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Resumo

O cancro oral é um flagelo comum, podendo passar despercebido devido as suas
caracteristicas clinicas, que podem ser confundidas com outro tipo de lesdes benignas. E, por
isso, frequentemente detetado num estado avancado, apresentando elevadas taxas de
mortalidade. O objetivo deste trabalho é de recolher as informaces mais relevantes acerca dos
biomarcadores salivares do cancro oral que permitam um diagndstico precoce. Para tal, foram
procurados e analisados diversos artigos cientificos indexados na base de dados online PubMed.
Os resultados obtidos foram promissores, existindo diversas proteinas salivares capazes de
detetar com elevada eficacia a presenca de neoplasias orais em estados precoces, através da sua
andlise individual ou em conjunto com outros biomarcadores. Contudo, sdo necessarios mais
estudos com um maior ndmero de participantes, de modo a validar um conjunto de
biomarcadores e procedimentos de analise que possam ser utilizados universalmente por todos os

profissionais de saude.

Palavras-chave: cancro oral, carcinoma epidermoide, saliva, biomarcadores, proteinas salivares,
defensina, interleucina, citoqueratina, cd44

Abstract

Oral cancer is a common scourge that may go largely unnoticed due to its clinical
characteristics, which can be easily mistaken with other types of benign lesions. Therefore, it’s
often detected in an advanced stage, presenting a high mortality rate. This essay’s goal is to
gather the most relevant information about salivary biomarkers for oral cancer that allows early
diagnosis. Several scientific articles indexed in PubMed online database were searched and
analyzed. The results were promising, several salivary proteins were found capable of detecting
with high efficacy the presence of oral cancer in early states, through their individual analysis or
in conjunction with other biomarkers. Nonetheless, further studies with a larger number of
participants are needed, in order to validate a set of biomarkers and analysis procedures that can

be universally used by all healthcare professionals.

Keywords: oral cancer, squamous cell carcinoma, saliva, biomarker, salivary proteins, defensin,
interleukin, cytokeratin, cd44
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1. Introducéao

O cancro oral é um dos mais comuns no mundo, sendo mais frequente em pacientes que
apresentem alto indice de consumo de tabaco, bebidas alcoolicas e exposicdo ao virus do
papiloma humano (HPV) tipos 16 e 18. [**] Nos Estados Unidos da América, para o ano de 2013
séo previstos 41.000 novos casos de cancro na cavidade oral e faringe, dos quais 7.800 resultardo
em morte. 1 Em Portugal, dados de 2008 mostram que as neoplasias do labio e cavidade oral
foram responsaveis pela morte de cerca de 350 pessoas anualmente, com uma incidéncia de 1025
NOVOS casos anuais. A situacdo torna-se mais preocupante analisando o panorama europeu, onde
Portugal figura em sexto lugar na classificacdo de paises com maior incidéncia desta patologia.
6. 71 A taxa de incidéncia é duas vezes mais elevada em pessoas do sexo masculino do que
feminino. Durante 4 anos, de 2005 a 2009, a taxa de incidéncia manteve-se estavel nos pacientes
de sexo masculino, diminuindo a um ritmo de 0,9% por ano nas mulheres. Contudo, nos Estados
Unidos da América, estudos mais recentes mostraram que a incidéncia esta a aumentar para

cancros da orofaringe associados ao HPV. [°
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Figura 1 - Taxa de incidéncia e mortalidade dos tipos de a superficie ventral da lingua, o

cancro em Portugal (Globocan, 2008) pavimento da boca, labio inferior,
palato mole e gengiva. Morfologicamente, nos estados iniciais o cancro apresenta-se em forma
de placas firmes e elevadas ou como &reas de mucosa espessa irregular, &spera ou verrugosa,
sendo facilmente confundida com uma leucoplasia. Ha medida que estas lesdes progridem, criam

massas ulceradas e salientes com bordos irregulares. Histologicamente estas lesGes apresentam-
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se como displasias que podem tornar-se carcinoma in situ — uma displasia que afeta toda a
espessura da mucosa - antes de invadir o tecido conjuntivo. O carcinoma apresenta uma
multiplicidade de comportamentos e caracteristicas, podendo ir de neoplasias queratinizantes
bem diferenciadas a tumores anaplésicos, de lenta ou rapida progressdo. Os tumores tém
tendéncia a infiltrar-se localmente antes de metastizarem para outros locais tais como o0s nédulos
linfaticos cervicais, ou para 6rgdos mais distantes tais como os pulmdes, figado, 0ssos e nodulos
linfaticos do mediastino.®

Tabela I- Incidéncia, Mortalidade e Prevaléncia dos varios tipos de cancro em Portugal. (GLOBOCAN, 2008)

Incidéncia Mortalidade Prevaléncia a 5 anos
Tipo de Cancro
Coloretal 6952 16.1 31.4 3691 15.2 14.6 19126 16.3 211.6
Mama 5333 12.3 60.0 1537 6.3 135 21272 18.2 451.7
Prostata 5140 11.9 50.1 2021 8.3 15.2 19440 16.6 449.2
Pulméo 3288 7.6 16.4 3319 13.7 15.8 3771 3.2 41.7
Estdmago 2889 6.7 13.7 2423 10.0 10.4 4814 41 53.3
Bexiga 1935 45 85 721 3.0 25 5915 5.0 65.4
_Linfoma 1476 3.4 8.0 697 29 3.1 3934 3.4 435
ndo-Hodgkin
Leucemia 1087 2.5 6.5 784 3.2 3.7 2426 2.1 26.9
L 1025 24 5.8 341 14 18 2681 23 29.7
cavidade oral : ' : : : :
i e 989 2.3 6.3 753 3.1 43 1142 1.0 12.6
Sistema Nervoso ' ' ' ' ' '
Colo do Utero 949 2.2 12.2 346 1.4 3.6 3097 2.6 65.8
Corpo do Utero 852 2.0 7.7 199 0.8 14 3003 2.6 63.8
Pancreas 807 1.9 3.7 1064 4.4 45 524 0.4 5.8
Melanoma da Pele 799 1.8 4.7 219 0.9 1.1 2905 25 32.2
Rim 691 1.6 3.8 347 1.4 1.4 2130 1.8 23.6
Tiroide 635 1.5 4.8 66 0.3 0.3 2739 2.3 30.3
Eso6fago 634 15 3.5 607 2.5 3.2 716 0.6 7.9
Laringe 612 1.4 35 416 1.7 2.2 1833 1.6 20.3

Todos os cancros
(excetuando 43284 100.0 223.2 24302 100.0 106.3 117186 100.0 1296.8
melanoma da pele)

Valores de incidéncia e mortalidade para todas as idades. Prevaléncia a 5 anos apenas para a populagédo adulta.
Age-standardised Rate (ASR) mundial e proporgdes por cada 100,000 pessoas



Tabela 11- Taxas padronizadas de cancro do lbio e cavidade oralna  AS neoplasias da cabega e do
Europa, por cada 100.000 pessoas. (GLOBOCAN, 2008) (6]

T Hungria 9.40 21 Vol 226 ] Pescoco sdo classificadas com um
2 Espanha 6.67 22 Sérvia 422 | estadiamento de | a IV baseada na
3 Albania 666 23 Polénia 416 | classificacdo da American Joint
4 Eslovaquia 6.35 24 Moldova 4,10 ]
5 Luxemburgo 266 o5 Italia 4.03 Committee on Cancer tumor-node-
6 Portugal 579 26  Alemanha 397 | metastisis-staging system. [!

Franga - .
7 (metropolitana) 5.68 27 Bulgaria 393 | Quando descoberto no seu primeiro
8 Bélgica 553 28 Noruega 377 | estado (1), sem invasdo dos nddulos
9 Croécia 5.40 29 Finlandia 3.73 linfati tecid di ¢
10 Montenegro 5.36 30 Irlanda 3.72 Infalicos € {ecidos adjacentes, o
11 Dinamarca 5.28 31 Suécia 369 | cancro oral tem uma taxa de
12 Russia 4.82 32 Reino Unido 3.63 sobrevida a 5 anos de
13 Roménia 4.81 33 Suica 3.58

; i o)

14 Estonia 478 34 Austria 351 aproximadamente ~ 82%.  Quando
15 Ucrania 4.67 35 Macedénia 343 | existe envolvimento dos nodulos
. , Bosnia- P . .

