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O DIAGNOSTICO DO CANCER ORAL ATRAVES DA ANALISE
MOLECULAR EXPRESSA NA SALIVA: UM MODELO
ALTERNATIVO PARA O DIAGNOSTICO.

ROMAINY KATRINY ALVES PEREIRA MAIA!
FABIO CARMONA TIRITAN 2

RESUMO

O presente artigo € um trabalho de revisdo literatura sobre o diagndstico do
cancer oral através da analise molecular na saliva, observando um modelo
alternativo de diagndstico na literatura cientifica. A presente pesquisa utilizou
como fonte de dados a literatura cientifica existente sobre os biomarcadores na
saliva e os diagnoésticos de céancer oral, entre 2016 e 2021. O objetivo do
estudo foi analisar como a utilizacdo de biomarcadores na saliva no diagnéstico
do cancer oral tem sido abordada na literatura cientifica, e o tipo de utilizacéo
enquanto ferramenta na deteccdo precoce de neoplasias orais, sendo um
método de menor invasdo e de menor custo, possibilitando a sua utilizacdo em
larga escala. O resultado da investigacdo, observou que ha um relativo
consenso na utilizacdo dos biomarcadores na saliva enquanto mecanismo
capaz de realizar progndéstico e diagnéstico em relagdo ao cancer oral, porém
com relativa limitacdo devido a dificuldade de deteccdo e preservacao de
nanoparticulas, como Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-8 (IL-8) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a).

Palavras-chave: Biomarcadores na saliva. Citocinas. Cancer oral .
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THE DIAGNOSIS OF ORAL CANCER THROUGH MOLECULAR
ANALYSIS EXPRESSED IN SALIVA: AN ALTERNATIVE MODEL
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ABSTRACT

This article is a review of the literature on the diagnosis of oral cancer through
molecular analysis in saliva observing an alternative model of diagnosis in the
scientific literature. The present research used as a data source the existing
scientific literature on salivary biomarkers and oral cancer diagnoses, between
2016 and 2021. The objective of the study was to analyze how the use of
salivary biomarkers in the diagnosis of oral cancer has been addressed in the
literature scientific, and how its use as a tool in the early detection of oral
neoplasms is a method of lower invasion and lower cost, enabling its use on a
large scale. The result of the investigation observed that there is a relative
consensus on the use of salivary biomarkers as a mechanism capable of
performing prognosis and diagnosis of oral cancer, but with relative limitation
due to the difficulty in detecting and preserving nanoparticles such as
Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a).

Keywords: Salivary biomarkers. Cytokines. oral cancer.
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1 INTRODUCAO

Segundo o instituto nacional do cancer (2019), cancer é o nome dado a
um conjunto de doengas que possuem em comum o crescimento desordenado
das células agressivas, determinando a formacao de tumores malignos com a
consequente proliferacdo pelos tecidos e 6rgaos do corpo, sendo considerado
um problema de saude no Brasil.

O cancer oral pode ser definido, em linhas gerais, como uma neoplasia,
podendo ser benigna ou maligna, atingindo estruturas da boca e da orofaringe,
como lingua (principalmente a base e as bordas), amigdalas, garganta, labios,
bochechas, palato mole e o céu da boca em geral (ISHIKAWA et al., 2016;
GLEBER-NETTO et al., 2016).

Algumas neoplasias e alteragbes estruturais podem comecar nha
cavidade oral e na orofaringe, a exemplo do granuloma periférico de células
gigantes, tumor de células granulares, neurofiboromas, granuloma piogénico e
hemangioma oral e o carcinoma espinocelular oral. Esse ultimo tipo de
neoplasia, também conhecido como carcinoma de células escamosas oral,
representa cerca de 90% do tipo de céancer na cavidade oral, sendo uma
neoplasia do tipo maligna, ligada a relevante taxa de mortalidade (ISHIKAWA
et al., 2016; GLEBER-NETTO et al., 2016).

O céancer oral representa no século XXI, o quinto tipo de cancer com
maior incidéncia entre seres humanos, estando ligado tanto a fatores
genéticos, como a fatores comportamentais, a exemplo do tabagismo, drogas
ilicitas e alimentacdo, tornando-se uma questao de saude publica em alguns
paises (SAHIBZADA et al., 2017).

Segundo Cristaldi et al. (2019), o cancer oral manifesta-se a partir de
diversos tipos de alteracbes genéticas, sendo classificadas com base nos
efeitos causados na estrutura do DNA, a exemplo de alteracdes genéticas em
pequena escala, como as mutac¢des ou substituicbes pontuais da base do DNA,
ou ainda as alteracbes em larga escala, como o rearranjo genético por meio da
duplicacéo celular, inversbes cromossémicas, dele¢cdes de genes e a perda de
heterozigosidade em populacdes.

O INCA (2019), ressalta que os fatores externos determinantes para o

incremento de uma neoplasia na cavidade oral incluem o fumo, o alcoolismo,
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higiene bucal deficiente, dieta inadequada, exposicdo a radiacdo solar,
poluentes, questdes ocupacionais e irritacdo fisica causada por proteses
dentarias desajustadas e alguns virus. Entre os fatores internos estdo a
predisposicdo genética, anormalidades hormonais do sistema imunoldgico e o
envelhecimento.

