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RESUMO

Introdugdo: O cancer bucal € o sexto tipo de cancer mais frequente, sendo sua alta taxa de mortalidade
intrinsecamente relacionada ao diagndstico tardio. A saliva como um fluido oral multiconstituinte, compreende
secregcbes amplamente fornecidas pelo sangue, com potencial para detecgdo de biomarcadores especificos
relacionados ao cancer bucal. Logo, o presente trabalho busca discutir o emprego de biomarcadores metabdlicos
salivares para o rastreamento e diagnéstico precoce do cancer bucal. Métodos: Trata-se de uma revisao integrativa
da literatura, desenvolvida por meio da anadlise retrospectiva de estudos primarios que avaliaram o papel de
biomarcadores salivares para o rastreamento do cancer bucal. A base de dados PubMed foi consultada, utilizando os
descritores: “biomarkers” AND “saliva” AND “oral cancer”. Foram selecionados 17 estudos publicados nos ultimos 5
anos, sem restricdbes de idioma. Resultados: O contato direto da saliva com lesGes de cancer oral a torna uma
ferramenta de rastreamento mais especifica e potencialmente sensivel, sendo registrada na literatura uma gama de
biomarcadores salivares (DNA, RNA, mRNA, marcadores de proteina), incluindo citocinas (IL-8, IL-1b, TNF -a),
defensina-1, P53, Cyfra 21-1, antigeno especifico de polipeptideo de tecido, fosfatase de especificidade dupla,
espermidina / espermina N1 acetil-transferase, profilina-1, cofilina-1 e transferrina. Esses metabdlitos salivares
combinados sdo considerados assinaturas moleculares e potenciais indicadores do processo patoldgico, podendo ser
a base de um método clinicamente viavel de rastreamento nio invasivo do cancer oral. Conclusdes: A abordagem
combinada de biomarcadores salivares pode ser usada como ferramenta de triagem para melhorar a deteccao
precoce e a precisao do diagndstico de cancer bucal.
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O cancer oral é considerado um tumor
maligno da cavidade oral, sendo o sexto tipo de
cancer mais comum em todo o mundo, com um
incidente anual de 550.000 novos casos'. E
responsavel por 4% dos canceres em homens
e 2% dos canceres em mulheres, levando ao
Obito, anualmente, cerca de 380.000
individuos'2. O carcinoma de células
escamosas oral (CEC), também chamado de
carcinoma epidermoide, representa 90% de
todos os canceres que acometem a regido da
cabeca e pescogo. Esse tumor tem uma alta
taxa de recorréncia e frequentemente sofre
metastases em linfonodos3.

Apesar do progresso com estratégias
preventivas e terapéuticas, o atraso no
diagnostico do CEC continua sendo uma das
principais causas da alta morbimortalidade?.
Cristaldi et al (2019)? relataram que a maior
taxa de CEC ¢ identificada em estagio clinico

avancado (estagio Il ou V) e apdés o
tratamento  primario, recorréncias  e/ou
metastases sdo encontradas em 80% dos

casos nos primeiros 2 anos, com taxa de
sobrevida em 5 anos inferior a 50%.
Atualmente, a investigacao histologica através
de bidpsia representa o “padrdo ouro” do
diagnéstico de CEC, no entanto, essas
analises podem néo refletir a heterogeneidade
tumoral. Estudos recentes avaliaram o uso
potencial de métodos n&o invasivos, como
bidpsia liquida*.

Os tumores liberam varias biomoléculas
nos fluidos corporais que podem ser utilizadas
como  biomarcadores para  diagnéstico,
prognostico e selegdo da terapia. As bidpsias
liquidas fornecem informagbes sobre as
caracteristicas moleculares durante a evolugcao
do tumor por meio de uma abordagem n&o
invasiva‘. Nesse sentido, o desenvolvimento de
modelos de agrupamento integrativo
combinando dados moleculares de DNA, RNA
como microRNAs (miRNAs/miRs) e
caracterizacdo de proteinas poderia fornecer
maior  precisdo na  compreensdo da
heterogeneidade do tumor, auxiliando no
estabelecimento de estratégias terapéuticas
especificas3.