16 Bielorrissia 4.66 36 Herzegovina 337 | linfaticos ou tecidos adjacentes

18 Paises Baixos 4.66 38 Islandia 2.54 0 .
19 Rep. Checa 4.52 39 Chipre s00 | 27%. Num estado mais avangado
20 Lituénia 4.40 40 Grécia 176 | (Il e 1V), com envolvimento de

outros Orgdos esta percentagem é tdo baixa como 30%. [ 191 A sobrevida também é
marcadamente diminuida aquando da formacdo de diversos tumores primarios — a taxa de
formacdo de novos tumores primarios nesta patologia esta entre 3% a 7% por ano, mais alta do
que qualquer outro cancro maligno. [ Midltiplos tumores primarios desenvolvem-se
independentemente no trato aerodigestivo superior como resultado de anos de exposic¢do cronica
da mucosa a componentes cancerigenos. Devido a este fenomeno conhecido como “field
cancerization”, um individuo que sobreviva 5 anos apés a descoberta e tratamento do seu tumor
inicial, tem 35% de probabilidade de desenvolver um novo tumor primario durante esse periodo.
(121 A taxa de sobrevivéncia apos a descoberta do primeiro tumor é alta, desde que seja
descoberto no estado inicial, mas em individuos que desenvolvam mais tumores primarios a taxa

de mortalidade é elevada, sendo a principal causa de morte em pacientes com esta doenca. 1%l

De acordo com a maioria dos autores, a taxa de sobrevivéncia de pacientes com este tipo
de patologia ndo sofreu alteraces significativas nas ultimas décadas ™™ 4 51 ao contrario da
Sociedade Americana de Cancro, que afirma que a taxa de mortalidade tem vindo a diminuir

lentamente, com uma diminuicdo mais expressiva nos anos de 2005 a 2009. B
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Figura 2 - Incidéncia padronizada por idade do cancro do labio e cavidade oral na Europa. Dados por 100.000
pessoas, sem distingdo de género ou idade. (GLOBOCAN, 2008)

A patogénese do carcinoma epidermoide € multifatorial, estando associado a uma
utilizacdo cronica de tabaco e alcool, sendo que pessoas que simultaneamente fumam e ingerem
bebidas alcodlicas tém um risco aumentado devido ao efeito sinérgico que estes dois fatores
apresentam no desenvolvimento da doenca. O HPV (tipos 16 e 18) também esta implicado no
desenvolvimento.[**! Devido a cronicidade destes habitos, o carcinoma epidermoide é
considerada uma doenca de individuos de meia-idade. 1 Além do tabaco e alcool, existem
evidéncias que apontam para um risco aumentado em pacientes com historia familiar de
carcinoma oral, devido a uma instabilidade genética herdada. [*8! Fumar cachimbo e a radiacio
actinica também se apresentam como fatores para o cancro localizado no labio inferior. [
A nivel molecular, a evolucdo da doencga envolve a ativacdo de oncogenes e a inativagdo de
genes supressores tumorais numa dada populagéo celular. Embora néo tenham sido descobertas

todas as alteracGes genéticas envolvidas no processo de carcinogénese, Mao et al. determinaram



um modelo molecular do desenvolvimento da neoplasia, comegando com a perda de informacéo
genética de 3p e 9p21. ¥ A inibicdo do gene p16, uma cinase dependente de ciclina, resulta da
perda de heterozigosidade em conjunto com a hipermetilacdo do promotor. A nivel histoldgico,
esta alteracdo manifesta-se na passagem de um tecido normal para uma hiperqueratose ou
hiperplasia, sem ocorrer displasia. A perda de heterozigosidade a nivel de 17p com a

subsequente mutacdo de p53, um importante supressor tumoral, leva a que ocorra a displasia. 2%

Tabela I11- Alteracdes histologicas e moleculares no desenvolvimento do OSCC (Robbins and Cotran, 2010)
Alterac0es histoldgicas

Sem alteraces Hiperqueratose / Displasia leve a I?léglr%si:]%sn?;?;a Carcinoma
detectaveis Hiperplasia moderada i Epidermoide
|

Alteragdes moleculares

11913 (ciclina
9p21 (p16) 3p 17p13 (p53) D) 44, 6p, 8p,
13q, 14q

Sem alteracOes
detectaveis

De acordo com Rosin et al., alteracbes genéticas graves bem como dele¢cdes em 4q, 6p,
8p, 11q, 13q, e 14q podem ser usadas como um bom fator de progressdo para malignidade. [?l
Segundo alguns estudos, em estados avancados de displasia, a amplificacdo e sobre-expresséo do
gene da ciclina D1, que ativa constitutivamente a progressao do ciclo celular, localizado no
cromossoma 11q13 confere a célula uma capacidade invasiva. [?1

A taxa de sobrevivéncia e o prognoéstico dos pacientes dependem da altura em que a lesdo
é detetada, sendo que quanto mais precoce o diagnostico é efetuado melhor o prognéstico. 2 "
23261 Os indicadores tradicionais de prognostico incluem o tamanho do tumor, estadiamento,
idade, estado dos recetores esteroides, estado de menopausa, entre outros. O sistema de
estadiamento histologico tem sido utilizado durante varias décadas classificando o OSCC como
altamente diferenciado, moderadamente diferenciado ou pouco diferenciado, prevendo o seu
comportamento clinico. Contudo, esta classificacdo baseada na diferenciacdo ou maturacdo das



células tumorais em cooperacdo com indicadores fisiologicos para prognostico continua a ser
insatisfatoria.[?" 281

Atualmente, a detecdo do OSCC é clinica, baseando-se no exame do trato aéreo superior
e em andlises histoldgicas, contudo pode passar despercebido e até mesmo indetetavel em locais
pouco acessiveis tais como as criptas da base da lingua ou amigdalas.?® 2 20 Além do mais, a
analise histolégica pressupde a ocorréncia de trés eventos separados: 0 exame oral para detetar a
lesdo suspeita; a biopsia ou o esfregaco e por Gltimo a analise patoldgica. [**! Pelo contréario, a
andlise de substancias salivares cuja concentracdo se altera mediante a presenca de patologia
apresenta-se como sendo um método simples e ndo invasivo para fazer um diagnostico precoce
do cancro oral, ajudando também a analisar a progressdo da doenca e respostas a tratamentos
efetuados. BY Tais substancias sdo denominadas por biomarcadores, discutidos em detalhe na
secdo 4. 2

A falta de um conjunto de biomarcadores salivares estandardizado para a detecdo precoce
do cancro oral, bem como a falta de um meétodo padrdo de analise, s@o 0s principais problemas
que se colocam no desenvolvimento deste método de diagndstico. 51 Bastantes diagndsticos
baseados em analises moleculares com diferentes graus de especificidade e sensibilidade foram
usados para detetar o OSCC, entre eles marcadores de ADN, instabilidade de microssatélites, a
presenca do HPV e detecdo de sequéncias genomicas do virus Epstein-Barr.33-31 A analise de
microssatélites revela-se promissora, tendo sido encontrado um painel de 23 marcadores capazes
de identificar o OSCC em 79% dos pacientes analisados. Contudo, a analise de microssatélites
ndo é sensivel e necessita de uma grande quantidade de ADN tumoral, normalmente na relacéo
de 1 célula tumoral para 200 saudaveis, aléem de ser necessaria uma grande quantidade de
biomarcadores, o que torna dificil a execucdo do teste em varios pacientes.F7-% Entre outros
biomarcadores, destacam-se as proteinas libertadas para o fluido salivar pelas células tumorais,
entre elas a CD44, fragmentos de citoqueratina 19 e niveis de telomerase. [+ 42



2. Materiais e Métodos

A base de dados PUBMED foi a utilizada para procurar os artigos relevantes para esta
revisdo bibliogréafica, sendo utilizados termos MeSH e palavras de modo a pesquisar na extensa
base de dados. A formula de pesquisa foi “(Saliva AND Biomarker) AND (OSCC OR "Oral
cancer” OR HNSCC OR "Squamous Cell Carcinoma")”;*“(cytokeratin OR cyfra OR Defensin
OR CD44 OR Interleukin) AND (biomarker OR marker) AND saliva AND (OSCC OR "Oral
cancer” OR HNSCC OR "Squamous Cell Carcinoma™ or Dysplasia)”. Nos critérios de inclusdo
foram aceites todos os artigos escritos nos Gltimos cinco anos, que associassem o cancro oral,
saliva e a analise de biomarcadores. De seguida, e apds analise e escolha dos biomarcadores
especificos a rever, foram aceites todos os artigos que se relacionassem com as premissas
pesquisadas sem qualquer restricdo temporal. Foram também consultados livros contendo
informacdo clinica sobre o cancro oral e websites que disponibilizam as estatisticas mais recentes

sobre a patologia.