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (2021), estima-se que no Brasil,
em 2020, tenham sido diagnosticados cerca de 15.190 novos casos de cancer
oral e da orofaringe, no qual 11.180 casos tenham ocorrido em homens e 4.010
casos em mulheres. Em 2019, o nimero de 6bitos notificados relacionados ao
cancer da cavidade oral foi de 6.605 pessoas.

A substituicdo de métodos invasivos, como a investigacao histologica, a
partir da biépsia de tecido das lesGes suspeitas, pelo método da bidpsia liquida,
tem sido considerada em uma série de investigacbes no meio cientifico atual. A
utilizacdo dos biomarcadores na saliva, enquanto método alternativo, tem sido
um dos principais objeto de estudo no campo da saude bucal (SAHIBZADA et
al., 2017).

Segundo a literatura, a biépsia liquida, por meio de biomarcadores na
saliva, enquanto ferramenta na deteccdo precoce de neoplasias orais, pode
estabelecer maior adesdo dos pacientes em relacdo ao processo de
diagnostico da doenca, sendo esse um método pouco invasivo e de menor
custo, possibilitando a utilizacdo em larga escala (CSOSZ et al., 2017;
ISHIKAWA et al.,, 2016; GLEBER-NETTO et al., 2016; SAHIBZADA et al.,
2017).

O objetivo geral do presente estudo, foi analisar como a utilizacdo de
biomarcadores salivares no diagndstico do cancer oral tem sido abordada na
literatura cientifica, tendo em vista as suas vantagens no diagndstico do cancer.
Assim, quando observado os fatores de risco e as patogéneses que levam um
individuo a ter cancer oral, o presente estudo teve como objetivo especifico
apresentar alguns biomarcadores na saliva utilizados para deteccdo de cancer
oral, com base em dados cientificos, analisando e descrevendo principalmente
o papel desempenhado pela presenca da Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-8
(IL-8) e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), na saliva como meio de

diagnéstico.
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Procurando somar esfor¢os para a melhoria da assisténcia odontoldgica,
propbds-se a presente investigacdo com o intuito de descrever as evidéncias
disponiveis na literatura recente sobre o uso dos biomarcadores na saliva para
deteccdo de cancer oral, tendo em vista contribuir para o campo da saude

bucal como um dos pilares para a manutencdo da saude humana.

2 METODOLOGIA

A presente pesquisa se fez por meio de revisdo de literatura com carater
descritivo-analitico, sobre o diagndstico do cancer oral através da analise de
moléculas da saliva, utilizando como fonte de dados a literatura cientifica em
lingua portuguesa, espanhola e inglesa, existente sobre os biomarcadores
presentes na saliva e o diagnostico de cancer oral. O recorte temporal da
pesquisa analisa artigos publicados entre 2016 e 2021. As fontes para a
selecdo das publicacbes foram bases de dados eletrdnicas, sendo estas:
Scientific Eletronic Library online (SCIELO); Medical Literature Analysis and
Retrievel System Online (Medline) e US National Library of Medicine (PubMed).

Apos 0 emprego dos critérios de inclusdo e exclusao dos artigos, foram
selecionados 10 artigos relacionados ao tema para o processo de revisao,
considerando que os autores Waugh e Wilson (2008), ndo entraram nesta
selecdo, por ndo se encaixarem no recorto temporal de andlise, porém foram
mencionados por se tratar de um dos primeiros estudos no campo do
diagnéstico do cancer oral através da andlise de moléculas da saliva, tendo
assim relevancia cientifica, contribuindo para o objetivo do presente trabalho.

Dessa maneira, 0 presente artigo visa contribuir para investigacdo do
estado atual dos estudos sobre os biomarcadores na saliva, enquanto
mecanismo utilizado no rastreio e diagnéstico do cancer oral no campo da
saude bucal, a fim de detectar a prevaléncia desse método de diagndstico no

cenario atual, tendo em vista ndo esgotar o tema aqui abordado.

2.1Apresentacao dos resultados da sele¢do dos artigos.

A busca dos dados foi realizada em duas etapas de acordo com os

seguintes descritores: Biomarcadores na saliva; citocinas; cancer oral. A
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primeira etapa foi no portal de periddicos SCIELO, MEDLINE e PubMed no ano
de 2022. Foram adotados os operadores booleanos (AND, OR, AND NOT)
para uma melhor performance nos resultados de busca e selecdo dos textos
cientificos, foram considerados somente artigos que buscavam analisar as
possiveis aplicagbes dos biomarcadores na saliva para o diagnéstico e
rastreamento do cancer oral. (e.g., “Biomarcadores na saliva” AND “Citocinas”
AND “Cancer oral ”).

Quadro 1 — Cadeia de busca e resultados totalizantes.

Palavras — chaves MEDLINE SCIELO PUBMED TOTAL

biomarcadores na 18 4 19 41
saliva AND citocinas
(salivary biomarkers

AND cytokines)

biomarcadores na 27 3 36 66
saliva AND cancer
oral
(salivary biomarkers

AND oral cancer)

Céancer oral AND 12 6 13 31
citocinas
(Oral cancer AND
cytokines)
Total 57 13 68 138

Fonte: Elaborado pelo préprio autor do artigo.

