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“a saliva € um espelho da saude oral e

sisttmica.” Rahim et al., (2015).



RESUMO

A sobrevida do céncer pode ser influenciada pelos diagndsticos tardios. A saliva
apresenta varias funcdes fisioldgicas, podendo ser examinada para identificar salide ou doenca
e nos ultimos anos tem sido extensamente estudada como fonte diagnéstica de enfermidades e
monitoramento de doencas, entre elas, o cancer. Poucos estudos na literatura mostram os
biomarcadores presentes na saliva que podem ser utilizados no diagndstico de cancer bucal,
frente a isso o objetivo desse trabalho sera realizar uma reviséo sistematica da literatura sobre
os biomarcadores presentes na saliva para o diagnostico precoce da doencga. As bases de dados
PubMed/Medline, Cochrane Collaboration e SciELO foram analisadas com o intuito de
selecionar os estudos publicados em periodicos da area utilizando os descritores: "oral cancer”
AND "Biomarker" AND "Saliva”. Apds a aplicagdo dos critérios de elegibilidade, 6 artigos
foram selecionados para analise. Os biomarcadores mais frequentemente encontrados foram o
mRNA e as proteinas 1L-8, CD44, MMP-1 e MMP-3 além de novos biomarcadores como
Cyfra 21-1 e ZNF510, onde apenas um estudo mostrou sensibilidade e especificidade para o
marcador ZNF510. A partir dessas informagdes, conclui-se que ndo h4 evidéncias cientificas
suficientes para apoiar o uso de biomarcadores da saliva no diagnéstico precoce de cancer de
boca nos estdgio subclinicos da enfermidade. Novos estudos se fazem necessario para
melhores esclarecimentos de como a saliva pode ser utilizada com essa finalidade.

Palavras-chave: Biomarcadores. Saliva. Neoplasias bucais.



ABSTRACT

Cancer survival may be influenced by late diagnoses. Saliva has several physiological
functions and can be examined to identify health or disease and in recent years has been
extensively studied as a diagnostic source of disease and disease monitoring, including
cancer. Few studies in the literature show the biomarkers present in saliva that can be used in
the diagnosis of oral cancer. Therefore, the objective of this work will be to perform a
systematic review of the literature about biomarkers present in saliva for the early diagnosis
of oral cancer. The PubMed / Medline, Cochrane Collaboration and SciELO databases were
analyzed in order to select studies published in journals in the area using the descriptors: "oral
cancer” AND "Biomarker" AND "Saliva". After applying the eligibility criteria, 6 articles
were selected for analysis. The most frequently found biomarkers were mRNA and IL-8,
CD44, MMP-1 and MMP-3 proteins and new biomarkers such as Cyfra 21-1 and ZNF510,
where only one study showed sensitivity and specificity for the ZNF510 marker. From this
information, it is concluded that there is not enough scientific evidence to support the use of
saliva biomarkers in the early diagnosis of oral cancer in the subclinical stages of the disease.
Further studies are needed to clarify how saliva can be used for this purpose.

Keywords: Biomarker. Saliva. Mouth neoplasms.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O cancer se refere genericamente a uma vasta quantidade de doengas que tem como
caracteristica principal a proliferacdo irregular e desenfreada de células em diferentes
localizagBes. (INCA, 2018a) O céncer inicia-se a partir de mutacdes genéticas, onde o DNA
das células sofrem alteracBes e comegam a ativar os proto-oncogenes, que se transformam em
oncogenes e iniciam a proliferagdo cancerosa. Essa dindmica pode levar anos para acontecer,
geralmente varios eventos que acabam desencadeando essa alteragdo no 4cido
desoxirribonucléico das células. Segundo pesquisas do Ministério da Salde cerca de 80 a 90%
dos casos de cancer estdo ligadas a habitos alimentares deletérios, falta de exercicio fisico,
poluicdo, exposicdo a produtos quimicos e entre outros fatores, apenas uma pequena parcela
da populacdo € atingida pela doenca estritamente genética. (INCA, 2018a) Segundo a
Organizagdo Mundial da Saide (OMS), ocorreram 18,1 milhdes de casos novos de céncer,
sendo que 9,6 milhGes vieram a 6bito em todo 0 mundo no ano de 2018. (OMS, 2018)