3. A Saliva

A saliva humana contém diversos tipos de péptidos e proteinas que desempenham variadas
fungdes fisiologicas, tendo a particularidade de mimetizar as condigfes de satde oral e sistémica,
tornando-se numa ferramenta de diagnostico clinico particularmente atrativa. (> 4 No passado,
a literatura apenas relacionava a saliva com alteragdes nas estruturas da cavidade oral, como a
denticéo, periodonto, lingua e mucosa oral.[*! Contudo, desde o advento da eletroforese em gel
bidimensional tém sido descobertas cada vez mais proteinas salivares que podem ser usadas
como potenciais biomarcadores.*! O grande desafio reside na descoberta de biomarcadores
especificos para as vérias doencas entre a composicdo complexa da saliva e avaliar a
sensibilidade e especificidade desses mesmos biomarcadores.*8! A grande variabilidade de
proteinas existentes, bem como a igualmente diversa gama de concentragdes (variando de mg/ml
como no caso da albumina a pg/ml no caso das citocinas) torna a analise do proteoma salivar

humano (HSP) num desafio. (521

3.1 Composicao

Os fluidos orgénicos originam-se maioritariamente nos trés pares de glandulas salivares
major, as parétidas, sublinguais e submandibulares, além de um grande ndmero de glandulas

salivares minor. As parétidas sdo compostas inteiramente por glandulas serosas uma vez que nao
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secretam mucina, enquanto que as sublinguais e submandibulares séo classificadas como sendo
glandulas muco-serosas. No grupo das glandulas minor encontramos as glandulas de VVon Ebner
e as glandulas linguais anteriores. 7]

Noventa e nove por cento da saliva é composta por agua, sendo que a concentracdo dos
componentes sélidos dissolvidos varia de pessoa para pessoa podendo até mesmo variar no
préprio individuo durante alturas distintas do dia. As espécies inorganicas sdo compostas
principalmente por ides fortes e fracos incluindo Na*, K*, CI,, Ca®*, HPOz*> , HCO®* , Mg’ e
NHs. Os componentes organicos consistem principalmente em produtos da secrecdo corporal
tais como ureia, &cido Urico e creatinina; putrescina e cadaverina em pequenas quantidades;

colesterol, acidos gordos e mais de 400 tipos diferentes de proteinas, sendo que as mais comuns

encontram-se descritas na Tabela V. [32 48]

Tabela V- Proteinas presentes na composicéo salivar e suas func¢ées (Chiappin et al., 2007)

Proteina salivar

Concentracao

a-amilase
Albumina
Cistatinas
Histatina
IgA
Lactoferrina
Lisozima
Mucinas
PRP
Estaterina

Transferrina

Glandulas salivares
Plasma
SM (+) e SL (-)
Parotida

Linfécitos B

G. Mucosas (+) e G.

Serosas (-)
SL (+) e SM, P (-)

Glandulas mucosas

Par6tida

Parétida e
Submandibular

Plasma

Digestdo do amido

Regular a presséo
osmética do sangue

Antimicrobiano
(inibidor da cisteina-protease)

Antifangico
Antimicrobiano
Antimicrobiano
Antimicrobiano

Lubrificacdo

Ligagdo as bactérias e
polifendis da dieta
Impedir a precipitagdo
de Ca3(POs).

Transporte de ferro

3257 £ 1682 U/ml,
1080.0 + 135.6 1U/1, 476 + 191 pg/ml

0.2 + 0.1 mg/ml, 0.8-192 mg/dl

Forma 14.3 kDa 58 + 25 pg/ml;
Forma 14.2 kDa 91 * 46 pg/ml

1190 + 313 pg/ml

124.3-335.3 pg/ml

3.7+ 2.5 pg/ml

3.5-92.0 pg/ml, 21.8 + 2.5 mg/dl,
59.7-1062.3 pg/ml

MUCS5B: 2.4 £ 1.7 U/ml

PRP acidicos: 456 + 139 pg/ml
PRP basicos:165 + 69 pg/ml

4.93 £ 0.61 pmol/l, 36 £ 18 pg/ml

0.58 + 0.2 mg/dl

Total de proteinas

0.47 £ 0.19 mg/ml, 0.9 + 0.2 mg/ml,
4.3-710.0 mg/dl, 2.67 + 0.54 mg/ml




3.2 Reflexo das condigdes sistémicas e vantagens como método de analise

Através da andlise bioguimica da saliva é possivel detetar diversas condi¢bes patoldgicas
através de diferentes métodos, tais como: infegdes congeénitas, virais, agentes patogénicos da
doenca periodontal e cérie dentéaria, HIV-1, HBV, presenca de Helicobacter pylori, rubéola,
dengue, através de métodos imunoquimicos; analise de niveis hormonais, importantes na detecdo
de patologias como o sindrome de Cushing, andlise de estrogénio como forma de predicéo de
parto pré-termo, além do potencial para comercializacdo de um auto-teste para controlar o ciclo
fértil; detecdo de doencas autoimunes como o sindrome de Sjogren através da detecdo de
citocinas especificas; predicdo de suscetibilidade a doencas cardiovasculares e a detecdo de
neoplasias malignas ou pré-malignas. (3% 44 48
A razdo pela qual a saliva pode ser considerada um bom instrumento de andlise para patologias
locais (como o OSCC) e sistémicas deve-se ao facto de apenas existir uma fina camada de
epitélio a separar os ductos salivares da circulacdo sistémica proveniente da carétida, o que
permite a transferéncia de substancias do plasma sanguineo para o fluido salivar através de
transporte ativo, difusdo através de membrana celular ou difusdo passiva devido ao diferente
gradiente de concentraco.*l Além disso, a descamagido normal que ocorre a nivel do epitélio
oral torna a saliva o primeiro método de eleicdo para o rastreio e identificacdo de biomarcadores
para 0 OSCC. [*0]

Comparativamente ao sangue, que contém concentragdes de véarias proteinas com
diferentes valores e semividas variando de meros segundos a varios meses, a saliva é
constitutivamente mais simples. A sua composic¢do ndo é tdo variada e complexa, dando uma
ideia relativamente precisa do estado de salde num determinado momento. M Em ultima
andlise, a saliva contém proteinas expressas localmente além de outras substancias que podem
ser usadas como biomarcadores de doencgas, uma vez que a sua concentracdo pode variar
bastante quando esta presente alguma patologia. A dindmica da cavidade oral faz com que a
saliva secretada seja engolida e renovada constantemente, refletindo assim a atividade
metabolica dos elementos que a secretam num dado momento. Pelo contrario, 0 sangue possui
mais proteinas que a saliva, fazendo com que a pesquisa de biomarcadores (tais como
oncogenes) resulte num maior risco de interferéncia ndo especifica e uma maior probabilidade de
interagbes hidrostaticas entre as proteinas do sangue e os biomarcadores. “®! Interferéncias
adicionais podem ocorrer devido a natureza fisiologica do fluido sanguineo que conecta todos o0s
orgdos do corpo humano, sendo que os efeitos de comorbilidade de uma doenca podem

influenciar o perfil proteico de outra. Como existe uma escassez relativamente aos efeitos de
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comorbilidade na concentragcdo de biomarcadores, esta variavel pode ndo ter tanta influéncia com
uma analise salivar relativamente & analise sanguinea. (%]

Desde que a saliva foi sugerida em 1990 como método fidvel de diagndstico por
Mandel™®, tém decorrido estudos com o objetivo de identificar e catalogar o proteoma do fluido

oral, sendo criada a denominada “Salivary Proteome Knowledge Base”.[*"]

Além das vantagens na vertente bioquimica, a saliva é também um método barato de
analise, facil e ndo-invasivo, eliminando assim o custo, desconforto e dor associados a recolha de
sangue e o pudor associado a recolha de urina, sendo mais facil de armazenar. Além do mais, a
colheita de saliva pode ser realizada por pessoal minimamente qualificado e quantas vezes as

necessarias sem prejuizo para o paciente, [31 32 44,46, 48, 51]

3.3 Colheita

A saliva pode ser colhida facilmente, porém existe um conjunto de pré-requisitos que
devem ser cumpridos para que a analise subsequente reflita a realidade. Os pacientes devem ser
informados que ndo devem escovar 0s dentes antes da colheita; devem evitar a ingestdo de
comida, liquidos (excetuando agua) e pastilhas elasticas por pelo menos 30 minutos antes da
colheita. Devem também bochechar a boca com agua destilada antes da colheita. Se necessario
podem ser adicionados aditivos especificos antes da colheita ou da andlise, caso contrério as
amostras podem ser congeladas antes da analise laboratorial. A padronizacao da colheita salivar
através do cumprimento dos pré-requisitos € de suma importancia, devido aos varios fatores que
podem influenciar a composicao e fluxo salivar. Estdo disponiveis varios métodos para recolha
salivar geral, recolha de fluido crevicular, saliva dos ductos salivares e transudado mucoso,
apesar do método mais facil e fiavel ser a recolha do fluido salivar geral. A recolha ndo necessita
de ser feita por especialistas, podendo ser efetuada pelo proprio paciente. 8]