A saliva fluido

como um oral
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multiconstituinte, compreende secrecoes
amplamente fornecidas pelo sangue, com
potencial para deteccdo de biomarcadores
especificos relacionados ao cancer bucal.
Javaid e colaboradores (2016)% em seu estudo,
relataram que os niveis salivares de proteinas
especificas apresentavam-se elevados em
pacientes com CEC. Os niveis de CD44
(glicoproteina de superficie celular envolvida na
interagao intercelular), Cyfra 21-1 (fragmento
de citoqueratina 19), antigeno de polipeptideo
de tecido (TPS) e antigeno de cancer 125 (CA-
125), por exemplo, foram sugeridos como
biomarcadores de cancer oral detectados no
fluido salivar®.

O uso de RNAs identificados na saliva
(transcriptomas) associados ao CEC mostrou
uma taxa de precisdo de 81%, demonstrando
seu potencial como biomarcadores para a
deteccdo do cancer oral, bem como para isolar
individuos que podem desenvolver a doenga5.

Dessa forma, o objetivo do presente
trabalho é discutir, através de uma reviséo
integrativa da literatura, o emprego de
biomarcadores metabdlicos salivares para o
rastreamento e diagndstico precoce do cancer
bucal.

Trata-se de um estudo descritivo, de
carater exploratorio, desenvolvido através de
uma revisao critica e integrativa da literatura.
Inicialmente, foi realizada uma analise
retrospectiva de estudos primarios que
avaliaram o papel de biomarcadores salivares
para o rastreamento do cancer bucal, através
de consultas na base de dados da PubMed/
MEDLINE. Os descritores DeCS/MeSH
empregados durante a busca literaria foram:
“‘biomarkers”, “saliva”, “oral cancer”.

O processo de selegcdo dos artigos e
busca eletrbnica aconteceu dentro de um
periodo pré-determinado, entre outubro de
2020 a fevereiro de 2021. Apos a selecéo das
palavras-chave, realizou-se o cruzamento na
BVS (Biblioteca Virtual em Saude) com o
operador booleano AND: “biomarkers” AND
“saliva” AND “oral cancer”.

Para o refinamento da busca, os critérios
de inclusdo foram: artigos com textos
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completos que abordassem a tematica
proposta, publicacdes realizadas nos ultimos 5
anos e sem restricobes de idioma, sendo
incluidas revisdes narrativas, integrativas e
sistematicas da literatura, meta-analises,
estudos experimentais em animais e ensaios
clinicos. Ja os critérios de exclusdo foram:
artigos em que o texto completo ndo estava
disponivel, estudos in vitro, monografias,
dissertacbes e teses, além de trabalhos que
nao estavam relacionados ao tema proposto ou
que estivessem fora do periodo de publicacao
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dupla de revisores, previamente calibrados, de
forma independente e a inclusao final de todos
0s estudos foi desenvolvida apos
concordancia. Os dados obtidos foram
agrupados utilizando as ferramentas do Excel
2016 (Microsoft, Redmond WA).

RESULTADOS

Para esta revisdo de literatura foram
selecionados e analisados 17 trabalhos
indexados na base de dados PubMed,
publicados nos ultimos 5 anos, que
correspondiam aos objetivos da pesquisa e
estavam de acordo com os critérios de

pré-estabelecido. Foram encontrados 60
estudos iniciais, sendo 17 utilizados nesta ° .
revis3o. inclusao e

Apods selecdo dos estudos, realizou-se a
leitura dos titulos, resumos e textos na integra.

determinados.

A triagem dos artigos foi desenvolvida por uma

exclusao previamente
No  Quadro 1 foram

caracterizados os estudos selecionados:

Quadro 1: Caracterizagédo da produgao cientifica analisada, de acordo com primeiro autor (ano), objetivo (s), métodos
e resultados. Cachoeira- BA, Brasil, 2021.

AUTOR
(ANO)

OBJETIVO(S)

METODOS

RESULTADOS

Chattopadhy
ay | (2019)?

