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RESUMO

INTRODUGCAO: O carcinoma oral de células escamosas representa, aproximadamente, mais
de 90% de todos os casos de cancer oral. Quando diagnosticados em estagio avancado,
apresentam uma taxa de sobrevida em cinco anos de 50%. Em virtude disso, técnicas mais
eficazes vém sendo estudadas visando a realizacdo de um diagnéstico precoce de maneira
confiavel. Neste contexto, o campo da “bidpsia liquida” mostrou-se revolucionario pelo fato
de ser uma ferramenta diagndstica ndo invasiva, baseada na detec¢do de células tumorais
circulantes, DNA e/ou RNA tumoral circulante, proteinas (citocinas) e vesiculas
extracelulares (VES) presentes na saliva. OBJETIVO: O objetivo desta revisao integrativa é
analisar se 0 uso de biomarcadores presentes na saliva € um método de diagnostico valido,
com sensibilidade e especificidade suficientes para que sejam aplicados de forma eficiente na
detecgéo do carcinoma oral de células escamosas. METODOLOGIA: Uma busca eletrénica
foi realizada nas bases de dados Periddicos CAPES, PubMed, Biblioteca Virtual em Saude
(BVS) e Scientific Electronic Library Online (SciELO) empregando os descritores
Biomarkers, Saliva e Mouth Neoplasms intercalados pelo operador booleano AND. Os artigos
selecionados foram publicados entre 2018 e 2023 na lingua portuguesa, inglesa ou espanhola,
totalizando 124 artigos. Apo6s a eliminacdo dos duplicados e leitura dos resumos, chegou-se a
uma amostra final de 12 artigos, esta foi avaliada por um método adaptado da Préatica Baseada
em Evidéncias. RESULTADOS E DISCUSSAQ: Dos 12 artigos selecionados, 0s miRNAs
foram citados em sete artigos, e as citocinas inflamatorias salivares também foram analisadas
em sete; trés estudos abordaram, de forma concomitante, as duas classes de biomarcadores.
Além disso, todos os trabalhos trouxeram o carcinoma oral de células escamosas como
patologia a ser detectada em raz&o ser o tipo de cancer oral mais comum. CONCLUSAO: Os
miRNAs foram o0s biomarcadores salivares que tiveram uma melhor precisdo geral
diagndstica, com alta sensibilidade e especificidade. Apesar disso, mais estudos bem
desenhados em larga escala com investigacdes detalhadas e acompanhamento vigoroso sao
necessarios para validar a sensibilidade e especificidade desses biomarcadores como um
método nao invasivo para a deteccdo precoce do carcinoma oral de células escamosas.

Palavras-chave: biomarcadores; saliva; neoplasias bucais.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Oral squamous cell carcinoma represents approximately more than 90%
of all cases of oral cancer. When diagnosed at an advanced stage, they have a five-year
survival rate of 50%. As a result, more effective techniques have been studied in order to
make an early diagnosis in a reliable way. In this context, the field of “liquid biopsy” has
proved to be revolutionary because it is a non-invasive diagnostic tool, based on the detection
of circulating tumor cells, circulating tumor DNA and/or RNA, proteins (cytokines) and
extracellular vesicles (EVs). present in saliva. OBJECTIVE: The objective of this integrative
review is to analyze whether the use of biomarkers present in saliva is a valid diagnostic
method, with sufficient sensitivity and specificity to be efficiently applied in the detection of
oral squamous cell carcinoma. METHODOLOGY: An electronic search was performed in
the databases Periddicos CAPES, PubMed, Biblioteca Virtual em Sadde (BVS) and Scientific
Electronic Library Online (SciELO) using the descriptors Biomarkers, Saliva and Mouth
Neoplasms interspersed by the boolean operator AND. The selected articles were published
between 2018 and 2023 in portuguese, english or spanish, totaling 124 articles. After
eliminating duplicates and reading the abstracts, a final sample of 12 articles was obtained,
which was evaluated using a method adapted from Evidence-Based Practice. RESULTS
AND DISCUSSION: Of the 12 selected articles, miRNAs were cited in seven articles, and
salivary inflammatory cytokines were also analyzed in seven; three studies addressed,
concomitantly, the two classes of biomarkers. In addition, all studies brought oral squamous
cell carcinoma as a pathology to be detected, as it is the most common type of oral cancer.
CONCLUSION: The miRNAs were the salivary biomarkers that had the best overall
diagnostic accuracy, with high sensitivity and specificity. Despite this, more well-designed
large-scale studies with detailed investigations and vigorous follow-up are needed to validate
the sensitivity and specificity of these biomarkers as a non-invasive method for the early
detection of oral squamous cell carcinoma.