Foram utilizados para a selecéo dos estudos alguns critérios de inclusédo
e exclusdo. Para a inclusdo de um artigo no estudo foi considerada sua
relevancia em relacdo as questdes de investigacao, determinada pela analise
do titulo, palavras-chave e resumo. Especificamente, foram definidos trés

critérios de incluséo:

Cl.1 — Os diferentes potenciais dos biomarcadores na saliva, em

especial a citocinas e sua aplicabilidade para o rastreamento do cancer oral;

Cl.2 - O trabalho apresentou analise tedrica, metodologica e as
estratégias adotadas para uso dos biomarcadores na saliva e suas técnicas de

coleta no diagndéstico de doencas sistémicas e orais;
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ClL.3 - O trabalho discute os recentes desenvolvimentos na area de
dispositivos de coleta de amostras de biomarcadores na saliva e suas
aplicacbes no campo da analise das moléculas para o rastreamento e

diagnostico do cancer oral e bucal.

A seguir, foram excluidos os estudos que se enquadraram em algum dos

seguintes critérios:

CE.1 - Estudos sem acesso livre para visualizacdo ou download do

trabalho completo;

CE.2 - Estudos duplicados (derivados da pesquisa ou resultantes em

mais de uma fonte de busca em banco de dados);

CE.3 - Estudos cujo tema de pesquisa ndo esteja restrito a relagéo entre

biomarcadores na saliva e o diagndstico de cancer oral e bucal;

CE.4 - Publicacdes nao revisadas por pares. Considerou-se para o
presente estudo apenas o0s artigos cientificos publicados na integra em revistas

académicas;
CE.5 - Estudos com conteudo destoante aos objetivos da pesquisa;

Apos a utilizacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo dos artigos do
periodo, foram considerados para a discusséo e descricdo dos resultados os
trabalhos publicados entre 2016 e 2021, publicados em lingua portuguesa,
espanhola e inglesa. Tendo em vista os critérios aqui abordados e atualidade
das pesquisas, foram selecionados 10 artigos de maior relevancia,
relacionados aos objetivos do presente estudo, dentre os 138 artigos
resultantes da busca em bancos de dados, desconsiderando os artigos que

ndo proporcionavam a analise sobre o tema aqui abordado.

3 REVISAO DE LITERATURA.

A descoberta de biomoléculas especificas na saliva, que podem ser
utiizadas como biomarcadores no diagnéstico, desde doencas
cardiovasculares, metabdlicas até diferentes tipos de cancer, abriu um campo
de investigacéo cientifica e do emprego de técnicas de rastreio e diagnosticos
ligados ao Salivaomics (ISHIKAWA et al., 2016).



16

O temo Salivaomics foi introduzido em 2008, fazendo referéncia a
descoberta de biomoléculas especificas expressas na saliva como o DNA,
MRNA, microRNA, proteinas, metabdlitos e extracdes da microbiotica oral,
possibilitando o surgimento de novos biomarcadores para diagnéstico e
monitoramento do cancer e de doencas sistémicas. Os biomarcadores na
saliva, como as citocinas, podem ser usados para prever o risco de doenca,
identificar malignidade, determinar o prognostico assertivo e rastrear a
progressdo da neoplasia (ISHIKAWA et al., 2016; GLEBER-NETTO et al.,
2016; SAHIBZADA et al., 2017).

O diagnostico a partir da saliva € um campo em desenvolvimento nas
duas primeiras décadas do século XXI, sendo utilizado na investigacdo do
estado hormonal, estados neurolégicos, influéncia nutricional, estado
metabdlico e estado imunolégico dos individuos (ISHIKAWA et al., 2016;
GLEBER-NETTO et al., 2016; SAHIBZADA et al., 2017).

Em relacdo aos biomarcadores na saliva, Sahibzada et al. (2017), afirma
que as citocinas pro-inflamatérias IL-6, e TNF-a, sdo detectadas
constantemente em pessoas com cancer oral. As citocinas pré-inflamatorias IL-
1, IL-2, IL-6, e TNF-a, sdo membros de uma cadeia de proteinas relacionadas
as reacOes inflamatérias, tendo efeito sobre a propagacédo celular, o
crescimento e a diferenciacdo de células cancerosas.

Waugh e Wilson et al. (2008), descreveram a interleucina-8 como um
potencial biomarcador para o cancer oral. A IL-8 se caracteriza sendo uma
citocina pré-inflamatéria, associada a quimiotaxia e a degranulacdo de
neutréfilose, que atua sobre os receptores CXCR1 e CXCR2. As altas
concentragbes de IL-8 nos receptores de células cancerosas, células
endoteliais, neutrofilos e macréfagos de massas tumorais, interferem na
expressdo génica e fatores de transcricdo, modulando o proteoma celular ao
nivel da traducdo, atuando sobre a regulacdo pods-traducional de proteinas
reguladoras, promovendo assim respostas angiogénicas junto a migracédo de
células cancerosas, células endoteliais e neutrofilos infiltrantes, observando um
potencial metastasico das neoplasias.

Alguns estudos observaram em individuos diagnosticados com céancer
oral, o aumento exponencial dos niveis de IL-6 na saliva, sugerindo que a

citocina pleiotropica interleucina 6 (IL-6) pode ser utilizada como um
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biomarcador preditivo de neoplasias orais (ISHIKAWA et al., 2016; GLEBER-
NETTO et al., 2016; SAHIBZADA et al., 2017).

As citocinas salivares proé-inflamatérias estdo associadas ao diagnostico
de doencas orais e ndo orais, tornando este um método altamente informativo
sobre o desenvolvimento de neoplasias. A pesquisa com biomarcadores na
saliva esta progredindo a fim de identificar diferentes biomarcadores e suas
aplicacoes para o diagndstico e prognoéstico do cancer oral (KHAN et al., 2016).