O céncer de boca esta entre as 10 neoplasias mais frequentes em todo o mundo. Esse
tipo de lesdo possui predilecdo por homens a partir da quarta década de vida, de baixo poder
aquisitivo; que geralmente possuem habitos como tabagismo e etilismo. Outros fatores de
risco incluem ma higiene bucal, dieta pobre em vitaminas A e C e exposic¢éo prolongada ao
sol. (APPLEBAUM. et al., 2009; LEITE; SILVA; MELO, 2005; SCULLY, PORTER, 2000)
A regido mais acometida pela doenca é a lingua, mas podem aparecer lesdes no palato,
mucosa jugal, gengivas e soalho de boca; no ano de 2018 foram registrados 11.200 casos em
homens e 3.500 casos em mulheres, que geralmente tem o diagndstico tardio; a cavidade
bucal possui uma anatomia que facilita o exame intra e extra-oral para detec¢éo precoce da
neoplasia, porém a falta de conhecimento da populacéo para realizar o auto-exame € grande, e
a deficiéncia na formac&o dos profissionais vem sendo apontado como a grande causadora dos
diagndsticos tardios. (INCA, 2018b; SPIELMANN, WONG, 2011) Sabe-se que o cancer em
suas fases iniciais, se detectado, a cura se torna mais préxima. (INCA, 2018c)

A saliva vem sendo amplamente estudada para analise da situacdo salde-doenca nos
individuos, ndo s6 na Odontologia, mas também na Medicina, para diagnostico de diabetes
mellitus, doencas autoimunes e também o cancer; devido sua facilidade na coleta e extracao
indolor, e para detectar todas essas doengas, primeiro foi necessario mapear o proteoma
salivar humano em condi¢Ges normais. (PFAFFE et al., 2018; ELASHOFF et al., 2012;
FRANZMANN et al., 2012) Quando realizamos a coleta de saliva, junto com os componentes

jé citados acima, vemos também a presencga de compostos presentes na cavidade bucal, como:
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células derivadas da descamagdo epitelial oral, produtos microbianos e proteinas presentes no
sangue que chegam por meio da difuséo, transporte ativo e filtragio. (HUMPHREY SP
WILLIAMSON RT, 2001)

As novas tecnologias permitiram um grande avango na espectrometria em massas,
possibilitando o sequenciamento das proteinas e levando os pesquisadores a acreditarem que
essas proteinas encontradas na saliva humana poderiam ser consequéncia do processo salde-
doenga que ocorre no organismo daquele individuo, possibilitando assim um tempo mais
curto para diagnostico e consequentemente o tratamento desses pacientes. (ZHANG et
a.,2013; DENNY et al., 2008)

Biomarcadores sdo moléculas presentes nos fluidos dos seres humanos que podem
indicar uma doenga ou condi¢do biolégica normal. (SOO-QUEE, CHOON-HUAT, 2007)
Vérios biomarcadores podem ser encontrados na saliva humana, de metais pesados até
proteinas, que nds ultimos anos tem gerado um grande numero de pesquisas para o
diagndstico de diversas doencas, despertando a curiosidade de pesquisadores cientificos.
(DENNY et al., 2008; CHIMENOS-KUSTNER; FONT-COSTA; LOPEZ-LOPEZ, 2004)

Espera-se que algumas proteinas salivares sirvam de biomarcadores para deteccdo de
cancer bucal, o que poderia resultar em um réapido diagnostico e melhor progndstico para o
paciente; deste modo o presente trabalho tem como objetivo executar uma revisao sistemética
a fim de identificar biomarcadores presentes na saliva para o diagnostico de cancer de boca,
promovendo um quadro de biomarcadores salivares envolvidos com diagnostico precoce de
cancer de boca, bem como identificar se existe um biomarcador para o diagnéstico de cancer

de boca.
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2 METODOLOGIA

A seguir apresenta-se o delineamento da revisdo sistemética:

2.1 PROCESSO DE COLETA DE DADOS

Este projeto foi delineado seguindo os critérios estabelecidos pela colaboragéo
Cochrane (Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions - Handbook 5.1.0)

para elaboracéo de reviséo sistematica.