Keywords: biomarkers, saliva, mouth neoplasms.
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1 INTRODUCAO

O cancer oral (CO) é uma das formas de cancer mais prevalentes em todo o mundo,
podendo acometer labios, superficie gengival, mucosa jugal, palato duro, dois tergos
anteriores da lingua (principalmente as bordas laterais), area retromolar e assoalho da lingua.
De acordo com a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC, do inglés
International Agency for Research on Cancer), em 2020, no mundo todo, foram estimados
cerca de 431.296 novos casos de CO (CID CO00-C08) e 200.535 obitos, para ambos 0s
sexos. 2%

No Brasil, 0 nimero estimado de novos casos de CO, para cada ano do triénio de
2023 a 2025, é de 15.100 casos, correspondendo ao risco estimado de 6,99 por 100 mil
habitantes, sendo 10.900 em homens e 4.200 em mulheres. Esses dados refletem um risco
estimado de 10,30 novos casos a cada 100 mil homens e 3,83 a cada 100 mil mulheres.”

O carcinoma oral de células escamosas (CEC), que se origina a partir do epitélio de
revestimento bucal, representa aproximadamente 90% de todos os casos de CO, enquanto 0s
10% restantes sdo ocupados por canceres de glandulas salivares menores, sarcomas,
melanomas e linfomas. A incidéncia deste tipo de cancer esta associada ao sexo (masculino),
idade (entre a quinta e sexta décadas de vida, porém, nos Ultimos anos a doenca tem sido cada
vez mais observada em individuos mais jovens), localizacdo geografica (maior nimero de
casos na India) e a habitos comportamentais (uso de tabaco e alcool). Quando diagnosticados
em estagio avancado (estagios Ill e 1V), pacientes com CEC apresentam uma taxa de
sobrevida em cinco anos de 50%, enquanto para aqueles em estagio inicial (I e Il) a taxa de
sobrevida é de 85%; exigindo assim um diagnéstico precoce da patologia.>®"#?

O CEC pode ser antecedido por lesdes orais potencialmente malignas (OPMD, do
inglés Oral Potentially Malignant Disorders) como leucoplasia, eritroplasia, queilite actinica
e liquen plano oral, entretanto, quando essas lesdes estdo em estagio inicial de transformacéo
maligna, sdo assintomaticas e podem passar despercebidas pelo paciente e pelo cirurgido-
dentista, culminando, muitas vezes em um diagnéstico tardio com prognéstico sombrio. O
diagndstico precoce e o tratamento de OPMD sdo extremamente importantes para reduzir a
morbidade e mortalidade, um exame clinico oral completo e uma biopsia incisional sdo
considerados os padrbes-ouro para o diagndstico de OPMD e CEC, contudo, o método é
invasivo, caro e demorado.”*

Em virtude disso, técnicas vém sendo estudadas visando a realizacdo de um



10

diagndstico refinado e precoce de maneira confiavel. Neste contexto, o campo da “biopsia
liquida” mostrou-se revolucionario em diversas areas da oncologia pelo fato de ser uma
ferramenta diagndstica ndo invasiva, baseada na deteccdo de células tumorais circulantes,
DNA e/ou RNA tumoral circulante, proteinas (citocinas) e vesiculas extracelulares (VES)
presentes na saliva e em alguns outros fluidos bioldgicos (soro, plasma e urina) que podem
servir como biomarcadores para 0 CO. A saliva recebeu destaque em razdo de possuir varias
vantagens: Coleta facil e ndo invasiva; ndo requer condi¢cdes especiais de armazenamento,
repetivel, além de ser estavel ao longo do tempo, ndo coagula e garante a disponibilidade de
grandes quantidades de amostras. Porém, depende de analises laboratoriais complexas e
dispendiosas.”*°