A saliva ndo-estimulada pode ser colhida para varios contentores de fluidos orais
disponiveis no mercado. Existem dois tipos de recolha deste tipo de saliva: o salivar passivo, sem
movimentos orais, que permite que a saliva escorra do labio inferior para o recipiente 2 5% ¢ o
cuspir diretamente para o coletor. Esta ultima alternativa apresenta um numero maior de
microrganismos presentes comparativamente ao salivar passivo. 521

A saliva estimulada pode ser obtida fazendo movimentos orais como, por exemplo, a
mastigacdo suave, ou utilizando acido citrico, que apresenta o potencial de estimular a secrecéo
salivar. Contudo, tem a desvantagem de baixar o pH salivar para < 3.0, podendo também

interferir com estudos imunoldgicos e hormonais. * %1 Um método eficaz de recolher a saliva
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estimulada é através da colocacdo de um rolo de algodao estéril na boca (por

exemplo o kit Salivette® da empresa Sarstedt, reproduzido na Figura 3), sendo

este mastigado durante um a dois minutos, colocado no recipiente plastico e —
centrifugado para recolher a saliva. Contudo, devido ao uso do algoddo podem

ocorrer variagbes em anélises imunologicas e enddcrinas, em que algumas
substancias ficam retidas no rolo. 1 Alternativas ao algoddo como material de

coleta incluem o poliestireno ¢, seda artificial 71 e poliéster™. Contudo, o
estudo efetuado por Lu et al. demonstra que o poliestireno e o poliéster

absorvem grande parte do estrogénio presente na saliva. °°1 Devido a estes
problemas, existe a possibilidade de recolher a saliva estimulada através de

métodos ndo-absorventes, tais como mascar um pedaco de cera de parafina de

tamanho padronizado 5% ou mastigar uma pastilha elastica de base neutra. 13 5l

Neste caso, a pastilha é colocada na boca do paciente, pedindo a este que engula

toda a saliva acumulada previamente e que comece a mastigar a um ritmo

regular, podendo-se usar um metrénomo para este efeito. Quando existir uma
acumulacéo de saliva consideravel, o paciente deve expetora-la periodicamente

para um copo de plastico descartavel pesado a priori — este procedimento deve

ser repetido até que se recolham cerca de 2 a 5ml de saliva. O volume e a taxa

de secrecdo salivar devem ser apontados, juntamente com a descri¢cdo do . .
Figura 3 - Metodo

aspeto da amostra.[*3 611 Salivette® para recolha
de saliva. (Reprodugéo do

catalogo da companhia
Sarstedt)

3.4 Armazenamento

O método de armazenamento das amostras salivares tem influéncia na concentracdo dos seus
compostos, alterando-os. 81 Apds a sua colheita, as amostras de saliva devem ser colocadas em
gelo, aliquotadas e congeladas o mais rapidamente possivel de modo a manter a sua integridade.
Se necessario deve ser também prevenido o crescimento bacteriano. A saliva contém numerosas
proteases bacterianas que podem degradar proteinas salivares importantes na analise, como por
exemplo a s-lgA que pode ser degradada & temperatura ambiente. 52 Também a concentracéo de
catecolaminas pode ser alterada uma vez que estas substancias possuem uma semivida curta e
rapida degradacio. [®2 O método de armazenamento deve ser escolhido tendo em conta as
substancias a analisar uma vez que existem compostos salivares que permanecem estaveis
durante um longo periodo 2 e outros que se degradam rapidamente apds a colheita. Chiappin et

al. listam os possiveis métodos de armazenamento: 48]
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a) Armazenar imediatamente as aliquotas de saliva sem processamento - as amostras
podem ser armazenadas a temperatura ambiente quando a andlise for efetuada até 90
minutos apds a colheita. Quando a analise é efetuada até 6 horas apos a colheita as
amostras devem ser armazenadas a 4 °C. Quando a analise é efetuada mais
tardiamente (de dias a meses), deve ser armazenada preferencialmente a -80 °C,
apesar de também ser possivel o armazenamento a -20 °C;

b) O congelamento rapido das amostras em azoto liquido, de modo a inibir a atividade
das proteases bacterianas que podem degradar compostos salivares como a s-lgal®? —
misturar cada aliquota de saliva com um igual volume de 80% de glicerol em agua,
submergindo de seguida a amostra no azoto liquido;

c) Inibir a atividade enzimatica presente na saliva através da adi¢do de inibidores
enzimaticos na proporcdo de 10:1;

d) Adicdo de azida de sddio (NaNs) as amostras de modo a retardar o crescimento
bacteriano. Contudo, a interacdo da azida de sodio com componentes da analise
imunoldgica deve ser tida em consideracéo; (63

e) Adicdo de &cido trifluoroacético (CF3COOH) a 10% em solugdo aquosa, de modo a

desnaturar enzimas salivares que podem degradar proteinas e hormonas esteroides.

4. Biomarcadores

A definicdo de biomarcador é variada, ndo existindo nenhuma que englobe adequadamente
todos os seus aspetos e aplicagfes. A Early Detection Research Network (EDRN) do National
Cancer |Institute define biomarcador como sendo qualquer alteracdo celular, bioquimica,
molecular ou genética pela qual um processo biolégico normal ou patologico pode ser
monitorizado e medido objetivamente, através medi¢des resultantes de um meio bioldgico tal
como tecidos, células ou fluidos. B 81 \Wagner et al. afirma que uma resposta fisiologica a
presenca de um carcinoma pode ser definida como biomarcador, tal como uma substancia
secretada pelo proprio carcinoma. [®! Alteragdes numa sequéncia genética, na sua expressio, na
estrutura e funcdo da proteina dai resultante, podem ser usados para detetar cancro, determinar
um prognostico e monitorizar a progressao da doenca, bem como a resposta ao tratamento. O
biomarcador deve ser estavel, ndo suscetivel a inducdo de artefactos, ndo mutavel durante o
armazenamento, deve ser determinado por uma analise especifica, sensivel, reprodutiva e

robusta; deve estar isento de fatores interferentes resultantes da dieta; deve ser acessivel num
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tecido-alvo e deve ser detetavel e mensuravel dentro dos limites de detecdo de um método de
analise considerado de confianca. 2 Idealmente, estas substancias devem ser recolhidas no soro
sanguineo, plasma, saliva, expetoracdo, urina e outros fluidos corporais que permitam um
método de detecdo ndo invasivo. [

Novas descobertas na area da oncologia molecular e biologia do cancro demonstraram que a
acumulacdo de alteracGes genéticas leva a que lesdes displasicas ou neoplasicas evoluam para
derivados altamente malignos — este processo nao envolve apenas envolve células tumorais mas
também ceélulas normais como fibroblastos, células da imunidade inata e adaptativa, células
epiteliais e células endoteliais, no microambiente tumoral. ¢ Moléculas derivadas de células
tumorais tais como fatores angiogénicos e quimiocinas dettm um papel importante na génese,
manutencdo e expansdo do tumor, facto pelo qual se tornam boas candidatas a biomarcadores

tumorais. ©”

4.1 Uso no diagndstico de Cancro Oral

Apesar de terem sido publicados centenas de artigos relatando a descoberta de biomarcadores
com potencial uso clinico, apenas alguns chegaram de facto a ser usados. ** ¢ Um biomarcador
frequentemente usado para avaliar o OSCC é o SCC-Ag (antigénio contra o carcinoma
epidermoide).l®  Existem varios fatores que o tornam fiavel para usar como marcador para
monitorizar o pos-operatorio e detetar relapsos — a sua frequéncia no soro sanguineo aumenta
com o evoluir do estado clinico ou a extensdo da doenga, mas raramente esta elevado em fases
iniciais, a0 mesmo tempo que pode estar elevado em patologias benignas tdo banais como
infecdo pulmonar e disfuncéo renal. [%

E pouco provéavel que apenas um Unico biomarcador seja capaz de permitir a detecdo da
presenca de cancro devido aos grandes niveis de heterogeneidade entre grandes populagdes. Uma
analise a um biomarcador especifico pode ter, por exemplo, alta sensibilidade e pouca
especificidade — o resultado ira ser positivo na maioria dos individuos com cancro, mas também
o0 sera em individuos saudaveis. Por outro lado, um biomarcador com alta especificidade e baixa
sensibilidade ird ter um resultado negativo para individuos saudaveis mas também o fard em
bastantes casos para individuos com cancro. B A EDRN desenvolveu e implementou um
sistema de linhas de orientacdo para descobrir, avaliar e validar biomarcadores. A fase 1 inclui os
estudos exploratdrios para identificar potenciais biomarcadores Uteis. A fase 2, chamada fase de
validacao, compreende o estudo dos biomarcadores em relacéo a sua capacidade para diferenciar
casos de cancro e casos de pacientes saudaveis. Na fase 3 sdo utilizadas informacdes de amostras

clinicas recolhidas longitudinalmente através de estudos de coortes, para determinar a
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capacidade de um biomarcador na detecdo de uma lesdo cancerosa pré-clinica. Os estudos de
rastreio prospetivos sdo considerados como parte da fase seguinte, a fase 4. Por fim, a fase 5
compreende os estudos de grande escala populacional que avaliam ndo apenas o papel do

biomarcador para detecio de cancro, mas também o impacto geral do rastreio na populagdo. 5%
71]

4.2 Validacgao e uso préatico como método de anélise

Para ter a credibilidade necessaria para ser usada rotineiramente como método de analise,
algumas lacunas devem ser devidamente preenchidas relativamente a capacidade dos
biomarcadores salivares detetarem doencas sistémicas. Para a dete¢do precoce de patologias,
varios fatores devem ser tidos em conta segundo a Organizacdo Mundial de Sadde ["1:

a) A patologia deve ser comum e associada a uma elevada taxa de mortalidade;

b) O tratamento resultante do rastreio deve melhorar o progndstico;

c) Os potenciais beneficios devem ser maiores que os maleficios e custos do rastreio;

d) Os métodos de rastreio devem efetivamente detetar a doenca num estado precoce.

