos(25). No entanto, € importante salientar que
as bactérias mais ativas da cavidade oral, ou suas enzimas digestivas de forma
isolada, podem atuar sinergicamente na reacédo de clivagem do gluten, o que
pode ser promissor no tratamento futuro da doencga celiaca(28).

Tian N, et al(24) realizaram um estudo cujo objetivo foi comparar as
atividades enzimaticas salivares e a microbiota oral em individuos saudaveis
versus doentes celiacos (incluindo a forma refrataria). Os autores concluiram
que as atividades enzimaticas de degradagao do gluten na saliva eram maiores
nos doentes celiacos em comparagcdo com grupo controlo, assim como
inferiram que os microbiomas orais de doentes celiacos (incluindo os
acometidos pela forma refrataria) apresentavam diferengas significativas em
relacdo aos individuos saudaveis, sendo disso exemplo, os Lactobacilos, que
podem explicar em parte a maior atividade de degradacdo de gluten na
cavidade oral dos celiacos(24, 25). Tian N, et al(24) constataram diferencas
entre doentes celiacos e pacientes com doencga celiaca refrataria, tendo
observado 22 espécies, da microbiota oral, com maior representatividade nos
doentes celiacos normais (sendo metade das espécies pertencentes ao
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Firmicutes phylum) e 5 espécies em maior quantidade nos pacientes com
doenca celiaca refrataria (maior parte pertencente a Actinobacteria phylum —
estes dados poderdao ser usados como biomarcadores salivares para
diagndstico e até avaliar o risco de um doente celiaco vir a desenvolver a forma
refrataria da doenga. Tian N, et al(24) sugeriram também que as atividades
enzimaticas dos constituintes da microbiota oral podem contribuir para
libertacdo de mais péptidos de gluten imunogénicos, promovendo a ocorréncia

da doenca celiaca.

Bonamico M, et al(26) realizaram um estudo em criangas, com idades
compreendidas entre os 6 e 8 anos, para demonstrar que o anticorpo tTG IgA
(especifico da doenga celiaca) pode ser encontrado na saliva de doentes
celiacos. Os autores constataram, de facto, a presenca desse anticorpo
especifico na saliva de criangas com a doenga, com boa sensibilidade e
especificidade, e com associagdo positiva em relagdo aos dados serologicos.
Foi concluido que € possivel efetuar uma monitorizagdo simples, eficaz, viavel
e forte dos doentes celiacos, usando a saliva. Adornetto G, et al(32) efeturam
um estudo onde também chegaram a conclusdo que €& possivel fazer a
monitorizagdo da doencga celiaca detendo-se anticorpos anti-tTG em amostras

salivares de doentes celiacos.

5.3 Cancros Esofagico, Gastrico e Pancreatico

> Cancro Esofaqgico

A identificacdo de miRNA’s no cancro esofagico tem vindo a revelar-se
uma area promissora de investigagcdo, uma vez que a libertagdo de RNA pelas
células em apoptose, em quantidades razoaveis, permite identificacdo precoce
e monitorizagdo da evolugédo da patologia, tornando assim eficiente e plausivel
a descoberta destes marcadores biologicos em diferentes fluidos do
organismo, onde se inclui a saliva(39, 59, 60, 65).
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Xie Z, et al(7, 37) detetaram incongruéncias entre os niveis de expressao
de 25 miRNA’s salivares, ao analisarem o grupo de controlo (saudavel) e grupo
de individuos com cancro esofagico. Na fase de validagdo, reduziram a 4 os
miRNA’s que se apresentavam com expressao significativamente aumentada
nos individuos com cancro esofagico, sendo eles: miR-10b, miR-144 e miR-
451, na saliva total;, miR-10b, miR-144, miR-451 e miR-21, na saliva
sobrenadante. Segundo os autores, os miRNA’s miR-10b, miR-144 e miR-451
presentes na saliva total e na saliva sobrenadante apresentaram uma
correlagao significativa — o que vem sugerir que a capacidade de discriminagéo
dos dois tipos de saliva é bastante similar. Neste estudo, o miR-21 estava com
expressao aumentada apenas na saliva sobrenadante dos individuos com
cancro esofagico, o que pode sugerir que esteja apenas em maior quantidade
em circulagdo nos fluidos corporais, como plasma e saliva(7). Com esta
investigacéo, os autores sugerem que os miRNA’s salivares identificados, e em
particular o miR-21 da saliva sobrenadante, tém o potencial de se assumirem
como biomarcadores do cancro esofagico, auxiliando no diagndéstico precoce
do mesmo(7, 37, 60).