Dentro desta perspectiva, o termo “salivadmica” visa incluir os estudos relativos ao
genoma (gendmica), a0 RNA (transcriptdmica), perfis de metabolitos (metaboldmica),
proteinas (protedmica) e populacdo microbiana (microbidmica) relacionados especificamente
a saliva. Para a genémica, a analise da metilacdo do DNA, que € uma modificacdo epigenética
estavel pode estar associada a condi¢des sistémicas. Quanto a transcriptdmica salivar, cerca
de 117 espécies de MRNA salivares e 3.000 transcritos de mRNA aparentam estar protegidos
da degradacdo, em oposicao as espécies de mRNA do sangue. Ademais, a saliva contém
transcritos especificos de mMRNA (RNA mensageiro) e microRNA (miRNA) que normalmente
s30 indetectaveis no sangue.’

A protedmica salivar abrange o estudo das proteinas salivares como as citocinas,
secretadas por determinados grupos celulares (principalmente macrofagos e células T
auxiliares), com papel muito importante nos processos de imunomodulacdo. A desregulacéo
nos niveis de determinadas citocinas esta relacionada ao surgimento de varios tipos de cancer.
A metabolémica fornece informacbes sobre metabolitos salivares, suas concentracdes
relativas e doencas associadas. Por Gltimo a microbiémica, esta é util na investigacdo da
relacdo entre salde e doencas dependentes da microbiota, como a cavidade oral possui a
segunda maior microbiota do corpo humano, o meio torna-se uma grande fonte de dados.”’

Desde entdo, esse avanc¢o do conhecimento em biomarcadores salivares dependeu em
grande parte de procedimentos laboratoriais complexos, como espectrometria de massa, gRT-
PCR (reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa quantitativa, do inglés
Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction), chips de microarray
(microarranjos) e sequenciamento profundo (deep-sequencing) por sequenciamento de
proxima geragdo (NGS-next-generation sequencing), que sdo demorados e caros. A respeito

disto, a insercdo de dispositivos no local de atendimento, que sejam capazes de fazer
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diagndsticos e detectar rapidamente biomarcadores salivares, pode ser Util para superar essas
desvantagens e promover o diagndstico precoce de doencas malignas.’

No entanto, a coleta de amostras deve ser otimizada de forma adequada, buscando a
reducdo de erros; pois varios fatores como métodos de ensaio e padrdes utilizados afetam os
resultados obtidos pela avaliagdo do fluido salivar. A taxa de secrecdo de saliva varia entre
individuos saudaveis, por isso a coleta da saliva total (fluido produzido pelas glandulas
salivares maiores e menores) deve ser a ndo estimulada (em repouso), a estimulacdo da
producdo de saliva diminui a concentracdo de moléculas pequenas, como a mioglobina, e
altera a composicao total da saliva. Como o volume difere entre os individuos, a taxa de fluxo
salivar e outros biomarcadores salivares também difere de pessoa para pessoa. Contudo,
seguindo procedimentos adequados de coleta e manuseio de saliva, dados reprodutiveis e de
alta qualidade podem ser obtidos.”**

Tendo em vista o potencial uso da saliva como bidpsia liquida no diagnostico do
CEC, o objetivo desta revisao integrativa é avaliar as classes de biomarcadores salivares mais
promissoras para a deteccdo precoce do CEC presentes na literatura e se sua aplicacdo é
valida como ferramenta diagndstica, bem como se possuem sensibilidade e especificidade
capazes de distinguir a patologia nos estagios iniciais e consequentemente proporcionarem,
diretamente, um aumento na taxa de sobrevida dos pacientes que, caso venham a ser

acometidos pela enfermidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desta revisao integrativa é analisar se 0 uso de biomarcadores presentes na
saliva € um método de diagndstico valido, com sensibilidade e especificidade suficientes para

que sejam aplicados de forma eficiente na deteccdo do carcinoma oral de células escamosas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar quais os principais biomarcadores salivares utilizados para detec¢do do
carcinoma oral de células escamosas;

e Avaliar a sensibilidade, especificidade e precisdo do método;

e Verificar as limitacdes da aplicacdo dos biomarcadores como ferramenta de

diagnostico para o carcinoma oral de células escamosas.
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3 METODOLOGIA

O desenho do estudo trata-se de uma Revisdo de Literatura Integrativa com as
sequintes etapas: definicdo do tema e formulagdo da pergunta norteadora, definicdo dos
descritores, pre-selecdo dos artigos, estabelecimento dos critérios de inclusdo e de excluséo,
avaliacdo dos artigos a serem incluidos na revisdo, interpretacao dos resultados e consequente

elaboracdo da reviséo.