BIOMARKERS

Phasel DISCOVERY
Increasin
Phasell ANALYTICAL VALIDATION level of 9
evidencein
. support of
Phaselll CASE-CONTROL STUDY biomarker’s
utility in
Phase IV LONGITUDINAL STUDY clinical
application
PhaseV CANCER CONTROL STUDY

S v

Figura 4- Fases de validagdo clinica para biomarcadores (Baum et al)(ERN)

A detecdo de neoplasias através de biomarcadores salivares cumpre todos os critérios pedidos,
sendo entdo um metodo a ter em considerag&o.
Um estudo clinico em larga escala conduzido por uma entidade reconhecida

internacionalmente, por exemplo como a Food and Drug Administration (FDA) deveria ser
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realizado de modo a comprovar a detecdo de doencas sistémicas como 0 cancro através de
biomarcadores. Caso 0s biomarcadores passassem nesse estudo, teriam atingido um estatuto
privilegiado e regulado como método de diagndstico ndo invasivo, despertando um maior
interesse neste campo. [“®1 Outra lacuna enquadra-se no aspeto fisiol6gico — de que maneira uma
doenca distal, como o cancro pancreadtico ou da mama, comunica ou sinaliza as glandulas
salivares, e como pode contribuir para a alteracdo encontrada em determinados biomarcadores?
Pensa-se que a estimulacdo das glandulas salivares que leva a alteracdo do perfil de
biomarcadores ocorre devido a mediadores libertados de tumores locais ou remotos. Descobertas
recentes demonstram que os biomarcadores salivares (proteicos e transcriptomicos) sao contidos
em exossomas libertados pelas células — pequenas vesiculas com 40 a 100 nm de diametro — o
gue ndo sO explicaria a sua estabilidade incomum na saliva, mas também forneceria um
mecanismo onde estas nano-vesiculas mediariam um eixo de transdugdo/comunicacdo para
despoletar a libertacdo de conteldos exossomicos especificos (tais como biomarcadores,
constituintes moleculares de mRNA, miRNA e proteinas proto-oncogénicas e proto-
angiogeénicas) dirigidos a estruturas anatomicas especificas tais como as glandulas salivares. Esta
capacidade de comunicacgdo sistémica atraves de exossomas é exercida atraves de tipos celulares
distintos, sendo importante na modulacdo do sistema imunitario bem como na oncogénese. 5t 7
™ Contudo, para responder a esta questdo seriam necessarios rigorosos estudos fisioldgicos
usando modelos animais. Esta abordagem permitiria responder as questdes de eficiéncia clinica e

de mecanismo fisioldgico. !

4.3 Proteinas na saliva

E especulado por alguns autores que as glandulas salivares podem funcionar como sensores
que ndo s6 detetam mudancas na composi¢cdo do plasma sanguineo como também amplificam o
sinal relacionado com as células tumorais.[’® Esta teoria é suportada pelo facto de o primeiro
biomarcador cancerigeno encontrado na saliva ter sido HER/neu, um biomarcador do cancro da
mama.3l Com a evolugio no campo da espectrometria de massa, cada vez séo encontradas mais
proteinas que funcionam potencialmente como biomarcadores do OSCC. Citocinas proé-
angionénicas e pro-inflamatérias como o TNF-a, IL-1a, IL-6 e IL-8 foram encontradas em niveis
consideravelmente mais elevados em pacientes com OSCC, quando comparados com pacientes

com lesdes pré-malignas e pacientes do grupo de controlo.l’8! O antigénio polipéptico tecidular
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(TPA, CK 8, 18, 19), o fragmento libertado pela citoqueratina 19 — cyfa 21-1 -; citocinas pro-

inflamatdrias como a IL-6 e IL-8, defensinas e anticorpos reativos a anomalias genéticas, tais

como anticorpos anti-p53, foram alguns dos biomarcadores identificados tanto na saliva como no

sangue de pacientes com OSCC. 3% Uma lista completa dos biomarcadores alterados em

pacientes com OSCC pode ser encontrada na Tabela V.

Biomarcador
8-OHdG
Albumina
Anticorpos p53

Bactérias

Biomarcadores de
RNA

CA 15-3
CAT72-4
CA125
CA128
CA19-9
Catalase
CD44
CD59
CEA
Cofilina-1
Cyfra21-1
DUSP1
EGF
Endotelina-1
Glutationa

HA3

Hipermetilagdo de
ADN

IAP SCC
IGF
19G

Tabela V- Proteinas e moléculas alteradas no desenvolvimento de OSCC

Funcéo
Marcador de dano no ADN
Proteina do plasma sanguineo

Usado para detetar niveis aberrantes de p53

Marcador tumoral do cancro da mama
Glicoproteina encontrada na superficie de células cancerigenas
Marcador tumoral do cancro do ovério
Antigénio hidrocarbonado 128
Antigénio hidrocarbonado 19-9
Enzima catalizadora da decomposi¢do do perdxido de hidrogénio
Glicoproteina envolvida em interaces intercelulares
Glicoproteina inibidora do complexo de ataque a membrana
Antigénio carcino-embrionario
Gene do cromossoma 11
Fragmento da citoqueratina 19
Regulador mitético
Fator de crescimento epidérmico
Péptido constritor dos vasos sanguineos
Antioxidante

Oncogene
Inativacdo de genes

Inibidor da Apoptose
Fator de crescimento

Imunoglobolina

Referéncia

77
[78]
[70, 79]
[80]
[81]
[82]
(82]

[81, 83]
[69, 84]
[69, 84, 85]
[14]

(86]

[14]

[69, 81, 84, 87]
[23]

[81, 85, 88-91]
[81, 92]
[93]

[94]

[95]

[81, 92]
[1, 26, 86, 96]
[89]

[97]

[97]
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IL-1a

[76]

N 198]
IILL-16B Quimiocinas, mediadoras da resposta inflamatdria [4,76, 98, 99]
IL-8 [76, 81, 98, 100]
LDH Desidrogenase latica, marcador de dano tecidular (571
LOH Perda de heterozigosidade/de regides cromossémicas especificas 162]
M2BP Proteina de ligagdo a Mac-2 [24]
'\I/\I/:\I/\I/IF;_lzl Metaloproteinases [97]
MRP14 Proteina envolvida na regulacdo da progressdo do ciclo celular e diferenciagao [14]
celular
OAZ1 Regulador da sintese de poliamina [, el
Profilina Proteina do turnover do citoesqueleto (14]
Regido gama da
cadeia pesada da (23]
imunoglobulina
RNS Espécies reativas de azoto (77
S100P Proteina de ligagéo ao célcio, regulador da mitose e diferenciacdo celular [23,81]
SAD Adenosina deaminase salivar (93]
SAT Metabolismo das poliaminas [81, 92, 101]
SCC Antigénio associado ao CE [69, 81, 84, 102]
Sec IgA Imunoglobolina da mucosa 1971
Telomerase Formagéo do telémero [203]
LEIE é Proteinas expressas na mucosa gastro-intestinal 193]
TNF-a Citocina envolvida na inflamagéo sistémica [76,104]
TPA Antigénio polipéptido tecidular [ESlse o]
TPS Antigénio polipéptido tecidular especifico [81, 90, 91]

Transferrina
Transtiretina

a-amilase
B fibrina

Glicoproteina plasmatica transportadora de ferro
Proteina transportadora de hormona tireoideia

Enzima salivar

Proteina envolvida na coagulacdo

[23]
[23]
[106]

[23]