2.2 CRITERIOS DE INCLUSAO/EXCLUSAO E TAMANHO DA AMOSTRA

Os estudos foram selecionados de acordo com a estratégia de busca respeitando os
critérios de inclusdo particulares para a revisdo sistematica. Os critérios de inclusdo serdo
estudos: 1) Lingua Inglesa; 2) Estudos de acompanhamento clinico de pelo menos 6 meses do
tipo: retrospectivos, prospectivos e ensaios controlados e randomizados (ECRs) e casos
controles. Os critérios de exclusdo foram: 1) descri¢do de casos clinicos; 2) individuos com
neoplasias malignas em outras regides concomitantemente; 3) LesGes com potencial de
malignizacdo; 4) Sitios extra-orais; como vermelhdo de labio, faringe, laringe, seio maxilar; 5)
estudos que ndo estiverem claros os locais das lesdes; 6) estudos relacionados com
metodologia in vitro, animais, casos clinicos ndo controlados ou com dados incompletos que

ndo permitam a coleta de informacdes. Seré organizada uma tabela dos estudos excluidos.

2.3 ESTRATEGIA DE BUSCA DOS ESTUDOS

As bases de dados utilizadas serdo: PubMed/Medline; Cochrane Collaboration; e
Scopus. Estas pesquisas serdo realizadas para artigos publicados até agosto de 2017. Serd
realizado contato adicional com autores quando ndo for possivel realizar a coleta do artigo via

sistema nacional on-line ou COMUT.

2.4 BUSCA

Os operadores booleanos, com base no MeSH/PubMed utilizados seréo: “Oral cancer” e
“saliva” e “biomarker”. A busca relacionada dentro do PubMed sera: "oral cancer” [All
Fields] AND "Biomarker"[All Fields] AND "Saliva” [All Fields].

Apos a selecdo dos artigos nas bases de dados, os titulos dos artigos foram organizados
em ordem alfabética e eliminado os artigos de outras linguas que ndo a inglesa. O préximo

passo foi a remog&o dos titulos em duplicatas nas diferentes bases de dados.
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2.5 ITENS DE DADOS EXTRAIDOS

Os dados extraidos de cada estudo foram analisados ordenadamente sendo que as principais
informagdes foram obtidas de forma padronizada: 1) Autor; 2) ano de publicacdo; 3) Pais de
origem do estudo; 4) Numero de pacientes; 5) Biomarcadores. A forma de coleta de dados foi
por meio de um formulério padronizado, com o intuito de facilitar a leitura e obtengdo dos

dados pelo grupo de pesquisa.
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3 RESULTADOS

Apbs a busca dos operadores booleanos, nas bases MeSH/PubMed, Scopus e
Cochrane, foi obtido um total de 331 titulos. Apds uma minuciosa busca, todos os titulos
repetidos foram excluidos. Apos essa exclusdo um total de 236 titulos foram selecionados.
Apos a leitura de titulos e resumos e aplicados os critérios de elegibilidade, 6 artigos foram
selecionados e estratificados (Quadro 1).

De uma maneira geral, em todos os estudos selecionados, antes da coleta da saliva,
os individuos participantes ndo podiam comer, ingerir &lcool, fumar ou escovar os dentes.
Uma solucdo salina 0,9% foi utilizada para enxague da cavidade oral. A saliva coletada
sempre era centrifugada a temperatura de 4°C e o sobrenadante armazenado em tubo limpo
com inibidores de proteases ou RNases, dependendo se a anélise era para proteina ou RNA.

De acordo com os estdgios clinicos da doenca relacionados a expressdo de
biomarcadores salivares, em nenhum caso, a doenca se encontrava nos estagios inicias da
doencga. Apenas no estudo de Jou et al. (2011), foi encontrado um aumento do biomarcador
salivar ZNF510 em pacientes T1+T2 e T3+T4 comparado com a populacdo controle onde sua
expresséo foi baixa.