Descrever o papel do microbioma na
progressdo do cancer bucal e seu
papel como biomarcador diagndstico
e prognostico precoce.

Uma revisdo narrativa da
literatura foi desenvolvida
com 115 artigos.

Varios nichos de cancer oral foram
ocupados  predominantemente  por
bactérias, produzindo biomarcadores
identificados na saliva.

Cristaldi
M (2019)2

Relatar os dados mais recentes sobre a
deteccdo de biomarcadores de saliva
em biopsia de saliva liquida de
pacientes com cancer oral.

Uma revisdo narrativa da
literatura foi desenvolvida
com 124 artigos.

A bidpsia liquida de saliva tem varios

usos clinicos  promissores no
tratamento do cancer bucal. E uma
alternativa indolor, acessivel e de
baixo custo.

Ishikawa S
(2016)3

Explorar biomarcadores de
metabdlitos salivares, tracando o
perfil de amostras da saliva e do tecido
tumoral.

Amostras salivares de 68
individuos  divididos em
grupo controle e cancer oral
foram submetidas a analise
metabolémica.

85 metabdlitos mostraram diferengas
significativas entre o tumor e as
amostras de controle pareadas, e
entre as amostras salivares de cancer
oral e controles. (p<0,05)

periodontais.

% 8 & clinica potencial de miRNAs livres de  desenvolvida  com 107 representam uma abordagem né&o
Q. g § células como biomarcadores do CEC.  artigos. Invasiva  promissora  para O
(14 8 =~ diagndstico de cancer oral.
¥ . Fornecer uma atualizagdo sobre as Revisao da literatura Avancos recentes ampliaram a
- = . ~ . . . . o .
9 & aplicagbes atuais e futuras da saliva  desenvolvida com 197 abordagem do diagndstico salivar.
E & para fins de diagndstico. artigos.
Descrever 0s avangos em Revisdao da literatura Devido a sua faciidade e
biomarcadores salivares ara i ibili na invasiv:
=, DO _ ~ Para desenvolvida com 71 acessibilidade o invasiva,
o © diagnosticar doengas autoimunes, artigos juntamente com sua abundancia de
s § doencas cardiovasculares, diabetes, biomarcadores, como material
8 =~ HIV, cancer oral, carie e doencas genético e proteinas, a saliva € uma

ferramenta de diagnodstico potencial.

I
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LPM e 9 controles.

AUTOR i
OBJETIVO(S) METODOS RESULTADOS
(ANO)

Identificar um painel de Proteomas salivares de Os niveis salivares de 67 e 18

marcadores que mostra alta pacientes com CEC (n=10), com proteinas no grupo CEC estdao mais
T '5? sensibilidade e especificidade lesbes potencialmente elevados. O nivel salivar mais alto do
25 parao diagnéstico de CEC. malignas- LPM  (n=9) e fator do complemento H, cadeia alfa do
o voluntarios saudaveis (n=10) fibrinogénio e alfa-1-antitripsina foi

tiveram sua saliva analisada. relacionado com estagios avangados
do CEC.

Investigar potenciais biomarcadores Amostras de saliva e plasma IL-1B, IL-6, IL-8, MIP-1[3, eotaxina e
o= na saliva e no plasma humanos obtidas de pacientes com CEC IFN-y e TNF-a apresentaram
o < para auxiliar no diagndstico precoce (n=41) e pacientes com cancer diferencas entre pacientes com CEC
s & do CEC. néo oral (n=24)  foram e controles.

analisadas.
© Descrever citocinas salivares com Revisdo sistematica e meta- Os niveis salivares de algumas citocinas
= potenciais biomarcadores andlise de 28 artigos (de 2004 a s&o consistentemente diferentes entre
E & diagnosticos para CEC. 2018) disponiveis na PubMed e individuos com CEC.
s< Cochrane Library.
< =
o

Avaliar a IL-1alfa, IL-6, IL-8 e TNF- As citocinas foram avaliadas em A analise  imunohistoquimica

o em amostras de tecido e saliva 60 amostras de tecido de lesbes revelou expresséo significativamente
X _ de pacientes com CEC e lesdes  Patolégicas (CEC ouLPM)eem 7 maior de IL-8 e TNF-a em
R potencialmente malignas (LPM).  controles (mucosa oral normal) espécimes e amostras salivares de
% § por imunohistoquimica e na saliva CEC e LPM, com displasia em
o de 45 pacientes com CEC ou compara¢cdo com mucosa normal.