Os biomarcadores na saliva nos ajudam a obter um diagndstico
assertivo e ndo-invasivo. Esses biomarcadores podem ajudar o paciente a
identificar uma neoplasia em seu estagio inicial. O exame é rapido, facil e
indolor, e os dados coletados sao simples de serem preservados e com alto
poder informativo (ISHIKAWA et al., 2016; GLEBER-NETTO et al., 2016;
SAHIBZADA et al., 2017).

4 DISCUSSOES E RESULTADOS.

Para a andlise dos estudos, procedeu-se a descricdo destes,
considerando: autor, amostra, escopo, desenho metodoldgico e desfecho, os
quais serdo apresentados posteriormente. Houve 67 autores no total, com
média de 6,7 autores por artigo. Quanto ao tipo de estudos, 6 revisdes de
literatura, 1 Coorte prospectivo, 3 estudos clinicos controlados; contando com
um total de 1632 pacientes descritos nos estudos abordados. Os estudos
utilizados foram publicados em 9 diferentes peridédicos internacionais.

Cheng et al. (2019), em uma revisao de literatura sobre a utilizacdo de
nanoparticulas observada na saliva humana, em especial do exossomo salivar,
com origem na vesicula extracelular, uma possivel identificacdo do exossomo
salivar como uma nanovesicula com alta capacidade informativa e clinicamente
relevante. A nanoparticula demostrou, em estudos clinicos, como sendo um
mecanismo assertivo de identificacdo de biomarcadores carcinogénicos atraves
do transporte sistémico na cavidade oral.

As vesiculas extracelulares incluem trés subgrupos: exossomos,
microvesiculas e corpos apoptoticos (CHENG et al., 2019).

Segundo Cheng et al. (2019), a utilizacdo de deteccéo eletroquimica,
com liberacdo e medicdo induzida por campo elétrico, possibilita uma
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caracterizagdo de nanoestruturas dos exossomos salivares em individuos
fornecendo dados criticos para a compreensédo de sua condicao fisiopatolégica
e potencial diagnéstico. Assim tal método de analise avanca enquanto
instrumento de biopsia liquida de saliva, ampliando o cenario atual de testes de
saliva para a deteccéo de neoplasias orais.

Segundo Cheng et al. (2019), a criacdo de métodos para a deteccao de
nanoparticulas na saliva se constitui como elemento vital para o
desenvolvimento de novos modelos de biopsia por meio da utilizacdo de
biomarcadores na saliva, possibilitando a constru¢cdo de diagndstico e
tratamento do céncer oral com maior adesdo pelo paciente. Os estudos
destacaram que o0s biomarcadores na saliva que apresentam maior
confiabilidade sdo: DUSP1; H3F3A; IL-1; IL- 8; OAZ1; S100P; miR-125a; miR-
200a.

Cristaldi et al. (2019), em uma revisdo de literatura, aponta para o
desenvolvimento da biépsia liquida, como um modelo alternativo e pouco
invasivo para o diagndstico do cancer oral. O autor observou que a utilizacao
de moléculas da saliva para uso clinico tem como vantagens: ser indolor,
acessivel e de baixo custo. Representado, assim, um modelo util na deteccéo
de biomarcadores na saliva para o diagndstico e rastreio do cancer oral.

De acordo com Cristaldi et al. (2019), mesmo se observando a limitacao
imposta pelos protocolos padronizados de isolamento, caracterizagdo e
avaliacdo, os dados clinicos sugerem que a saliva pode ser incluida
assertivamente no desenvolvimento de diagndstico clinico sobre o cancer oral.
As nanoparticulas encontradas na saliva como as citocinas, moléculas de DNA
e RNA, células circulantes tumorais e as vesiculas extracelulares sdo os
biomarcadores destacados pelos estudos clinicos como de maior assertividade
no rastreio e diagnostico do cancer oral.

No caso, das nanoparticulas originadas das vesiculas extracelulares, a
deteccdo de biomarcadores de baixa expresséo, e os seus niveis morfoldgicos,
a exemplo dos lipidios, proteinas e acidos nucleicos, permitiu achados
altamente informativos para o diagnostico e progndéstico do cancer bucal. No
entanto, existem limitagGes relacionadas as tecnologias complexas e caras de
isolamento, caracterizacdo e analise. Entre todos os métodos para isolar os

biomarcadores das vesiculas extracelulares, a ultracentrifugacdo e o ExoQuick-
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TC, um tipo de kit de agente quimico usado para precipitar as nanoparticulas,
representam os meétodos de base fisica mais utilizadas e de custo consideravel
(CRISTALDI et al., 2019).

Khan et al. (2018), em um estudo de revisdo de literatura sobre a
utilizacdo de biomarcadores na saliva no diagndstico do cancer oral, observou
que numero de marcadores proteicos, expressos ha saliva, que sofrem
alteracdes durante o desenvolvimento de lesdes pré-malignas e malignas de
cancer oral, € muito elevado. Nessa perspectiva, Khan et al. (2018), destaca
que as citocinas salivares pro-inflamatérias estdo associadas ao diagndstico de
doencas orais e nao orais, tornando este um método seguro com resultados
confiaveis demonstrados na literatura. Assim, o diagndstico e a pesquisa de
progndéstico do cancer oral estdo progredindo, a fim de identificar diferentes
biomarcadores e suas aplicacdes no trato da doenca.