Em relacdo aos biomarcadores e métodos moleculares para detec¢do na saliva, o
mRNA e as proteinas citoquinas, quioatratores e metaloproteinases foram detectados usando
as técnicas de protedmica, ELISA e gPCR (quadro 2). Desta forma, as IL-8, CD44, MMP-1 e
MMP-3 foram os biomarcadores mais frequentes. Novos biomarcadores (Cyfra2l-1 e
ZNF510) também foram encontrados. O estudo de Elashoff et al. (2012), mostrou maior
valor preditivo de mRNA para IL-8 e SAT em 5 coortes, no grupo com CEC (n=196) e no
grupo de pacientes controles (n=226). A tabela 02 mostra também um resumo dos dados
estratificados.

No trabalho de Li Y et al., (2004), verificou-se que o0 mRNA para IL-8, IL-1B,
OAZ1, S100P, H3F3A e SAT foram expressos diferencialmente entre pacientes com CEC
(n=32) e pacientes saudaveis (n=32). IL-8 mostrou expressdo aumentada 24,3 vezes mais nos
casos de CEC, sendo, de acordo com os autores, 0 melhor biomarcador para CEC.

Stott-Miller M et al., (2012), detectaram através das técnicas de gPCR e ELISA que
a presenca de MMPL1 foi de 6,2 vezes maior em pacientes com CEC quando comparados ao
grupo controle. MMP-3 foi 14,8 vezes maior no grupo de pacientes com CEC quando
comparados com o grupo saudavel. O estudo de Franzmann et al., (2012), através da técnica

de ELISA, mostrou diferenca na expressdo de CD44 soluvel na saliva nos dois grupos do
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estudo. Atraves da técnica de ELISA, Zhong et al., (2007), mostraram que a proteina Cyfra
21-1 era maior no grupo com CEC do que no grupo controle (p = 0,048). Jou et al., (2011),
encontraram, através da protedmico, que o peptideo ZNF510 foi difundido diferencialmente
entre a populagdo diagnosticado com CEC (n = 47) e o grupo controle (n=30). O peptideo
mostrou niveis mais altos em amostras de saliva de pacientes com neoplasias T1 + T2 e T3 +
T4, o qual foi maior do que nos pacientes controles, sendo essas diferencas estatisticamente

significativas (p = 0,001).



Quadro 1 - Trabalhos selecionados

Referencia Tipo de populacdo do estudo

Elashoff, et al., (2012) Casos (n=169) e controles (n=26)

5 coorts independentes

Franzmann et al.,(2012)  Casos (n=102) e controle (n=84).

Anélise Observacional: Pacientes
com CEC (n=47) e pacientes
saudaveis (n=30)

Jou et al., (2011)

Andalise observacional: Pacientes
com CEC (n=32) e pacientes
saudaveis 32.

Li et al., (2014)

Stott-Millet et al., (2012) Anélise  observacional:  CEC
(n=59) e saudéveis (n=25).

Anédlise observacional: CEC
(n=30) e pacientes saudaveis
(n=30)

Zhong et al., (2014)

Técnica utilizada para deteccéo

Saliva ndo estimulada. O sobrenadante foi estocado com
inibidor de protease. Foi analisado os mRNA (IL-8, IL-1B,
SAT, OAZ1) e as proteinas (IL-8, M2BP, IL-1B).

Coleta de amostras por lavagem bucal com solucdo salina.
A saliva foi armazenada a > 80°C até analise da proteina
total e solCD44.

Expectoracdo da saliva, pré-enxague da cavidade oral com
solugdo salina. O sobrenadante foi armazenado com
inibidor de protease. Anélise de protedmica e ELISA.

Saliva ndo estimulada. Sobrenadante tratado com inibidor
de RNase para analise molecular por Microarray e mRNA
(IL-8, IL-1b, USP1, HA3, OAZ1, S100P e SAT).

Saliva total, separacdo do sobrenadante para analise das
proteinas MMP1 e MMP3.