3.1 Protocolo de pesquisa

A selecdo dos artigos ocorreu de junho a julho de 2023, norteada pela seguinte
pergunta: “O uso de biomarcadores salivares ¢ um método valido para o diagndstico do
carcinoma oral de células escamosas?”. Foram empregados os seguintes Descritores em
Ciéncias da Saude (DeCs): Biomarkers, Saliva e Mouth Neoplasms intercalados pelo operador
booleano AND por meio da ferramenta de busca avancada nas bases de dados Periodicos
CAPES, PubMed, Biblioteca Virtual em Satde (BVS) e Scientific Electronic Library Online
(SciELO).

3.2 Critérios de inclusdo e exclusdo

Os critérios de inclusdo pré-estabelecidos foram: Os artigos terem sido publicados
entre 2018 e 2023; estarem na lingua portuguesa, inglesa ou espanhola e publicacGes que
correlacionaram os trés descritores selecionados. Os critérios de exclusdo foram revisdes de
literatura; pesquisas feitas em animais, opinides de especialistas, publicaces que abordassem
outros tipos de biomarcadores que ndo os de origem salivar, artigos que ndo respondessem a
pergunta norteadora, relacdo de biomarcadores salivares a outros tipos de cancer, que nao o

carcinoma oral de células escamosas, e/ou outras patologias.
3.3 Selecdo dos estudos
Os artigos duplicados nas bases de dados foram excluidos e os critérios de exclusdo

foram aplicados através da leitura dos titulos e resumos dos artigos, a amostra restante teve

seu texto completo lido na integra e foi avaliada quanto a sua elegibilidade e relevancia.
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3.4 Avaliagéo da qualidade dos estudos

A amostra final foi avaliada por um método adaptado da Pratica Baseada em

Evidéncias®?, sendo os artigos classificados da seguinte forma:

o Nivel I, revisdo sistematica ou metanélise;

o Nivel I1, ensaio clinico controlado randomizado;

o Nivel 111, ensaio clinico controlado sem randomizacéo;

o Nivel 1V, estudos de coorte ou caso-controle bem delineados;

o Nivel V, revisdo sistematica de estudos qualitativos e descritivos e
. Nivel VI, estudos descritivos ou qualitativos.

Esta hierarquia classifica os niveis | e Il como fortes, Il a V como moderados e VI como

fracos.
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4 RESULTADOS

A partir da busca avancada nas bases de dados, aplicando-se os critérios de inclusao,
foram identificados 124 artigos, sendo excluidos 34 artigos duplicados. Com base nos
critérios de exclusdo, apds a leitura dos titulos e resumos dos 90 artigos restantes, 54
referéncias foram excluidas e apos a leitura na integra mais 24 foram excluidos. Chegando-se
a uma amostra final de 12 artigos (Figura 1).

Todos os artigos escolhidos foram publicados no idioma inglés, sendo um artigo
publicado em 2018 (8,3%), um em 2019 (8,3%), dois em 2020 (16,6%), sete em 2021
(58,3%) e um em 2022 (8,3%). Quanto aos paises dos estudos incluidos, um foi conduzido na
Coreia do Sul, um no Reino Unido, um no Brasil, um nos Emirados Arabes Unidos, dois na
Italia, dois na Espanha e quatro na india. Vale ressaltar que a India sozinha responde por um
quinto de todos os casos notificados de CO em todo o mundo.*®

A amostra final foi avaliada conforme o método adaptado da Pratica Baseada em
Evidéncias®?, com a classificacdo dos artigos por nivel de evidéncia (NE), resultando em 10
artigos nivel | (revisdo sistematica e/ou metanalise), um artigo nivel Il (ensaio clinico
controlado sem randomizag&o) e um artigo nivel 1V (Tabela 1).