Segundo Sahibzada et al. (2017), a coloracdo vital, deteccdo por
guimioluminescente, biopsias de varredura por imagens de faixa estreita,
microscopia confocal e espectroscopia de alta fluorescéncia sao algumas das
técnicas que estdo sendo utilizadas para a prevencdo e rastreamento do
cancer oral. Uma limitacdo de algumas destas técnicas citadas é o acesso ao
equipamento de alta tecnologia e o tipo de natureza invasiva junto aos
protocolos de seguranca quando comparados com diagndstico através da
saliva, que faz uso de moléculas biologicas referidas como biomarcadores
gerados pela glandula parétida, glandula submandibular e glandula sublingual.

Nessa perspectiva, algumas evidéncias cientificas sugerem que a
interleucina-8 (IL-8) pode ser usada de forma segura enquanto biomarcador
salivar para detectar o cancer oral. Os niveis deste biomarcador estédo
diretamente relacionados ao estilo de vida e a genética do paciente. Baixos
niveis desta interleucina estdo relacionados com a gengivite e a periodontite,
no entanto, altas quantidades de IL-8 na saliva tém sido relacionadas ao cancer
oral com aspecto maligno (SAHIBZADA et al., 2017).

Segundo Sahibzada et al. (2017), entre os achados, analisados na
revisdo da literatura cientifica, estaria a observacdo da deteccdo de citocinas
na saliva de pacientes com neoplasia, no qual a alta concentracdo de
quimiocinas seriam responsaveis por induzir o cancer bucal em seres

humanos, em desataque estaria a interleucina-8.
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Cs6sz et al. (2017), em seu estudo de corte prospectivo clinico, tendo
em vista investigar a prevaléncia do carcinoma espinocelular oral, enquanto um
tipo de cancer oral, na populacdo hungara, buscou investigar 14 proteinas,
previamente relatadas como significativamente elevadas na saliva de pacientes
com cancer oral. Para a deteccéo das citocinas IL-1qa, IL-1p3, IL-6, IL-8, TNF-q,
fora utilizado um kit multiplex baseado em Luminex através do qual foram
demarcadas as concentracfes salivares. No caso de catalase, profilina-1,
S100A9, CD59, proteina de ligacdo galectina-3, CD44, tioredoxina e queratina-
19, foi delimitado um método proteébmica direcionado baseado em SRM e a
guantidade relativa das proteinas foi determinada na saliva dos pacientes com
carcinoma espinocelular oral enquanto grupo de controle.

Os resultados demonstram que as proteinas investigadas como
biomarcadores para Carcinoma espinocelular oral, aplicadas ao redor do globo
tem alcance limitado no rastreio do cancer oral na populacdo hangara. Notou-
se que o0s niveis de proteina apresentam discrepancias entre os diferentes
grupos estudados, destacando a importancia de estudos de fundo prote6mica
adaptados a populacdo para encontrar técnicas de andlise e extracdo de
biomarcadores na saliva com baixo custo para a aplicacdo em grandes
populacdes (CSOSZ et al., 2017).

O estudo de Csdsz et al .(2017), apresenta uma perspectiva diversa dos
outros até o momento apresentados, observando que determinantes genéticos
e comportamentais de uma populacdo devem ser mais investigados para o
progndstico e diagnostico do cancer oral.

Em seu estudo de revisdo, Salvatierra et al. (2017), observou que 0s
pacientes com cancer oral tém niveis elevados de citocinas proé-inflamatérias,
como IL-6 (Interleucina-6), IL-1 (Interleucina-1) e TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa). A funcdo das citocinas depende do tipo de inflamagao, os tipos
de respostas hematologicas, imunologicas e o tipo de resisténcia do
hospedeiro. As citocinas pro-inflamatérias sdo um grupo de proteinas
envolvidas em reagdes inflamatérias, demonstrando influenciar o
desenvolvimento, a propagacao, a distingao celular e a carcinogénese.

As citocinas IL-6 e IL-8, foram frequentemente detectadas na saliva de
pessoas com carcinoma espinocelular oral, de acordo com os estudos

analisados. As interleucinas 6 e 8 sdo altamente diagnosticadas para o
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carcinoma espinocelular oral e proporcionam ao paciente um método nao-
invasivo é confiavel para o diagndstico do cancer em seus estagios iniciais
(SALVATIERRA et al., 2017).

Entre os achados da pesquisa de Salvatierra et al. (2017), destaca-se
que a maioria dos estudos analisados sugere IL-6 e IL-8 como potenciais
biomarcadores na saliva para diagnosticar precocemente 0 carcinoma
espinocelular oral, devido a sua participacdo ativa na carcinogénese,
observando aumento significativo na saliva e com altos valores de sensibilidade
e especificidade para o diagnostico de cancer. Porém, os estudos apontam
para a necessidade de novas pesquisas, abrangendo um tamanho maior de
amostras, para validar as interleucinas como marcadores salivares assertivos,
para tal devesse incluir indicadores estatisticos de sensibilidade, especificidade
e valor preditivo, que aumentem a confiabilidade dos testes desses
biomarcadores na saliva.