Coleta de saliva foi realizada antes de instituir o tratamento
para analise da proteina Cyfra 21-1.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Quadro 2 - Eficacia dos Biomarcadores salivares e métodos de detec¢éo
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Referencia

Jouetal., (2011)

Lietal., (2014)

Zhong et al., (2014)

Elashoff D et al., (2012)

Franzmann et al. (2012)

Stott-Millet et al., (2012)

Biomarcador (tipo)

mRNA para IL-8,
SAT S100P, OAZ

total e
solivel na

Proteina
CD44
saliva

Peptideo ZNF510

mRNA para IL-8,
IL-1B, OAZ1,
S100P, H3F3A e
SAT

mRNA e proteinas
MMP-1 e MMP-3

Fragmentos da
proteina Cyfra 21-1

Nivel de Expressdo

Os biomarcadores 1L-8 e
SAT mostraram maior valor
preditivo em 5 coortes.

CD44 (>14,56
proteina (>0,4325).

ng/dL);

T1+T2 (Ab s= 405 nm:
0,368); T3+T4  (Abs=
0,445); Grupo Controle
(Abs=0,208) p=0,001

IL-8 foi expresso 24,3 vezes
a mais que  outros
biomarcadores

MMP-1 foi 6,2 vezes mais
expresso nos casos de CEC
guando comparado com
grupo controle (p<0,001)

CEC (85,9 pg/L); grupo
controle (42,2 pg/L)
p=0,048

Metodologia

RT-PCR, g PCR

->I1L-8, IL-1B e M2BP
foram dosados com Kit de
ELISA comercial

Kit comercial para ELISA e
para proteina total.

Elisa indireta e competitiva

gPCR

gPCR. Proteinas salivares
foram quantificadas por
ELISA multiplex.

Kit comercial para ELISA

Eficiéncia Diagnostica
IL-8: Sensibilidade = 0,68; Especificidade = 0,64
IL-1B:Sensibilidade = 0,65; Especificidade = 0,60
SAT: Sensibilidade = 0,68; Especificidade = 0,63
Andlise Bi variavel: OR: 24,9; AUC 0,786;
Sensibilidade = 68,6% e especificidade 74,4%.

T1+T2: AUC =0,95; T3+T4: AUC = 0,98

IL-8: AUC =0,85. IL-8+SAT+H3F3A: AUC=0,95;

Sensibilidade = 90,6%; Especificidade 90,6%

MMP-1: AUC=84,5%; MMP-3: AUC 87,66%

Sensibilidade = 0,50; Especificidade = 0,86

Fonte: Elaborado pela autora.
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4 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi estabelecer o potencial uso de saliva como biomarcador no
diagndstico precoce do CEC. Para alcangar o objetivo, realizamos uma revisdo sistematica da
literatura nas diferentes bases de dados.

Os estudos selecionados para essa revisdo mostraram que 0 mRNA e as proteinas IL-8,
CD44, MMP-1 e MMP-3 sdo os biomarcadores salivares mais encontrados nos CEC orais. A
proteina ZNF510 foi a Gnica como biomarcador que aumentou nos estagios T1+t2 e T3+t4 da
doenga.

Muitos estudos tém testado a IL-8 como biomarcador para a deteccdo de CEC,
observando um aumento dos niveis dessa interleucina na saliva quando comparada com
individuos que néo apresentam o CEC. (ARELLANO-GARCIA et al., 2008). Nestes estudos,
a expressdo da IL-8 ndo se correlaciona com a detec¢do precoce do cancer bucal. Estes os
resultados séo consistentes com o estudo de Elashoff et a.l (2012), que mostraram que 0s
niveis de 1L-8 no nivel de mMRNA néo estdo associados com estagio tumoral (I — V).