O miR-21 esta intimamente relacionado com varios cancros, com especial
ligacdo aqueles do trato gastrointestinal. O cancro esofagico ndo € excecgéo,
podendo-se encontrar no plasma uma quantidade aumentada de mir-21 (assim
como nos cancros gastrico, pancreatico e colorretal, por exemplo)(7, 59, 60). O
miR-21 parece estar envolvido na patogénese, desenvolvimento e metastase

do cancro(59).

Chen X, et al(42) realizaram um estudo em que associaram a microbiota
oral com o risco de desenvolvimento de carcinoma de células escamosas do
esofago, algo que podera ser encarado no ambito dos marcadores bioldgicos,
mas ja numa vertente preventiva e ndo tanto de diagnostico(42, 66). Os autores
chegaram a conclus&o que os individuos com carcinoma de células escamosas
apresentavam, de uma forma geral, uma reducdo da diversidade da
comunidade bacteriana, quando comparados com o grupo de controlo
(saudaveis) e o grupo com displasia. Estes dado vém ao encontro de

evidéncias que sugerem um papel importante da microbiota residente na
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evolugdo da carcinogénese(42, 67). No entanto, os autores ndo conseguiram
inferir se essa reducao se deve ao aparecimento e instalagdo do carcinoma ou
se é algo que causa o carcinoma. Chen X, et al(42) chegaram a conclusao que
0 género Mycoplasma (associado a outros tipos de cancro, como o gastrico e
do colon, e resistente aos antibidticos mais comuns) se encontrava mais
presente no grupo de individuos com carcinoma de células escamosas do
es6fago. De igual forma, existia uma maior abundancia de dos géneros
Prevotella e Streptococcus no referido grupo, quando comparado com os
grupos saudavel e de displasia(42). Estes dois géneros de bactérias
representavam cerca de 65% da microbiota total dos individuos com carcinoma
— em evidéncia a baixa diversidade-, e apesar de serem geralmente nao
patogénicos para o hospedeiro, ja foram associados a cancros oral e do trato
digestivo superior(42, 66). O microbioma oral pode, entdo, desempenhar um
papel importante no aparecimento de cancro — novo potencial biomarcador
salivar(66).

> Cancro Gastrico

Xiao H, et al(48) realizaram um estudo protedmico quantitativo para
discriminar e identificar biomarcadores salivares passiveis de serem utilizados
para detecdo do cancro gastrico. Nesse sentido, analisaram e compararam
proteinas salivares entre grupo de individuos com cancro gastrico e grupo de
controlo (saudavel). Foram identificadas 48 proteinas com expressao
significativamente diferenciada entre os dois grupos, mas somente 3 dessas
foram selecionadas, pois apresentavam capacidade de diferenciar os
individuos com cancro gastrico do grupo de controlo, nomeadamente: CSTB,
TPI1 e DMBT1. As trés proteinas mencionadas encontravam-se com baixa
expressao nos individuos com cancro. Xiao H, et al(48) conseguiram
demonstrar com estes resultados encorajadores que a saliva tem potencial
para ser utilizada para detecdo de cancro gastrico, fazendo-se a analise e
quantificacdo destes biomarcadores salivares — a combinagdo dessas trés
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proteinas alcangou uma sensibilidade de 85% e uma especificidade de 80%
para detecdo de cancro gastrico.