Santosh et al. (2016), em um estudo de revisdo de literatura destacou
que os biomarcadores na saliva detectados em liquen plano, leucoplasia oral e
fibrose submucosa oral, enquanto mecanismo assertivo para a deteccédo lesbes
malignas, sugerem que um numero elevado de citocinas IL-6 e IL-8 foram
detectadas na saliva de pessoas com carcinoma espinocelular. A deteccéo das
interleucinas 6 e 8 € um mecanismo confidvel para o rastreamento do
carcinoma espinocelular, se estabelecendo como um método seguro para o
diagnéstico das neoplasias orais em seus estagios iniciais. Assim estas
interleucinas (IL-6; IL-8) podem ser utilizadas enquanto biomarcadores
preditivos para o cancer oral.

Santosh et al. (2016), observa que compreender as etapas,
metodologias e protocolos e relatdrios de avaliacdo da bidpsia liquida, auxiliara
0s pesquisadores a reduzir as lacunas na pesquisa com biomarcadores na
saliva na deteccao do cancer oral. O autor observa 0 aumento no numero de
pesquisa sobre biomarcadores sdo recomendados para entender melhor a
populacdo de células heterogéneas do tecido canceroso e a resposta imune
dos pacientes a populacdo de células cancerigenas. O desenvolvimento de
biomarcadores clinicamente validos, com maiores valores de utilidade clinica,

para o rastreamento do cancer bucal € altamente recomendado, pois a
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identificag8o precoce do cancer oral ter4 impacto direto nas taxas de cuidado e
mortalidade do paciente.

Kallalli et al. (2016), em um estudo clinico controlado com cerca 60
pacientes observou a pertinéncia do uso da saliva enquanto biomarcador
tumoral. Foram selecionados pacientes na faixa etaria entre 20 e 70 anos,
divididos em trés grupos: O primeiro grupo, com vinte cinco individuos foi
diagnosticado com fibrose da submucosa oral, 0 segundo grupo, com vinte
cinco individuos foi diagnosticado histopatologicamente com cancer oral e o
terceiro grupo de controle com dez individuos sem nenhum diagndstico. foram
coletados cinco mililitros de saliva de forma ndo estimulada. Em seguida, a
saliva coletada foi centrifugada e analisada pelo semiauto-analisador ERBA-
CHEM 5. Os valores obtidos foram analisados estatisticamente por meio de
estatistica descritiva e teste t pareado utilizando o software SPSS.

Segundo Kallalli et al. (2016), a observacdo dos niveis de Lactato
Desidrogenase Salivar (LDH) recolhidos na saliva, tem utilizacdo potencial
como mecanismo de triagem para o diagndstico clinico do cancer oral. Os
niveis salivares de Lactato desidrogenase salivar também podem servir como
fonte de monitoramento dos resultados do tratamento em pacientes com
fibrose da submucosa oral.

Entre os achados Kallali et al. (2016), observa que na andlise
comparativa entre os trés grupos delimitados de individuos, notou-se uma alta
na taxa do Lactato Desidrogenase Salivar (LDH) entre os individuos
diagnosticados com cancer oral em relacdo ao demais grupos.

Seguindo a perspectiva de observacdo do potencial das interleucinas
como biomarcadores na saliva na deteccdo do cancer oral, Ishikawa et al.
(2016), em estudo clinico, analisa as vantagens e limitacdes do uso de
moléculas salivares para a detec¢do do cancer oral. O autor recrutou pacientes
saudaveis e com cancer oral, entre 2012 e 2014, que forneceram tecidos
tumorais e amostras de saliva, cada paciente enxaguou a boca com agua e a
saliva foi coletada em um tubo Falcon de 50 ml e em seguida as amostras de
saliva foram imediatamente armazenadas. Foram retirados tecidos saudéaveis e
doente que apresentavam perfil de neoplasia maligna, ambos foram
respectivamente ressecados e armazenados imediatamente a - 80°C.
(ISHIKAWA et al., 2016).
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Entre os achados cientificos, observou-se que os perfis metabdlicos dos
tecidos tumorais foram significativamente diferentes dos tecidos saudaveis. No
entanto, eles foram semelhantes aos metabdlitos salivares, que foram
significativamente diferentes entre os individuos com cancer oral e o grupo de
controle de individuos saudaveis. Apesar da capacidade dos biomarcadores
identificados para o rastreamento do cancer oral esta restrito aos grupos
recrutados, a pesquisa demonstrou ndo haver diferenca significativa nos
biomarcadores em relacdo aos estagios da doenca, o que limita a utilizacdo
dos biomarcadores na saliva como ferramenta Unica de triagem para avaliar os
diversos tipos de cancer oral (ISHIKAWA et al., 2016).

No estudo clinico de base experimental realizado por Gleber-Netto et al.
(2016), analisou-se o0s marcadores protedmicos tiveram melhor desempenho
do que marcadores transcriptdmicos na distingdo de casos de cancer bucal de
distarbios orais potencialmente malignos e os grupos de controles quando
considerados individualmente. O modelo de detec¢éo salivar da IL-8 sozinho
teve o melhor desempenho entre os modelos, sempre fornecendo os valores
de AUC mais altos do que outros marcadores individuais. A metodologia de
analise do estudo de Gleber- Netto et al. (2016) é apresentada a seguir: Foram
analisadas 180 amostras, no qual 60 pacientes com carcinoma espinocelular
oral, 60 pacientes com disturbios orais potencialmente malignos, com evidéncia
de displasia e 60 pacientes de grupo de controle sem sinais clinicos de
nenhuma doenca ou alteracao na cavidade oral.