A IL-8 parece ndo ser um bom biomarcador para a avaliagédo da progresséo da doenca.
No entanto, pode ser considerado um bom "marcador substituto” que mede aspectos da
doenga sem estar diretamente envolvido no processo da doenga (BRINKMAN, WONG,
2006). Nesse sentido, foi recentemente demonstrado que 1L-8 salivar poderia distinguir entre
individuos saudaveis, aqueles com lesdes potencialmente malignas e pacientes com
CEC. (SANTIAGO et al., 2016)

As metaloproteinases de matriz (MMP) tém sido usadas como alvos para uso como
biomarcadores de CECs e foram associados a invaséo tumoral e metéstase (KURAHARA et
al., 1999). Niveis aumentados de mRNA de MMP-1 em saliva demonstrou diferengas entre
pacientes com CEC quando comparados com pacientes saudaveis. No estudo de Stott-Miller
et al., (2012) foi observado que mRNA presentes nos tecidos tumorais e as proteinas MMP-1
e MMP-3 presentes na saliva estavam aumentados nos casos de CEC.

O CD44 é um receptor expresso na superficie do epitélio do trato aerodigestivo.
Quando surge uma displasia, este receptor é expresso em todas as camadas do epitélio.
Vérios estudos tém avaliado o potencial do CD44 soluvel na saliva como biomarcador para
CEC (FRANZMANN et al., 2012; FRANZMANN et al., 2005). Embora 0 CD44 seja um
marcador tumoral, as evidéncias mais atuais ndo suportam seu uso como um biomarcador

salivar para o diagndstico precoce de CEC de cabega e pescoco.
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Novos biomarcadores como aqueles que pertencem familia de proteinas (ZNF), como
ZNF510 e Cyfra 21-1 estdo sendo estudados. Este ultimo é um fragmento solUvel da
citoqueratina 19 (CK19), uma proteina do citoesqueleto, que se correlaciona bem com CEC .
Zhong et al., (2014) notaram uma boa correlacdo entre niveis de Cyfra 21-1 presentes na
saliva e CK19 presentes no tecidos de CECs. As proteinas ZNF contém dominios de ligagéo
ao DNA e estdo envolvidos com o crescimento celular, proliferacdo, diferenciacéo e apoptose.
ZNF510 é uma proteina derivada de tumor inicialmente descrito na detec¢do precoce do
cancer de mama (ANDERSON et al., 2011). Apesar da frequéncia de expressdo desses dois
biomarcadores, 0s niveis evidenciados ndo demonstram sua capacidade de detec¢do precoce
do CEC uma vez que sua presenca é observada desde os primeiros estagios sintomaticos da
doenga (T1, T2) (ZHONG et al., 2014; JOU et al., 2011).

Atualmente, a saliva estd sendo amplamente empregada para o diagnostico e
monitoramento dessas patologias, uma vez que € seguro, ndo invasivo e disponivel
(BRINKMAN, WONG, 2006). No entanto, deve ser usado com precaugdo porque é instavel.
Certos parametros, como a padronizagdo do processo de congelamento, evitando a
fragmentagcdo de proteinas quanto o aumento do peptideo entre as amostra coletada
(BRINKMAN, WONG, 2006). Embora o uso de inibidores de protease reduz protedlise,
alguma degradacédo de proteina ainda ocorre, demonstrando a complexidade deste fluido para
analise de biomarcadores (BRINKMAN, WONG, 2006). As amostras de saliva devem ser
centrifugadas e armazenadas sob condi¢Ges de baixa temperatura. Alguns pesquisadores
acreditam que armazenar as amostras a —80 ° C n&o afeta a analise protedmica da saliva. Nos
casos em que a presencga de inibidores ndo é um fator critico para biomarcadores detecc¢éo,
recomenda-se a adicdo de inibidores de protease de origem bacteriana, a fim de evitar a
degradacdo do potencial biomarcador devido a presenca de bactérias relacionadas com a
saude e doenca (BRINKMAN, WONG, 2006).



20

5 CONCLUSAO

Esta revisdo sistemética demonstra que ndo ha evidéncias cientificas para apoiar o uso de
biomarcadores salivares para diagndstico precoce do CEC, embora os biomarcadores salivares
possam ser empregados para distinguir entre pacientes saudavel e cancer oral.

A grande maioria dos biomarcadores salivares identificados para este estudo estd em
desenvolvimento e portanto, ndo disponivel para uso clinico.
Contudo, torna-se necessario que futuros estudos fornegam métodos de validagéo para

0 uso de biomarcadores que poderiam ser utilizados para a deteccdo precoce de Cancer.
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