Salazar CR, et al(46) efetuaram um estudo que visou demonstrar que
individuos com doenga periodontal, com grandes indices de colonizagdo de
agentes patogénicos periodontais, ttm um risco acrescido de vir a desenvolver
lesbes gastricas pré-cancerosas. Os autores recolheram amostras de saliva e
placa dentaria, que foram testadas por PCR quantitativo em tempo real para
analisar os niveis de DNA dos agentes patogénicos associados a doencga
periodontal. Salazar CR, et al(46) obtiveram resultados que mostram
associacdo positiva entre as espécies bacterianas selecionadas - A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. denticola, presentes na placa — e a
presenca de lesbes gastricas pré-cancerosas, embora estas relagdes né&o
tenham alcangado a desejada significancia estatistica. Para tentar contornar
este facto, Salazar CR, et al(46) procuraram correlacionar diferentes graus de
gravidade de doenca periodontal com lesdes pré-cancerosas. Deste modo, os
autores conseguiram observar associagado positiva e consistente entre os
agentes patogénicos periodontais e lesbes gastricas pré-cancerosas, em
individuos com sintomas mais severos de doenga periodontal — com destaque
para A. actinomycetemcomitans que se encontrava bastante elevada.
Sugerindo que niveis superiores de agentes patogénicos periodontais, em
individuos com maior percentagem de hemorragia pés-sondagem e bolsas
periodontais profundas, sao indicadores de uma infecdo especifica a longo
termo com efeito mais exuberante na inflamagédo geral. Foi proposto que a
infecao periodontal podera estar relacionada com o desenvolvimento de cancro
gastrico, sendo que as bactérias destacadas poderéo ter potencial para serem
usadas como biomarcadores preventivos e de analise da probabilidade de

ocorréncia de cancro.

Wu ZZ, et al(47) investigaram novo método para diagndstico precoce de
cancro gastrico, tendo analisado proteinas salivares através de espectrometria
de massa e testado as variagbes de proteoma da saliva entre individuos com
cancro gastrico e grupo de controlo (saudavel). Os autores constataram

diferengas entre os individuos com cancro e os saudaveis, o que veio reforcar
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as suas convicgdes de que o meétodo que aplicaram seria de interesse para
auxilio do diagnéstico precoce do cancro gastrico. As variagdes resumiram-se a
4 proteinas — 1472.78 Da, 2936.49 Da, 6556.81 Da e 7081.17 Da. Wu ZZ, et
al(47) observaram que a proteina 1472.78 Da era a que mais se diferenciava
entre grupos, estando significativamente elevada nos individuos com cancro
gastrico. Constataram ainda que apenas a proteina 6556.81 Da se encontrava
com menor expressao nos individuos com doencga, quando comparado com o

grupo de controlo.

Maejima R, et al(45) realizaram um estudo envolvendo individuos com
deficiéncia no gene ALDHZ2, que aumenta o risco de ocorréncia de cancro do
trato gastrointestinal (superior) quando associado ao consumo de alcool. Os
autores constataram que niveis aumentados de acetaldeido ndo s6 foram
encontrados na mucosa gastrica, mas também na saliva de individuos com
deficiéncia no gene ALDH2. Maejima R, et al(45) concluiram que a informagao
recolhida do seu estudo abre novas perspetivas para prevengdo do cancro
gastrico, particularmente nos individuos com deficiéncia no gene ALDH2,
gastrite atrofica, infecdo pela Helicobacter pylori e com administragao regular
de farmacos inibidores da bomba de protdes.

> Cancro Pancreatico

Xie Z, et al(12) realizaram uma investigagdo no ambito do cancro
pancreatico com possivel ressegédo cirurgica, com o intuito de identificar
mMiRNA’s salivares que pudessem ser usados como biomarcadores para
detecdo do mesmo. Os autores analisaram o perfil de miRNA’S salivares entre
o grupo de controlo (saudavel) e pacientes com cancro pancreatico passivel de
ressecdo. Xie Z, et al(12) avaliaram os miRNA’s salivares validados dentro de
trés categorias discriminadas: pacientes com cancro pancreatico versus grupo
controlo; pacientes com cancro pancreatico versus grupo com tumor
pancreatico benigno; e pacientes com cancro pancreatico versus grupo sem
cancro (saudavel e tumor benigno). Os resultados que Xie Z, et al(12)

obtiveram foram elucidativos, pois identificaram os miRNA’s salivares miR-
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3679-5p (com expressao significativamente reduzida no cancro pancreatico) e
miR-940 (com expressao significativamente aumentada no cancro
pancreatico)(11) como potenciais biomarcadores discriminatérios e
diferenciadores do cancro pancreatico em relagdo aos grupos ndo portadores
de cancro. A sensibilidade e especificidade dos resultados rondaram os 60-
80%, numeros superiores aqueles que caracterizam o biomarcador (sanguineo)
mais utilizado para detecdo do cancro pancreatico, CA19-9(11, 12, 54-56). A
combinagao do miR-3679-5p com miR-940 aumenta o poder discriminatério de
detecdo do cancro pancreatico. Ambos os miRNA’s demonstraram capacidade
para diferenciar tumor pancreatico benigno do cancro, com relativa
sensibilidade e especificidade(12). Futuros estudos prospetivos séo
necessarios para melhores esclarecimentos, porém este estudo revelou-se
viavel, dando boas indicagbes no sentido de auxilio do diagndstico precoce do

cancro pancreatico.