MutacBes de genes especificos e/ou a sobre-expressdao ou sub-expressdo das proteinas

resultante sdo frequentemente encontradas em casos de OSCC. %71 Esses genes podem ser
objetivo de estudo de modo a separar um bom de um fraco prognostico na altura do diagndstico,
sendo Uteis também para confirmar o sucesso ou insucesso da terapia aplicada. [*% Os genes que
estdo associados a progressdo histolégica do OSCC podem ser usados como potencial
biomarcadores predicativos do diagndstico e prognéstico. Na Tabela VI estdo descritos alguns
desses biomarcadores. Os marcadores na categoria de alto risco expressos em tumores em fases

mais precoces (Gx, G1 e G2) indicam gque o tumor tem alta probabilidade de se tornar maligno.
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Conclui-se que todos os tumores de alto risco apresentam valores aumentados de recetor do
ativador de plasminogénio do tipo uroquinase, inibidor tecidular de metaloproteinase-2,
trofoblasto 2, queratina 8, RHAMM. A expressdo aumentada de galectina-1, trofoblasto 2,
ciclina B1, CXCR4, p65, queratina 8, p21 e perda de E-caderina estdo relacionados com as
metastases do OSCC. Ja o aumento nos valores de transcriptase inversa de telomerase humana,
inibidor tecidular de metaloproteinase-2, IL-6, c-Met e sindecano-1 estdo associados a
recorréncia do OSCC. B% Estudos demonstram que a troca de E-caderina para N-caderina,
diminuigdo de sindecano-1 celular em simultaneo com aumento de sindecano-1 do estroma e
sobre-expressdo de p63 em pacientes com OSCC estavam associados a uma menor taxa de
sobrevivéncia.[10%-112]

Tabela VI- Biomarcadores associados a classificacdo histopatolégica do OSCC

Diferenciacédo

das células
cancerigenas

Progresséo da doenca

Gx
o grau de
diferenciacéo
n&o pode ser
avaliado.

Gl
bem
diferenciado

G2
moderadamente
diferenciado

Angiogénese e proteina p53
na regido central e
periféricall®’]

HIF-1-0[113]

Angiogénese e proteina p53
na regido central e
periféricall®’]

pl6, p53, e 1Ki-6701%1
Transcriptase inversa de
telomerase humanalt*6!
Sindecano-1111]

HIF-1-oft

MAGE-A12[124]

Proteina CD97[12%]

Angiogeénese e proteina p53
na regiao central e periférica
do tumort2o7
Sindecano-1[111]

T Recetor do ativador de plasminogénio do tipo
Uroquinasel114 115]

1 Transcriptase inversa de telomerase humanal1€l
tInibidor tecidular de metaloproteinase-2[*171
Tp63[116]

TQueratina 8118
TRHAMMI119]
1Trofoblasto 2[120]
|E-Caderinalt2]
| Triade de Histidina fragill*?2
Troca de E-Caderina por N-Caderinal!1°]

tInibidor tecidular de metaloproteinase-2[117]
Tp63[116]
TQueratina 8118l
TRecetor do ativador de plasminogénio do tipo
Uroquinasel14 115]
TRHAMML19]

1 Transcriptase inversa de telomerase humanalt1€l
1Trofoblasto 2[120]
|E-Caderinal*21
| Triade de Histidina fragill*24
Troca de E-Caderina por N-Caderinal1°]

1c-Metl126]
tInibidor tecidular de metaloproteinase-2[117]
Tp63[116]
1Queratina 8118l
TRecetor do ativador de plasminogénio do tipo
Uroquinasel14 115]
TRHAMMI119]
1Transcriptase inversa de telomerase humanalt1€l
1Trofoblasto 2[120]
| Triade de Histidina fragill'22
|E-Caderinalt2]
Troca de E-Caderina por N-Caderinal1°]
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o Metaloproteinase-7 de
matriz atival?’]
e Angiogénese e proteina p53
na regido central e
G3 periféricallo’]
pOUCO e pi6, p53, e 1Ki-671%
diferenciado e Transcriptase inversa de
telomerase humanal*6]
o Galectina-11128l
e Proteina CD97[1%]

e Metaloproteinase-7 de
matriz atival*?”)

- G4 e Proteina CD97[1%
indiferenciado

TAntigénio Ki-67 e p53 na porgéo profunda do tumor
invasivol1?9]
1 Aurora-BI[130]
1CD109131
1CiclinaB1[32
1c-Metl126]
tInibidor tecidular de metaloproteinase-21171
1MnSOD 2[133]
tp53 + | p63I134l
Tp63[112]
TPodoplaninalts®]
TQueratina 8118l
TRecetor do ativador de plasminogénio do tipo
Uroquinasel14 115]
TRHAMMI119]
1 Transcriptase inversa de telomerase humanal*1€l
1Trofoblasto 2[120]
TB-catenina associada a WNT-1, E-Caderina,
v —Catenina e Ki-67[136]
|E-Caderina com A-Np63 e A-Np73L[137]
|E-Caderinalt2t]
|Sindecano celular-1[109. 111]
Triade de Histidina fragillt22
Troca de E-Caderina por N-Caderinalt1°]

TAnNtigénio Ki-67 e p53 na porcado profunda do tumor
invasivol12°]
1 Aurora-B[130]
+CD109M131
1c-Metl126]
TCXCRA4138]
tInibidor tecidular de metaloproteinase-2[117]
TMnSOD-21133]
Tp63[112]
1Podoplaninal?3s]
1Queratina 8118l
TRecetor do ativador de plasminogénio do tipo
Uroquinasel14 115]
TRHAMMI129]
1 Transcriptase inversa de telomerase humanalt1€l
1Trofoblasto 2[120]
1B-catenina associada a WNT-1, E-Caderina,
v —Catenina e Ki-67136]
|E-Caderina com A-Np63 e A-Np73L[137]
|E-Caderinalt21]
lSindecano celular-1[109. 111]
Triade de Histidina fragill*?2
Troca de E-Caderina por N-Caderinalt1°]
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4.3.1 Interleucinas6e 8

As interleucinas sdo encontradas tanto no soro sanguineo como na saliva. A andlise da
concentracdo destas proteinas revelou que um aumento do nivel de IL-8 no fluido salivar em
conjunto com a elevacdo da concentracdo de IL-6 no soro sanguineo sdo um bom método de
detecdo de OSCC, uma vez que apresenta altas taxas de sensibilidade e especificidade. [*3
Contudo, parecem nao ser Uteis no diagndstico precoce uma vez que o aumento de concentracao
de interleucina na saliva e soro sanguineo ndo é significativo, apesar de existir ainda alguma
controvérsia neste campo. [%3 %8

As interleucinas s@o mediadores pro-inflamatérios pertencentes a familia das quimiocinas.
Tém um papel importante na patogenicidade do OSCC. Por exemplo, a IL-6 demonstrou
promover a falta de resposta imune, a inducdo de caquexia e a hipercalcemia, sinais que séo
tipicamente observados em pacientes com mau prognostico.[*4%1 A 1L-8 tem um papel importante
na estimulacdo da angiogénese, proliferacdo e quimiotaxia de granuldcitos e macrdfagos,
proeminentes no estroma do OSCC. [%3.13]

Um estudo efetuado por St John et al. *°1 demonstrou que a interleucina 8 foi detetada em
maiores concentragdes na saliva em pacientes com OSCC. Simultaneamente a interleucina 6 foi
encontrada numa maior concentragdo apenas no soro sanguineo dos mesmos pacientes, usando
técnicas de gRT-PCR e ELISA. Esta concentracdo ndo aparenta ser influenciada pelo género,
idade ou consumo de alcool e tabaco, tornando-se Gtil para diagnosticar pacientes com diferentes
backgrounds. A andlise do aumento da concentracdo de IL-8 na saliva e IL-6 no soro sanguineo

mostrou ter uma sensibilidade de 99% e

2000 especificidade de 90%. Em contrapartida, a

1800 OMean salivary IL-8

2600 concentrationin pg/ml analise individual do aumento de cada
B Standard error of mean . . R

1400 interleucina mostrou ter uma sensibilidade

1200 mais baixa (80% para a IL-8 na saliva e 58%

1000

Salivary IL-8 concentration in pg/ml

800 para a IL-6 no soro sanguineo), mostrando

600 assim que o uso simultineo de dois

400 . -

o biomarcadores aumenta a sensibilidade do

2

o L1l [ diagndstico. [139]
0scc ORAL CONTROLS .
PRECANCER Contudo, um estudo efetuado por Punyani et

Figura 5- Comparagéo da concentracéo da IL-8 al. revelou ndo existirem diferengas
salivar entre pacientes com OSCC, pacientes com L. .

lesdes pré-cancerosas e do grupo de controlo estatisticamente significativas na

P ietal., 2013 5 i i
(Punyani et a ) concentracdo salivar de IL-8 entre pacientes
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com lesdes pré-cancerosas e o grupo de controlo. [°

Estudos efetuados por Katakura et al.[®®l e SahebJamee et al.[®®! contrariam os resultados acima
descritos. Globalmente estes conflitos podem ser devidos a diferentes técnicas usadas, bem como
ao facto da populacéo estudada ter uma amostra menor nos estudos de St John et al. e Punyani et
al. Apesar do aumento da sua concentracdo nao ser detetavel na saliva, 0 aumento dos niveis de
IL-6 no soro sanguineo pode ajudar a determinar o prognostico da doenca, sendo que quanto
mais elevado for o seu nivel em pacientes com HSCC ndo tratado, pior sera o outcome da

doenca. M

4.3.2 Defensinas

As defensinas sdo proteinas com diversas fungdes de defesa, expressas pela mucosa epitelial
com artiquetura normal e por neutréfilos.[**] Em casos de neoplasia, diversos grupos destas
proteinas sofrem alteracbes na sua concentracdo, havendo uma diminuicdo de determinadas
defensinas e o aumento de outras. 67 1421 A andlise dos niveis salivares de defensinas através da
técnica de cromatografia revela-se um campo promissor para a detecdo de OSCC, necessitando

contudo de mais estudos que suportem as conclus@es ja apresentadas.