Dentre os biomarcadores salivares analisados para a detec¢do do CEC, os que mais
se destacaram foram o0s miRNAs, citados em sete artigos, e as citocinas inflamatorias
salivares, também analisadas em sete dos 12 artigos; trés estudos abordaram, de forma
concomitante, as duas classes de biomarcadores. Além disso, todos os trabalhos trouxeram o
CEC como patologia a ser detectada em raz&o ser o tipo de CO mais comum.*
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Tabela 1: Classificacdo dos estudos de acordo com o Nivel de Evidéncia

Autor/Ano

Tipo de Estudo NE

Chiamulera et al.** (2021)

Revisao sistematica e Metanélise I

Ferrari et al.™ (2021)

Revisdo Sistematica I

Gaba, Sheth, Veses™ (2021)

Revisdo sistematica e Metanélise I

Sahu, Routray''(2021)

Revisdo Sistematica I

Al Rawi et al.” (2021)

Revisdo Sistematica I

Shaw et al.” (2022)

Revisdo sistematica e Metanélise I

Al Ali, Walsh, Maranzano™ (2020)

Revisdo Sistematica |

Arroyo et al.”? (2021)

Revisdo sistematica e Metanalise |

Hema Shree et al.”* (2019)

Revisdo sistematica e Metanélise I

Kang, Eun, Lee™ (2021)

Revisdo sistematica e Metanalise |

Gai et al.” (2018)

Ensaio clinico ndo-randomizado i

Singh, Verma, Singh®* (2020)

Estudo de caso-controle bem delineado AV
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Tabela 2: Sintese da coleta dos dados

Autor/Ano Titulo Pais Biomarcador Resultados/Concluséo
Chiamulera et Salivary cytokines as Brasil Citocinas salivares. Na revisdo sistematica, 0s niveis salivares das
al.** (2021). biomarkers  of  oral citocinas IL-6 e IL-8 foram mais elevados em
cancer: a systematic pacientes com CEC quando comparados a
review and metaanalysis. pacientes saudaveis e aos pacientes com
OPMD. Na metandlise os niveis salivares de
IL-8, IL-6, TNF-o, IL-1p e IL-10 foram
expressivamente mais elevados em pacientes
com CEC quando comparados aos controles
saudaveis.
Ferrari et al.” Salivary Cytokines as Italia Citocinas salivares. Nos 27 estudos analisados as citocinas mais
(2021). Biomarkers for Oral investigadas como possiveis biomarcadores
Squamous Cell para 0 CEC e que estavam em maior
Carcinoma: A concentragdo foram IL-6, IL-8 e TNF-o,
Systematic Review. quando comparados aos controles saudaveis.
Gaba, Sheth, Salivary biomarkers and Espanha | Citocinas (IL-8 e IL1-B; | Os biomarcadores de mRNAs (DUSP-1 e
Veses'® (2021). their efficacies as MRNAs (DUSP-1 e S100P) | S100P) se apresentaram melhor em termos de

diagnostic tools for Oral
Cell
Systematic

Squamous

Carcinoma;

e mMiRNAs (miR-200a e
miR-125a).

sensibilidade (0,61 e 0,67) e especificidade
(0,75 e 0,73) na deteccdo do CEC. Todavia,
tiveram uma precisdo menor (0,66 e 0,78)
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review and meta- quando comparados as citocinas (0,88 e 0,82).
analysis.
Sahu, Assessing the analytical india miRNAs  presentes em | O uso de proteinas e miRNAs exossomais se
Routray'’(2021). | efficacy of TEX in exossomos derivados de | mostraram promissores quando aplicados na
diagnosing oral cancer tumor (TEX). detec¢do do CEC. Constatou-se que niveis mais
using a  systematic baixos das proteinas anexina 1 (ANXALl) e
review approach. fosfo-EGFR exossomal podem ser usados como
marcadores para o0 CEC. Ja 0 miRNA-486-5p
pode ser utilizado como marcador Unico na
deteccdo do CEC em estdgio inicial, com
sensibilidade no valor de 0,45 e especificidade
de 0,89.
Al Rawi etal.”® | The role of differentially | Emirados miRNAs. 25 miRNAs foram apontados, 13 regulados
(2021). expressed salivary Arabes negativamente (niveis mais baixos na saliva de
microRNA  in  oral Unidos pacientes com CEC quando comparados aos
squamous cell pacientes saudaveis) e os 12 restantes regulados

carcinoma. A systematic

review.