Humeau M, et al(6) testaram mais de 90 microRNA’s, tendo identificado 3
principais que se encontravam significativamente desregulados na saliva de
individuos com cancro pancreatico, em comparagéo com o grupo de controlo —
hsa-miR-21, hsa-miR-23a e hsa-miR-23b(11).0Os autores constataram que
esses trés mMRNA’s se encontravam estritamente na saliva dos pacientes com
cancro, com uma grande sensibilidade associada. Humeau M, et al(6)
chegaram a conclusdo que hsa-miR-21, hsa-miR-23a e hsa-miR-23b estédo
também presentes na saliva de pacientes com pancreatite, o que pode ser
explicado pelo facto de esta ser uma lesédo precursora bem caracterizada do
cancro pancreatico. Por outro lado, caso estes trés miRNA’s estejam com
expressao elevada em doentes com pancreatite, o risco de virem a desenvolver
cancro pancreatico parece ser elevado. Humeau M, et al(6) reclamam com o
seu estudo a importancia destes trés miRNA’s, como biomarcadores salivares,
para a detecdo precoce do cancro pancreatico. Os autores deram especial
destaque ao hsa-mir-21, sobejamente referenciado na literatura oncoldgica,
onde se inclui o cancro pancreatico(68). O hsa-miR-21 surge maioritariamente
com grande expressao no cancro pancreatico, sendo um indicativo de mau

prognostico, ma resposta ao tratamento e/ou indicador de metastases(6, 68).
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Xie Z, et al(54) conduziram um estudo com o intuito de identificar
INcRNA’s salivares que pudessem ser usados como marcadores biologicos
para diagnostico do cancro pancreatico. Os autores direcionaram o seu estudo
partindo de 5 IncRNA’'s que tém vindo a ser associados com cancro
pancreatico — H19, HOTAIR, HOTTIP, MALAT1 e PVT1. Xie Z, et al(54)
mediram a expressdo desses 5 IncRNA’s recorrendo a reacao de
polimerizacdo em cadeia quantitativa (QPCR). Apos essa analise, os autores
concluiram que HOTAIR e PVT1, com expressao significativamente aumentada
nos individuos com cancro pancreatico, sdo os IncRNA’s que demonstram
maior potencial para constituirem biomarcadores salivares para detecdo do
cancro pancreatico — HOTAIR e PVT1 salivares possuem bom poder
discriminatério entre individuos saudaveis e pacientes com tumor pancreatico
benigno, com especificidade e sensibilidade a variarem entre os 60-100%. Xie
Z, et al(54) concluiram ainda que apos pancreatectomia, sem recidiva durante
6 meses, os niveis de expressdo de HOTAIR e PVT1 nos pacientes com
cancro sofreram uma redugado significativa. Ja os niveis salivares dos dois
referidos INcCRNA’s ndo apresentavam diferengas significativas entre individuos
com tumor benigno e os saudaveis, sugerindo que apenas ocorre aumento de

expressao ao se desenvolver o cancro pancreatico.

Machida T, et al(11) realizaram um estudo com o intuito de identificar
mMiRNA’'s em exossomas salivares que pudessem ser usados como
biomarcadores para diagnéstico de cancro do pancreas. Partindo do
pressuposto que o perfil de expressdo de miRNA’s na saliva € similar ao do
plasma, debrugcaram-se em quatro miRNA’s — miR-1246, miR-3976, miR-4306
e miR-4644. Os autores avaliaram a expressao dos miRNA’s e chegaram a
conclusdo que o miR-1246 e miR-4644 se apresentavam em niveis
significativamente superiores no grupo de individuos com cancro do pancreas —
miRNA’s com potencial para serem biomarcadores discriminatorios. Machida T,
et al(11) alcangaram sensibilidade e especificidade para detegdo de cancro
pancreatico, utilizando esses exossomas salivares, de 66,7% e 100% para o
miR-1246 e de 75% e 76,9% para miR-4644, respetivamente. A combinacao

dos dois miRNA’s nos exossomas salivares aumentou a sensibilidade para o
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diagnostico de cancro pancreatico. Os autores concluiram ainda que que o
miR-1246 salivar parece estar associado com marcadores plasmaticos do
cancro do pancreas, nomeadamente com o CA19-9.