As defensinas sdo pequenos péptidos cationicos ! antimicrobianos, constituidos por 29 a
34 aminoécidos ricos em arginina 1431 secretados como parte da imunidade inata [*4, sendo
expressos em bidpsias de tecidos normais, com displasia, em carcinoma in situ e em casos de
OSCC.I*I As defensinas tém um alto espectro de propriedades bioldgicas — em concentracdes
micromolares sdo bactericidas contra St. aureus, E.coli, fungos e virus.'*® Os dois grandes
grupos de defensinas séo as a e as B, diferindo apenas no emparelhamento da cisteina das pontes
de dissulfeto. Quatro dos seis subtipos de defensinas a sdo encontradas nos granulos dos
neutrofilos, sendo chamadas de peptidos neutrofilicos humanos (HNPs). Ja as defensinas B sdo
expressas em todo o tecido epitelial. 1Y O epitélio oral expressa constitutivamente B-defensinas
(hBDs)-1,-2 e -3. No epitélio normal, a co expressdo de hBD-1 e -2 est4 associada a células
epiteliais diferenciadas nas camadas granulosa, espinhosa e queratinizada, enquanto que a
expressdo de hBD-3 é observada em células da camada basal. 41 Em casos de bidpsia de
carcinoma in situ, todo o tecido revelou expressar hBD-3, com pouca ou nenhuma expressao de
hBD-1 e -2, sugerindo que a sobre expressao de hBD-3 e perda de hBD-2 em células neoplasicas
pode ser uma assinatura de ativacdo de oncogenes, levando a transformacéo celular e lesées pré-

cancerosas. [*41 Uma vez secretado por lesbes cancerosas e pré-cancerosas é facilmente detetado
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no fluido salivar, tornando-se, em conjunto com a diminuicdo da expressdo de hBD-1 e -2 um
bom biomarcador para o OSCC.I1 A expressdo aumentada de hBD-3 leva ao recrutamento de
macrofagos associados a tumor (TAM), que produzem metaloproteases de matriz e outras
enzimas que levam a prote6lise da matriz extracelular, libertando fatores de crescimento ligados
a heparina e estimulando a angiogénese. [**°! Foi também afirmado que a hBD-3 é um bom
biomarcador para prever as metastases linfaticas do OSCC, devido a estimular a producédo de
recetores para o tecido linfatico.®1 O gene para a hBD-1, um potencial gene supressor tumoral,
mostrou ter perda de heterozigosidade em patologias neoplésicas como o carcinoma de células
renais e o cancro da préstata. ObservacGes semelhantes ocorrem em lesdes pré-malignas orais,
indicando um possivel papel da hBD-1 na transformacdo maligna. [*4”1 Contudo, a expressio
variada de hBD-2 e a sobre expressdo de hBD-3 nestes tumores levam a crer que estas moléculas
hajam como proto-oncogenes. (48]

Um estudo efetuado por Mizukawa et al.[*42] usando a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia em fase reversa revelou a presenca de a-defensina 1 (HNP 1) em maiores
concentracOes na saliva de pacientes com OSCC, quando comparados com controlos saudaveis e
pacientes com outros tipos de cancro como adenocarcinoma, podendo ser um indicador
especifico da presenca desta patologia, em associacdo com a andlise dos niveis de hBPs.

Sendo as defensinas péptidos secretados, uma vez produzidos por lesbes cancerosas e pré-
cancerosas entram na circulacdo sanguinea e fluidos que banham a leséo, sendo detetados na

saliva.l]

4.3.3 Citoqueratina

A citoqueratina € um componente do citoesqueleto, que sob a acao de caspases liberta um
fragmento, Cyfra 21-1, para 0 meio extra-celular. *°1 Em tecidos normais, este fragmento de
citoqueratina é liberto em pequenas quantidades, sendo que é produzido em maior quantidade no
tecido neoplasico [, apesar de diferentes estudos apontarem para diferentes taxas de aumento
do mesmo [85 151 Parece ser também uma boa ferramenta para prever a recorréncia da neoplasia;

contudo o seu uso pode estar limitado devido a baixa sensibilidade que apresenta. (5%

A citoqueratina 19 (CK 19) é um componente proteico do citoesqueleto celular, com peso
de 40 kDa. E uma citoqueratina &cida do tipo I, com um ponto isoeléctrico de 5.2.15% A
clivagem da CK 19 ocorre atravées da atividade da caspase-3, resultando na libertacdo de Cyfra

21-1, um fragmento solGvel, para 0 meio celular cancerigeno. %1 O aumento da concentragéo de

23



Cyfra 21-1 na saliva pode ser explicado devido ao aumento da expressdo de CK 19 no tecido
afetado pela neoplasia. Na mucosa oral normal, a CK 19 é apenas expressa na camada basal da
mucosa; ja em tecido atipico hiperplasico é expressa na camada basal e suprabasal, enquanto que
em tecido cancerigeno é expressa em toda a mucosa.l*® Contudo diferentes estudos apontam
diferentes valores para 0 aumento da expressdo de CK19, variando de 29% a 100%, 51 havendo

mesmo estudos que advocam um aumento de 400%. ]

Num estudo efetuado por Zhong et al. foram medidos os niveis salivares de Cyfra 21-1
em pacientes com OSCC e saudaveis, através do método ELISA, medindo também os niveis de
CK19 nos tecidos cancerigenos através de imunohistoquimica e RT-PCR de fluorescéncia. [
Foi observado que as concentracOes salivares de Cyfra 21-1 em pacientes com OSCC eram
significativamente maiores quando comparadas com as de pacientes saudaveis, sendo este
aumento relacionado com o aumento da expressdo de CK19 no tecido cancerigeno. Outro dado
importante relativamente a esta proteina reside no facto de estar relacionada com a previsdo de
recorréncia da doenca, uma vez que a sua concentracdo em pacientes que sofreram recidivas
parece ser significativamente maior relativamente aos que nio sofreram. 151 J4 relativamente &
taxa de sobrevivéncia esta proteina revelou ndo ser uma boa ferramenta preditiva. Outro fator
que pode excluir o uso Unico desta proteina como biomarcador de detecdo do cancro oral é a sua

sua baixa sensibilidade e especificidade

507 A Cancer ™= median=13.2

45 A AHealthy == = median=3.44 (50% e 86,7% respetivamente) -

40 - A A

A ~

Joasq, contudo, estes valores podem nédo ser
S 30 .
E ’ 0S reais, uma vez que a amostra
- 2: ] A A utilizada no estudo que os determinou

15 1 4

w{ a N A R 4 foi relativamente pequena (n=60). Séo

5 o -t — P . , . . .

B sttt ol - wianier Y necessarios mais estudos e uma maior

6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Subjects amostra para avaliar o valor deste

p=0.0126

biomarcador para o diagndstico e
Figura 6- Concentragdes de Cyfra 21-1 salivar em pacientes L. [151]
com OSCC e saudéveis. (Nagler et al, 2006) prognostico do OSCC.
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434 CD44

A CD44 ¢ uma proteina estudada na detecdo precoce de diversas patologias cancerigenas
da cavidade oral, como por exemplo o carcinoma ex-adenoma pleomdrfico, carcinoma
epiderméide e papilomas ductais. %% 154 E expressa em tecidos normais, sofrendo uma brusca
reducdo quando patologias benignas como o papiloma ductal se tornam malignas. 54 Contudo,
estudos efectuados revelaram existir um aumento da concentracdo da forma solGvel de CD44 em
casos de carcinomas da cabeca e pescoco, existindo uma relacdo entre os niveis proteicos totais
salivares, os niveis de CD44, a localizacdo da neoplasia, uma possivel recorréncia e prognostico.
[86, 155] Nio entanto, convém destacar que os resultados promissores encontrados relativamente ao
uso de CD44 solavel como biomarcador sdo quase exclusivos de apenas um grupo de
investigacio, que realizou estudos em 2005, 2007 e 2012 respetivamente. 8 Novos estudos,
com diferentes autores e métodos semelhantes sdo aconselhados de modo a reproduzir as

conclusdes encontradas.