Principe S
(2019)"

Analisar o papel dos elementos
da resposta inflamatoria salivar
em pacientes com CEC tratados
com radioterapia.

15 artigos publicados nos
ultimos 10 anos, na PubMed,
Cochrane e Embase, foram
analisados.

O tratamento radioterapico gerou
uma tendéncia de crescimento dos
niveis de IL-1B, IL-6, IL-8, MCP-1 e
TNF-a, que se correlacionou com a
dose de irradiagao.

Bossi P
(2016)12

Avaliar a presenca de citocinas
salivares e sua modulagao
durante a terapia oncoldgica
associando com a gravidade da
mucosite oral.

Os niveis salivares de 13
citocinas foram analisados em
55 pacientes com CEC, 10
voluntarios saudaveis e 10
pacientes com outros tipos de
cancer.

Os niveis de citocinas aumentaram
durante o tratamento, com aumento
de interleucina-1p (p=0,009), IL-6
(p=0,005) e fator de necrose
tumoral-a (p=0,005).

Agrawi L
(2020)13

Investigar como os efeitos tardios
da radioterapia podem influenciar
os perfis de citocinas.

Andlise de perfis de citocinas
na saliva e fluido lacrimal de 29
pacientes com cancer irradiado
de cabega e pescoco e 20
controles.

As citocinas elevadas identificadas
na saliva dos pacientes com cancer
foram: CCL21, IL-4, CX3CL1,
CCL2, CXCL1 e CCL15. (p<0,01)

Saxena S
(2017)14

Identificar 0s

biomarcadores Revisao

sistematica de 50

potenciais para a triagem e atrabalhos indexados nas bases

analise de patologia molecular em de dados
pacientes de alto risco com CEC. Cochrane, Science Direct,
web Science e SciELO.

PubMed, EBSCO,

ISI

A proteina de ligagdo Mac-2,
proteina 14 relacionada ao mieloide,
CD59, profilina 1 e catalase estavam
em niveis elevados em pacientes
com cancer oral.
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OBJETIVO(S)

METODOS

RESULTADOS

Analisar os niveis de MMP-1 na

Mediu-se o contetdo de MMP-1
em amostras de saliva de 1160
individuos (313 controles
saudaveis, 578 com LPM e 269
pacientes com CEC).

Os niveis salivares de MMP-1
discriminaram  significativamente os
pacientes com CEC de grupos nao
cancerosos.

%2 saliva de individuos saudaveis e
= § pacientes com lesbes
5 & potencialmente malignas (LPM) ou
CEC.

o Avaliar a atividade da IL-6 em
D = pacientes com CEC.
N N
5 &

Uma revisdo sistematica foi
desenvolvida analisando 127
artigos indexados na PubMed
entre 1995 e 2019.

As concentracgdes séricas de IL-6 e
a expressao de IL-6 sdo candidatos
a biomarcadores de prognostico.

Validar o potencial diagndstico de
microRNAs (miRNAs) por meio da
andlise de amostras de biopsia
liquida obtidas de 10 pacientes com
CEC e 10 controles saudaveis.

Crimi S
(2020)"7

A expressao de miRNAs
selecionados foi avaliada em
uma coorte piloto de dez
pacientes com cancer oral e dez
doadores saudaveis.