Zhang L, et al(65) desenvolveram um estudo com o objetivo de identificar
biomarcadores salivares com potencial para detetar cancro pancreatico,
fazendo uso de saliva sobrenadante. Os autores, partindo de 12 mRNA’s
reduziram-nos a uma combinagédo de 4 mRNA’s(56) com potencial para serem
biomarcadores salivares capazes de diferenciar os pacientes com cancro
pancreatico do grupo de individuos sem cancro (saudaveis e com pancreatite
cronica) — KRAS, MDB3L2, ACRV1 e DPM1. Zhang L, et al(65) conseguiram
obter uma sensibilidade de 90% e especificidade de 95% com a combinacao
dos 4 mRNA’s referidos, estes biomarcadores salivares associados possuem
um consideravel poder discriminatério para diferenciar entre pacientes com
cancro do pancreas e individuos ndo acometidos por cancro(55, 56). O KRAS
assume particular interesse, pois trata-se um marcador biolégico presente na
saliva e que normalmente é um alvo molecular mutado no cancro

pancreatico(55).

Farrel J, et al(67) realizaram um estudo em que observaram uma
associacdo entre a variacdo da microbiota salivar de pacientes com cancro
pancreatico e de individuos do grupo de controlo (saudaveis e com pancreatite
cronica). Os autores concluiram com 96,4% de sensibilidade e 82,1% de
especificidade, que a combinacdo de dois biomarcadores bacterianos — N.
elongata e S. mitis — tinham a capacidade de distinguir entre pacientes com
cancro pancreatico e pacientes saudaveis, apresentando-se com niveis
significativamente baixos nos pacientes com cancro. Farrel J, et al(57) referem
no seu estudo que os lipopolissacarideos presentes nas bactérias podem
alterar a atividade das células imunoldgicas e, ainda, atuar em determinadas
células epiteliais, onde se incluem as células cancerigenas, promovendo a
transformacéao fenotipica das mesmas. Todos estes fatores podem explicar a
possivel ligagdo entre inflamacgao persistente e desenvolvimento e progresséo

do cancro.
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6 Conclusao

No presente trabalho foram apresentadas e exploradas algumas das
patologias mais frequentes do trato gastrointestinal, a nivel global. Patologias
essas com diferentes etiopatogenias e grau de gravidade das perturbagdes e
desordens causadas ao estado de saude e qualidade de vida dos doentes —
doencgas com génese inflamatoria (autoimune) ou neoplasica. Atualmente, urge
a necessidade da detegcdo precoce das demais patologias, com o intuito de
assegurar um melhor prognostico e uma eliminagdo/controlo mais eficaz e
efetivo da doenga com o menor indice de comprometimento da qualidade de
vida dos doentes — a saliva surge, entdo, como um promissor fluido corporal
que pode ser utilizado pelos profissionais de saude para o diagnostico precoce
de determinadas enfermidades, através de marcadores bioldgicos presentes na

sua composigao(1).

Os diferentes investigadores consultados reunem consenso ao referirem
que mais estudos sdo essenciais e imprescindiveis para que biomarcadores
salivares possam ser usados como ferramentas de diagndstico inequivocas de
patologias do trato gastrointestinal, porém ressalvam o seu grande potencial na
detecdo precoce, monitorizacdo e indicagdo terapéutica de doencas
sistémicas(3, 60). E também verdade que a saliva parece fornecer menos
informacdo que os meios auxiliares de diagnostico convencionais (analises
sanguineas, por exemplo), atendendo aos desenvolvimentos até a presente
data(39). No entanto, € indubitavel a relevancia que tem e tera enquanto
recurso para identificagdo de biomarcadores de diversas patologias sistémicas,
assumindo um papel relevante para o auxilio do diagndstico precoce e, por
conseguinte, melhorando o progndstico, com claro destaque para as que foram
enumeradas e exploradas na presente dissertacdo(14, 39).
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