O protocolo de controle para a composi¢cdo da amostra do estudo foi
realizado por meio de questionario e histoérico médico, sendo realizado exames
fisicos de rotina, observando sexo e idade, sendo excluidos antecipadamente
pacientes com histérico de cancer, diabetes, doencas autoimunes, hepatite ou
infeccdo por HIV (GLEBER — NETTO et al., 2016). A coleta da saliva se deu
por meio de nao estimulacdo, sendo o RNA e as proteinas processadas
separadamente. No processo de coleta de saliva, os doadores evitaram comer,
beber, fumar e usar produtos de higiene bucal por pelo menos uma hora antes
da coleta. As amostras foram centrifugadas a 3.000 x g por quinze minutos a
4°C. Os sobrenadantes foram prontamente tratados com uma mistura de
inibidor de protease (Roche; numero cat.: 11836145001) e inibidor de RNase
(Invitrogen, 10777-019) (GLEBER — NETTO et al., 2016). As amostras foram
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aliguotadas em volumes pequenos e guardadas em refrigerador a -80°C. A fim
de evitar a deterioracdo das proteinas, as amostras de saliva descongeladas
foram utilizadas somente uma vez. A saliva foi coletada no momento do
diagnostico para pacientes com OSCC e PMOD, e antes de qualquer
procedimento cirargico (GLEBER — NETTO et al., 2016).

Segundo Gleber-Netto et al. (2016), os resultados encontrados
demostram, a utilizacdo das interleucinas IL-8 e IL-18 como potenciais
biomarcadores na saliva para deteccdo de cancer oral, mostrando sensibilidade
e especificidade variando de 70% a 80% e um valor de AUC em torno de 0,7. O
IL-18 salivar ndo foi considerado um bom marcador para a deteccdo do
Carcinoma espinocelular oral, enquanto o IL-8 mostrou valor de AUC (0,73)
semelhante a outros estudos, confirmando a reprodutibilidade deste marcador
em diferentes populagdes com cancer oral.

A seguir apresentamos as publicacfes abordadas no presente artigo, a
fim de estabelecer um quadro comparativo das pesquisas e seus diferentes

autores.

Quadro 2 - Distribuicao das referéncias por autor, ano, titulo e resultados
encontrados.

AUTOR/ANO TITULO DO TRABALHO RESULTADOS.

Cheng et al. Salivary Exosomes as A criagdo de métodos de

(2019) Nanocarriers for Cancer detecc@o de nanoparticulas
Biomarker Delivery na saliva se constitui como
elemento vital para o
desenvolvimento de novas
plataformas para utilizacdo
de biomarcadores na saliva
na construcéo de diagnoéstico
e tratamento do cancer oral .
Os estudos destacaram que
0s biomarcadores na saliva
que  apresentam maior
confiabilidade, sdo DUSP1,
H3F3A, IL-1, IL- 8, OAZ1,
S100P, miR-125a, miR-200a.

Cristaldi et al. Salivary Biomarkers for Oral | Dados clinicos sugerem que
(2019) Squamous Cell Carcinoma | a saliva pode ser incluida
Diagnosis assertivamente no

and Follow-Up: Current desenvolvimento de
Status and perspectives diagnéstico clinico sobre o
cancer oral . As
nanoparticulas encontradas
na saliva como as citocinas,
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moléculas de DNA e RNA,
células circulantes tumorais
e as vesiculas extracelulares
sao 0os biomarcadores
destacados pelos estudos
clinicos como de maior
assertividade no rastreio e
diagnéstico do cancer oral .

Khan et al.
(2018)

Diagnosing oral squamous
cell carcinoma using salivary
biomarkers

As citocinas salivares pro-
inflamatérias (IL-1, IL-6 e
TNF-a) estdo associadas ao
diagndstico de doencas orais
e ndo orais, tornando este
um método seguro com
resultados confiaveis
demonstrados na literatura.

Sahibzada et al.
(2017)

Salivary IL-8, IL-6 and TNF-a
as Potential Diagnostic
Biomarkers for Oral Cancer

Entre 0s achados,
analisados na revisdo da
literatura cientifica, estaria a
observacdo da deteccdo de
citocinas (IL-8, IL-6, TNF-a)
na saliva de pacientes com
neoplasia, no qual a alta
concentracdo de quimiocinas
seriam responsaveis por
induzir o céncer bucal em
seres humanos

Csbsz et al.
(2017)

Proteomics investigation of
OSCC-specific
salivary biomarkers in a
Hungarian population
highlights the importance of
identification of
population-tailored
biomarkers

Os resultados demonstram
que as proteinas
investigadas como
biomarcadores para
Carcinoma espinocelular
oral, aplicadas ao redor do
globo tem alcance limitado
no rastreio do cancer oral na
populagdo hungara. Notou-
se que os niveis de proteina
apresentam  discrepancias
entre os diferentes grupos
estudados, destacando a
importancia de estudos de
fundo protebmica adaptados
a populacado para encontrar
técnicas de andlise e
extracdo de biomarcadores
na saliva com baixo custo
para a aplicacdo em grandes

populacdes.
Salvatierra et al. Capacidad diagndstica de los | As citocinas IL-6 e IL-8 foram
(2017) biomarcadores salivales frequentemente detectadas

interleucinas 6 y 8 para el
diagnéstico de carcinoma de
células
escamosas de cavidad oral

na saliva de pessoas com
carcinoma espinocelular oral,
de acordo com o0s estudos
analisados. As interleucinas
6 e 8 sdo altamente
diagnosticadas para o]
carcinoma espinocelular oral
e proporcionam ao paciente
um método nao-invasivo €
confiavel para o diagnostico
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do cancer em seus estagios
iniciais.