Os niveis de expressao dos preditos hsa-
miR-133a-3p e hsa-miR-375-3p
regulados negativamente foram
significativamente reduzidos em
pacientes com cancer oral. (p<0,001)

A saliva € um fluido corporal complexo
que contém diversos tipos de biomoléculas,
incluindo uma ampla variedade de enzimas,
horménios, anticorpos, constituintes
antimicrobianos e fatores de crescimento®. Sua
constituicao é descrita como um ultrafiltrado do
sangue, ja que, a maioria das moléculas
identificas na corrente sanguinea sdo também
detectadas na saliva. Através de Vvias
transcelulares (transporte passivo ou ativo),
vias paracelulares (ultrafiltragdo extracelular)
ou do sulco gengival, as mais diversas
biomoléculas do organismo passam a constituir
o fluido salivar3-.

Em pacientes com CEC as células
cancerosas e outros constituintes do
microambiente tumoral sdo circundadas pelo
meio salivar, possibilitando a deteccdo de
marcadores salivares para a triagem. A
literatura tem relatado mais de 100 moléculas
salivares como potenciais biomarcadores do
CEC, incluindo proteinas, nucleotideos (DNA,
mRNA e microRNA) e metabdlitos’. Esses
marcadores podem ser detectados antes
mesmo que o CEC seja identificado
clinicamente ou ainda nos casos de pacientes
que apresentam lesdes potencialmente
malignas, permitindo que o diagndstico e
triagem de risco dos pacientes seja obtido de
forma precoce?.

Algumas vantagens que tornam a saliva

uma amostra emergente para o diagndstico de
doencas sado: pode ser colhida facilmente e de
forma econémica e nao invasiva, podendo ser
empregada para pesquisas epidemiologicas.
Além disso, amostras salivares sao faceis de
armazenar e transportar, ndo coagulam e
podem refletir o estado fisiolégico atual de um
individuo®13,

As células cancerosas liberadas da
massa tumoral primaria se disseminam por
todos os fluidos corporais, podendo liberar
ativamente fragmentos de &cidos nucleicos
celulares (cfDNA), que, inclusive, quando
internalizados por células ndo cancerosas,
induzem a transformacdo neoplasica'®'%. Em
pacientes oncoldgicos, existe um prejuizo na
remocado das moléculas derivadas de células,
induzindo o acumulo de cfDNA no
microambiente do tecido e fluidos bioldgicos?.
O ctDNA é liberado principalmente na corrente
sanguinea, no entanto, também pode ser
encontrado em outros fluidos corporais,
especialmente na  saliva. Através da
ultrafitracdo de glandula salivar, difusao
passiva ou transporte ativo, o ctDNA pode
facilmente atingir a saliva de um sitio local e
corrente sanguinea, transportando informagdes
sobre tumores primarios e/ou metastases.
Destaca-se que, em virtude da menor diluigdo
e contaminagao, a analise do ctDNA na saliva
€ muito mais sensivel do que no sangue®.

O cfDNA liberado pelas células malignas
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pode ser distinguido do cfDNA fisiolégico por
meio de varios recursos que incluem a
concentragao de biofluido, mutagdes somaticas
e tamanho geral. Dessa forma, uma analise do
fluido salivar pode diferenciar os tipos de
cfDNA, detectando a presenca daqueles que
estiverem alterados’.

Chang et al (2020)" identificaram que
quando as principais alteragbes genéticas do
CEC em ctDNA de saliva e amostras de tecido
foram analisadas, uma correlagdao na perda de
heterozigosidade e mutagbes de p53 foi
encontrada, demonstrando que a saliva pode
ser uma alternativa confiavel e n&o invasiva a
bidépsia de tecido para deteccdo do cancer de
cabeca e pescoco.

MicroRNAs sao pequenas moléculas de
RNA de fita simples (19-21 nucleotideos),
transcritas pelo RNA polimerase celular e
submetidas a um corte sequencial no nucleo
(miRNA primario) e a um corte no citoplasma
(miRNA  precursor). Essas  moléculas,
dependendo do nivel de complementaridade
com o alvo, tém o potencial de clivar um RNA
mensageiro (MRNA) ou inibir sua tradugao, o
que as tornam reguladores de processos
neoplasicos®.