positivamente (niveis mais altos na saliva de
com CEC).

clinicos controlados com uma grande amostra

pacientes Entretanto, ensaios
sd0 necessarios para legitimar os mMIRNAS

diferencialmente expressos nesta revisao.
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Shaw et al.™® Diagnostic Accuracy of india MRNA, miRNA, proteinas | Os biomarcadores salivares mMRNA e miRNA,
(2022). Salivary Biomarkers in DUSP-1, S100P e Citocinas | estimados por PCR, obtiveram melhores
Detecting Early Oral (IL-8 e IL1-R). resultados na triagem no CEC. Entretanto, mais
Squamous Cell pesquisas com esses biomarcadores devem ser
Carcinoma: A realizadas.
Systematic Review and
Meta-Analysis.
Al Ali, Walsh, CYFRA 21-1 and MMP- Reino CYFRA 21-1e MMP-9. | A sensibilidade e especificidade para o
Maranzano® 9 as salivary biomarkers Unido biomarcador CYFRA 21-1 variaram de 0,84 a
(2020). for the detection of oral 0,94 e de 0,84 a 0,96, respectivamente. Para
squamous cell MMP-9, a sensibilidade e especificidade
carcinoma: a systematic variaram de 0,76 a 1,00 e de 0,27 a 1,00,
review of diagnostic test respectivamente. Entretanto, os estudos se
accuracy. apresentaram pobres em qualidade, afetando as
evidéncias para o uso desses biomarcadores
salivares na deteccao do CEC.
Arroyo et al.” Usefulness of protein- | Espanha | Antigeno CYFRA 21-1 e CEA mostraram-se muito
(2021). based salivary markers in carcinoembrionario (CEA), | promissores na diferenciacdo entre CEC e

the diagnosis of oral
potentially malignant

disorders: a systematic

CYFRA 21-1, IL-6 e IL-8.

OPMD.

biomarcadores na diferenciacdo entre esses dois

Entretanto, a aplicacdo desses

grupos de lesbes ndo foi totalmente clara.
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review and meta-
analysis. Cancer
Biomarkers.

Ademais, o marcador CYFRA 21-1 demonstrou
ser a Unica proteina capaz de distinguir as

OPMD e pacientes saudaveis.

Hema Shree et
al.?! (2019).

Saliva as a diagnostic

tool in oral squamous

cell carcinoma—a
systematic review with

meta analysis.

India

IL-6, IL-8, TNFoa, MMP-9,
quemerina, CYFRA 21-1,
miR-21, miR-145, miR-184,
miR-27B, miR-136, N-
Leucina + N- Fenilalanina,
Colina + Betaina + Acido

Pipecolinico + | — Carnitina.

Os biomarcadores altamente especificos para o
CEC foram MMP-9 (especificidade -100%),
guemerina (especificidade-100%), miRNA-136,
expresso positivamente, com especificidade de
0,88; mMIRNA-27B, expresso negativamente,
com especificidade de 1,0. Com base nesses
resultados a saliva pode ser usada como uma
ferramenta de diagnostico altamente sensivel e

especifica.

Kang, Eun, Lee”
(2021).

Diagnostic ~ Value of
Salivary miRNA in Head

and Neck Squamous Cell

Cancer: Systematic
Review and  Meta-
Analysis.

Coreia do
Sul

23 tipos de miRNA.

A andlise geral demonstrou uma precisao
diagnostica moderada, com sensibilidade de
0,69, especificidade de 0,86 e AUC de 0,80
para 0s mMiRNAs quando comparado com
pacientes com CEC e pacientes saudaveis.
Apesar de apresentar-se como um biomarcador
estudos

promissor na deteccdo do CEC,

prospectivos em larga escala com coortes
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multicéntricas, sdo imprescindiveis para validar

sua aplicacdo na prética clinica.