Santosh et al.
(2016)

A review on oral cancer
biomarkers: Understanding
the past and learning from

the present.

Compreender as etapas,
metodologias e protocolos e
relatérios de avaliagdo da
bi6épsia liquida, auxiliara os
pesquisadores a reduzir as
lacunas na pesquisa com
biomarcadores na saliva na
deteccdo do cancer oral . O
autor observa o aumento no
namero de pesquisa sobre
biomarcadores séo
recomendados para
entender melhor a populagéo
de células heterogéneas do
tecido canceroso e a
resposta imune dos
pacientes a populacdo de
células cancerigenas. O
desenvolvimento de
biomarcadores clinicamente
vélidos, com maiores valores
de utilidade clinica, para o

rastreamento do céncer
bucal é altamente
recomendado, pois a
identificacdo precoce do
cancer oral tera impacto
direto nas taxas de

morbidade e mortalidade do
paciente.

Kallalli et al.
(2016)

Lactate dehydrogenase as a
biomarker in oral cancer and
oral submucous fibrosis

A andlise comparativa entre
0s trés grupos delimitados de
individuos, notou-se uma alta
na taxa do Lactato
Desidrogenase Salivar (LDH)
entre 0s individuos
diagnosticados com céancer
oral em relacdo ao demais
grupos.

Ishikawa et al.
(2016)

Identification of salivary
metabolomic biomarkers for
oral
cancer screening

Entre os achados cientificos,
observou-se que os perfis
metabodlicos dos tecidos
tumorais foram
significativamente diferentes
dos tecidos saudaveis. No

entanto, eles foram
semelhantes aos metabdlitos
salivares, que foram

significativamente diferentes
entre os individuos com
cancer oral e o grupo de

controle de individuos
saudaveis. Apesar da
capacidade dos

biomarcadores identificados
para o rastreamento do
cancer oral estéa restrito aos
grupos recrutados, a
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pesquisa demonstrou néo
haver diferenga significativa
nos biomarcadores em
relagdo aos estagios da
doenca, o que limita a
utilizag@o dos biomarcadores
na saliva como ferramenta
Unica de triagem para avaliar
os diversos tipos de cancer
oral.

Gleber-Netto et al.
(2016)

Salivary Biomarkers for
Detection of Oral
Squamous Cell Carcinoma in
a Taiwanese
Population

Os marcadores proteémicos
obtiveram melhor
desempenho do que os
transcriptdmicos na distin¢cdo

de casos de cancer e
disturbios orais. Os
resultados encontrados

demostram, a utilizacdo das

interleucinas IL-8 e IL-1B
como potenciais
biomarcadores na saliva

para detecgéo de cancer oral
, mostrando sensibilidade e
especificidade variando de
70% a 80% e um valor de
AUC em torno de 0,7. O IL-
1B salivar nao foi
considerado um bom
marcador para a deteccdo do
Carcinoma espinocelular
oral, enquanto o IL-8
mostrou valor de AUC (0,73)
semelhante a outros
estudos, confirmando a
reprodutibilidade deste
marcador em  diferentes
populacdes com céncer oral .

Fonte: Elaborado pelo préprio autor do artigo.

O quadro 2, demonstra que ha resultados dispersos no emprego de

biomarcadores na saliva como mecanismo de diagnostico para o cancer oral,

porém, os estudos analisados apontam para a utilizacdo da bidpsia liquida

enquanto um instrumento com aplicacédo potencialmente assertiva na detecgéo

do cancer oral.

Os resultados dos estudos indicam a necessidade do desenvolvimento

de um nUumero maior de estudos clinicos relacionados a saliva, a fim de

estabelecer um mecanismo de alta fidedignidade na deteccédo do cancer oral

por meio de biomarcadores salivares. Ndo se observou, em nenhum estudo

abordado, a recomendacédo da substituicdo total da bidpsia de tecido tumoral

da cavidade oral enquanto padréo ouro de deteccao de neoplasias.
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5 CONSIDERACOES FINAIS.

O presente estudo, observou que h& um relativo consenso na utilizacédo
dos biomarcadores salivares como um mecanismo assertivo para a realizagcéo
de prognostico e diagnéstico do cancer oral, porém com relativa limitacdo
relacionada a dificuldade de deteccéo e preservacdo de nanoparticulas, como
a interleucina 1 de precursor beta (IL-1(3), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-8
(IL-8) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).

Os artigos apresentados apontam a necessidade de mais estudos sobre
os biomarcadores e o aperfeicoamento dos sistemas de deteccdo do céancer
oral através da saliva, observando como vantagem uma maior adesdo dos
pacientes a um método de deteccdo de cancer oral ndo invasivo, além de
reduzidos custos, quando comparado com o método usual da biépsia por
extracdo de tecido.

Destaca-se ainda a possibilidade de aplicacao de técnicas de extracéo e
andlise de biomarcadores na saliva em populacdes mais abrangentes,
possibilitando a construcdo de mapas complexos, levando em consideracao
idade, habitos, heranca genética, aspectos morfologicos, tendo em vista o

impacto do cancer oral tanto em individuos como em grupos populacionais.
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