Os MicroRNAs podem ser identificados
na saliva como miRNAs livres de células,
associados a proteinas de ligacdo ou
seletivamente empacotados em vesiculas.
Rapado-Gonzalez (2017)* cita em seu estudo
13 miRNAs significativamente desregulados
em amostras de saliva de CEC oral em
comparacdo com controles  saudaveis,
incluindo 11 miRNAs regulados para baixo
(miR-136, miR-147, miR-1250, miR-148a, miR-
632, miR-646, miR-668, miR-877, miR-503,
miR-220a e miR-323-5p) e dois mMiRNAs
regulados positivamente (miR-24e miR-27b). O
envolvimento dessas moléculas em
microambientes tumorais tem demonstrado
que a expressao de miRNAs pode estar
associada a desregulacdo de genes
oncossupressores ou oncogenes, contribuindo
para o desenvolvimento ou inibigao do tumor.

Ao desenvolverem uma analise

Revista Multidisciplinar em Saude. v2. n° 2. 2021

comparativa de biomediadores presentes na
saliva de paciente com CEC e pacientes
saudaveis, Aqrawi et al (2020)"® evidenciaram
niveis significativamente mais elevados de
diversas citocinas (CCL21, CX3CL1, CXCL1,
CCL2 e CCL15) no grupo de pacientes com
CEC quando comparados a controles
saudaveis, além de alteracbes nas vias de
sinalizacdo mediadas por interleucinas, sendo
a IL-3 (60%), IL-5 (60%) e IL-23 (40%) as mais
alteradas, seguidas da IL-1 (20%), IL-2 (20%), ,
IL-4 (20%) e IL-12 (20%)"3.

Outras interleucinas  intrinsecamente
relacionadas a processos oncoldgicos sao a IL-
6 e IL-8. Tratam-se de citocinas pro-
inflamatdrias que desempenham um papel
crucial em varios mecanismos de
imunorregulagado e tumorigénese, estando em
concentragdes mais elevadas na saliva de
pacientes com CEC'S.

O TNF-a tem sido relatado como
potencial biomarcador de progndstico para
CEC que pode ser identificado através da
analise do fluido salivar. O papel do TNF-a na
regulacdo de processos tumorais € justificado
pela sua capacidade de ativar as vias
endogenas de ERK1/2 e NF-kB, induzindo a
expressao de miR-4502 consequentemente
aumentando o grau de invasdo das células
malignas.

Chiamulera et al (2021)° descreve valores
de TNF-a mais elevados em pacientes com
CEC, sendo que, para os grupos controle
foram identificados valores de 0,013 a 11.300,0
pg/ mL, enquanto que para pacientes com
CEC, os valores de TNF-a variaram de 0,739 a
23.100,0 pg/mL.

Outros biomarcadores alterados em cerca
de 20% dos processos cancerosos e
identificados no fluido salivar sdo TNF e TGF-
B. A via apoptética do p53 (20%) também foi
influenciada por citocinas salivares reguladas
positivamente*. A deteccao de células tumorais
circulantes (CTCs) liberadas da massa tumoral
primaria estd correlacionada a metastases,
recorréncias e pior prognostico da doenca. As
CTCs disseminam-se através dos vasos
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linfaticos e sanguineos por todo o corpo, sendo
que, estudos futuros sobre CTCs salivares de
pacientes com CEC podem fornecer
informacdes relevantes sobre o progndstico do
tumor e alteragdes genéticas potencialmente
associadas a recorréncia, contribuindo para o
desenvolvimento de terapias direcionadas’0-12

A abordagem combinada de
biomarcadores salivares pode ser usada como
ferramenta de triagem para melhorar a
deteccao precoce e a precisdao do diagnostico
de cancer bucal. O desenvolvimento de mais
estudos que envolvam a analise salivar
auxiliarao para o estabelecimento de
estratégias consistentes para o diagnostico
precoce de lesdes cancerigenas, contribuindo
para a prevengao avancada e apoiando o
desenvolvimento de terapias direcionadas.

Aos colegas e professores do curso de
Odontologia da Faculdade Adventista da Bahia
(FADBA).

Os autores declaram que a pesquisa foi
realizada na auséncia de quaisquer conflitos de
interesses.
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