Gai et al.” Salivary extracellular Italia miRNA. Os principais miRNAs expressos em VEs foram
(2018). vesicle-associated miR-512-3p e miR-412-3p, superexpressos em
miRNAs as potential pacientes com CEC em comparacdo com
biomarkers in  oral pacientes saudaveis. O miR-302b-3p e miR-
squamous cell 517b-3p foram expressos apenas em pacientes
carcinoma. com CEC, demonstrando que eles podem ter
um bom poder discriminatério para o
diagndstico de CEC.
Singh, Verma, Validation of Salivary india IL-1B, IL-8 e LGALS3BP. | A IL-18 e a IL-8 detiveram maior poder

Singh?* (2020).

Markers, IL-1B, IL-8 and
Lgals3bp for Detection
of Oral Squamous Cell
Carcinoma in an Indian

Population.

preditivo para todos os casos de CEC com valor
da AUC de 0,7724 e 0,70301, respectivamente.
Enquanto a LGALS3BP ndo gerou um poder
preditivo tdo significativo para o CEC em
estagio avancado, no entanto, produziu alto
poder preditivo para CEC e OPMD em estéagios

iniciais.
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5 DISCUSSAO

A maioria dos casos de cancer oral ¢ do tipo CEC e quando 0s pacientes sao
diagnosticados precocemente podem apresentar uma taxa de sobrevida de 80%; ja quando sdo
diagnosticados tardiamente, a taxa de sobrevida do paciente em cinco anos € de 50%. O atraso
no diagnostico interfere no aumento das taxas de morbidade e mortalidade da doenca. Por
isso, 0 objetivo do uso de biomarcadores salivares para deteccdo do CEC € que eles possam
ser usados para fins de triagem em larga escala, para que as lesdes possam ser detectadas mais
rapidamente, de modo facil e sem ser de forma invasiva. Para isso, 0s métodos de triagem de
saliva devem ter sensibilidade e especificidade suficientes.**%*

Nos estudos analisados por Chiamulera et al.** (2021), as citocinas pré-inflamatérias
mais estudadas foram a IL-6 e a IL-8; juntamente a elas, o TNF-a, IL-1R e IL-la
apresentaram-se significativamente mais elevadas a niveis salivares nos pacientes com CEC
guando comparadas a controles saudaveis, e na maioria dos casos em relacdo a pacientes com
OPMD. Tais resultados demonstram o uso dessas citocinas como potenciais biomarcadores de
diagnostico precoce, principalmente por serem um método ndo invasivo. Entretanto, esses
niveis elevados de citocinas ndo mostraram uma diferenca significativa quando comparados
aos niveis dos pacientes com lesdes orais potencialmente malignas, salientando a importancia
da diferenciacéo das duas condicdes patolégicas.**

A excecdo foram as citocinas IL-8 e IL-6, que mantiveram suas concentracfes
elevadas em pacientes com CEC em comparacdo aos pacientes com OPMD, tornando essas
duas citocinas como possiveis ferramentas confiaveis no diagndstico. Isto também foi
demonstrado por Ferrari et al.”®> (2021), onde os niveis salivares das citocinas IL-6, IL-8 e
TNF-a em pacientes com CEC foram mais altos do que em pacientes com OPMD e do que a
populacéo controle, respectivamente.'**°

Dos 27 estudos avaliados por Ferrari et al.”® (2021), 25 deles apresentaram as
citocinas IL-6, IL-8 e TNF-a em concentragdes significativas na saliva de pacientes com
CEC quando comparadas a saliva de pacientes saudaveis.*

Diferentemente de Chiamulera et al.* (2021), onde a maioria dos artigos analisados
ndo separava 0s pacientes conforme o estagio do cancer, Ferrari et al.'® (2021) constataram
que havia uma tendéncia de aumento regular das citocinas salivares IL-6, IL-8, TNF-a e IL-
1RA a medida que se passava gradualmente de lesdes de CEC bem diferenciadas para leses

de CEC pouco diferenciadas, corroborando com a possibilidade de que podem estar
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associadas ao estagio e agressividade da doenca.™