A CD44 é uma glicoproteina expressa na membrana celular, estando envolvida na
comunicagdo intercelular, na adesdo e migracdo.*>8! Existem varias isoformas desta proteina
resultantes do processo de splicing alternativo de ex@es, bem como uma forma sollvel em
fluidos corporais, denominada de CD44 soltvel (solCD44). [*%1 Um estudo efetuado por Yang et
al., concluiu que a diminuigdo da expressdo de CD44 promovia a recorréncia e a carcinogénese
do carcinoma ex-adenoma pleomoérfico (CXPA)1%l um tumor maligno raro que afeta as
glandulas salivares, com maior incidéncia na parétida e na submandibular, apesar de poder
atingir as glandulas salivares minor. [*>IFoi também demonstrado por Franchi et al. que a perda
das isoformas proteicas CD44v3 e CD44v6 estava associada ao estabelecimento de CXPA,
promovendo invasdo do estroma, contribuindo eventualmente para o desenvolvimento de
metastases. %8 Carcinoma na laringe, lingua, mama, ovario, prdstata, carcinoma urotelial,
melanoma, tumor do estroma gastro-intestinal e tumores carcinoides foram algumas das
neoplasias onde a perda de expressdo de CD44 revelou estar associada a um pior progndstico.
[1%4] Todas estas descobertas suportam a perda de CD44 como uma alteragio associada a
malignidade e invasividade. Pensa-se que a perda de adesdo subsequente a perda de CD44
permita maiores niveis de invasdo, levando a um aumento da malignidade em certos tipos de
neoplasias. (154
Apesar de trabalhos de diversos autores apontarem para a reducdo de CD44 em casos de
neoplasia — sendo as neoplasias hematologicas como o mieloma mdltiplo e o linfoma néo-

Hodgkin uma excecdol*> - um estudo recente efetuado por Franzmann et al., revelou que os
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niveis de solCD44 no fluido salivar, detetados através do método ELISA, estdo aumentados em
casos de HNSCC. 8 Individuos com elevadas concentracdes de solCD44 associados a altos
niveis proteicos no fluido oral revelam ter 25 vez mais suscetibilidade de desenvolver cancro
oral que individuos sem essas elevadas concentragdes.!®® Outro estudo realizado pelos mesmos
autores revelou que a detecdo de HNSCC através do aumento da concentracdo de solCD44 tem
uma especificidade de 88% e sensibilidade de 62%. (€]

O local onde o tumor esta localizado parece ter importancia nos niveis de solCD44, uma vez que
foram detetadas concentragfes mais elevadas em neoplasias na cavidade oral e orofaringe,
quando comparado com os niveis das neoplasias da laringe e laringofaringe. [ Esta diferenca
pode ser devida ao facto do tumor estar localizado numa zona mais afastada da cavidade oral,
interferindo menos na concentracéo salivar da proteina. I

H& uma discreta relagdo entre o aumento dos niveis de solCD44 em pacientes fumadores e com
fraca higiene oral, embora esta relagcdo nao seja estatisticamente significativa. Contudo, pensa-se
que este biomarcador possa estar a detetar casos bastante precoces de displasia celular uma vez
que o tabaco é um fator de risco para esta patologia. [

Esta proteina revela-se promissora na dete¢cdo de HNSCC, sendo compardvel em termos se
sensibilidade ao uso do antigénio especifico para o cancro da préstata e ao teste do Papanicolau
para a detecdo do cancro do colo do Gtero. [**1 Contudo, quando analisada conjuntamente com o
nivel total de proteinas no fluido salivar revela uma maior sensibilidade e especificidade para a
detecio de HNSCC. [88]

4.4 Genética salivar

600 7 O Healthy

500 4 O Caneer Além de proteinas, ADN tumoral

wd [ [] especifico pode ser usado como

300 biomarcador para OSCC.[**®1 Um

Percents (%)

estudo efetuado por Liao et al.

demonstrou ter encontrado genes p53

200
100 - ’— |—:::
0 i : i . ] : . gl i

CA12S TPS CYFRA CAI9.9 CEA  SCC mutados na saliva.l*®® Qutros estudos

sugerem um array de metilacdo de
Figura 7 — Concentragdes salivares de biomarcadores em pacientes . . .
saudaveis (n=16) e com OSCC (n=14). (Nagler et al, 2006) ADN salivar como um meio efetivo

de detecdo precoce do OSCC. Mager

et al. advocam que contagens elevadas de microrganismos especificos como C. gingivalis, P.
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melaninogenica e S.mitis presentes na saliva podem estar envolvidos no desenvolvimento do
cancro oral % Uma vez que o mRNA € o precursor direto das proteinas, muitos mRNA salivares
tém sido amplamente identificados como sendo biomarcadores usando o método do microarray.
[159]

ExpressOes alteradas de CD44, IL-1pB, IL-8 e proteina de ligacdo ao célcio S100 foram
descritas usando estudos gendmicos para identificacdo de biomarcadores. A hipermetilacdo no
ADN do promotor do gene para a p16 também foi identificada tanto no soro sanguineo como na
saliva. [ 161,162 polimorfismos no ADN de IL-1p621, 1L-6[16%1 |L-81164 TNF-o!'®°l ¢ VEGFI166]
foram identificados como estando relacionados com o desenvolvimento do carcinoma
epidermoide. OSCC associado ao uso de carcinogénios ambientais tais como o tabaco e o tabaco
de mascar (betel) esta diretamente relacionado com os polimorfismos de p53[167: 1681 \VEGFI169 ¢
TNF-a170,

Os polimorfismos e as proteinas alteradas devido a carcinogénios ambientais descritos foram
principalmente identificados no soro sanguineo — a sua expressdo salivar resultante da

descamacao de células epiteliais cancerigenas requer mais estudos para ser avaliada. %
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5. Conclusao

O cancro oral tem uma taxa de cura superior a 80% quando detetado nos seus estados iniciais.
Esta percentagem baixa drasticamente quando a neoplasia é detetada mais tardiamente,
apresentando valores de menos de 30%.5 1% Apesar das vantagens que os biomarcadores
oferecem na descoberta precoce do OSCC, o exame histoldgico continua a ser o meio mais
utilizado para o diagnostico de lesGes malignas na cavidade oral. 26 2% 301 As desvantagens deste
método incluem a ndo detecdo de lesbes displasicas localizadas em diferentes pontos na cavidade
oral, que podem evoluir para carcinoma. Nestes casos, a analise molecular pode ser usada,
aproveitando todas as vantagens dos biomarcadores no campo do diagndstico e prognostico. A
analise salivar pode ser das melhores escolhas para o rastreio primario em pacientes com alto
risco para o cancro oral, uma vez que o procedimento nao é invasivo e 0 meio contém menos
substancias que podem interferir com os valores da concentracdo dos biomarcadores, bem como
menos substincias inibitorias. 1 Nesta revisio bibliografica foram abordados os principais
biomarcadores presentes na saliva, e em alguns casos apenas estudados no soro sanguineo, que
se encontram alterados na ocorréncia de displasias e OSCC.

Existem diversas proteinas que podem ser usadas como biomarcadores de neoplasias da cabeca e
pescoco. Apenas uma proteina ndo deve ser usada para realizar o diagnostico, uma vez que
podem existir variacdes de concentracdo no fluido salivar que levem a suspeita de carcinoma,
qguando na verdade pode tratar-se de uma simples alteracdo benigna como inflamacéo, baixando
a sensibilidade do diagnoéstico. Contudo, a associagdo de varios biomarcadores e a analise da
variacdo da sua concentracdo pode ser um método eficaz e fidvel para a detecdo precoce de
neoplasias. As grandes barreiras atuais a sua utilizacdo prendem-se com o facto desse grupo de
biomarcadores-chave ndo estar definido, ndo existir um método universal de analise da saliva
que seja eficaz, rapido e barato para todos os biomarcadores selecionados, e ndo existir uma
cooperacdo governamental, académica e privada para estabelecer protocolos de atuacdo. Uma
vez ultrapassados estes obstaculos, abre-se caminho para a detecdo precoce, e subsequente
melhor prognostico de uma das neoplasias com menor taxa de sobrevivéncia devido a sua

descoberta tardia.
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