As citocinas também estiveram presentes no trabalho elaborado por Singh, Verma,
Singh* (2020) quando avaliaram trés marcadores proteicos, IL-1B, IL-8 e LGALS3BP
(proteina ligadora de galectina-3 do inglés Galectin-3 Binding Protein) usando o ensaio
imunoenzimatico (ELISA), a partir de amostras de saliva ndo estimulada. Eles separaram 0s
pacientes com CEC por estagio do cancer em iniciais (I e Il) e tardios (Il e IV) e os
resultados obtidos demonstraram que dos trés biomarcadores, a IL-18 e a IL-8 detiveram
maior poder preditivo significativo para todos os casos de CEC com valor da AUC (area sob a
curva) de 0,7724 e 0,70301, respectivamente. Esta ferramenta preditiva também se abrangeu
para os estagios avancados com valores da AUC correspondentes a 0,9017 e 0,7619,
respectivamente.?

Ao contrario das citocinas citadas, a LGALS3BP ndo gerou um poder preditivo tdo
significativo para o CEC em estagio avancado, no entanto, produziu alto poder preditivo para
CEC e OPMD em estagios iniciais com AUC de 0,7296 e 0,7643, respectivamente. Contudo,
a LGALS3BP pode ser uma boa indicadora na diferenciacdo entre OPMD e individuos
saudaveis, por apresentar valores de AUC de 0,7643 em OPMD. Pode-se, portanto, inferir que
IL-1R e IL-8 podem ser Uteis na distin¢do de pacientes com CEC em métodos de triagem em
larga escala e a LGALS3BP pode contribuir na triagem de CEC em estagio inicial e OPMD
de alto risco de malignizac&o na populagio em geral 2

Trés classes de biomarcadores salivares mais promissores para o CEC foram
analisados por Gaba, Sheth, Veses'® (2021): citocinas (IL-8 e IL1-R; mRNAs (Proteina de
Dupla Especificidade 1,DUSP-1, e a Proteina ligante de célcio da familia S100, S100P) e
miRNAs (miR-200a e miR-125a). Nos estudos que avaliaram as citocinas como possiveis
biomarcadores, a populacdo incluida para a I1L-8 foi de 77 pacientes, enquanto para a IL1-R
foi de 61 pacientes, tendo seus valores de sensibilidade (verdadeiro positivo), 0,41 e 0,26, e
especificidade (falso positivo), 0,69 e 0,47, menores para a deteccdo de CEC quando
comparados aos MRNAs (DUSP-1 e S100P). A sensibilidade para DUSP-1 foi de 0,61 (com
uma populacdo de 88 pacientes) e para S100P foi de 0,67 (78 pacientes), ja a especificidade
foi de 0,75 e 0,73 respectivamente.*®

Apesar de os biomarcadores de mRNAs se apresentarem melhor em termos de
sensibilidade e especificidade, tiveram uma precisdo de ensaio menor, de acordo com a
analise de dados (AUC), quando correlacionados as citocinas salivares. Os valores da AUC
para IL-8 e IL1-R foram de 0,88 e 0,82, nesta ordem. J& os valores da AUC para DUSP-1 foi
de 0,66 e S100P foi igual a 0,78. Porém, nesses resultados devem ser levadas em consideragédo
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a metodologia e técnicas utilizadas para obtencdo dos dados, estagio da patologia, habilidade
técnica para interpretacdo dos dados e dentre outros fatores do paciente que podem interferir
nos resultados dos testes.*®

Dos estudos que investigaram a eficacia dos microRNAs como biomarcadores para o
CEC, a populacdo foi de 74 pacientes para 0 miR-125a e 96 pacientes para 0 miR-200a. Estes
estudos ndo mediram a sensibilidade e/ou especificidade do marcador, o valor da AUC do
miR-125a foi 0,62, enquanto o valor da AUC de miR-200a foi de 0,65. Diante destes
resultados Gaba, Sheth, Veses®® (2021) classificaram os mRNAs como os melhores
biomarcadores para a deteccdo precoce do CEC, mesmo que as citocinas apresentassem uma
melhor precisdo para os valores da AUC; ndo dispensando, assim, a possibilidade de mais
estudos e argumentos que ratifiguem o uso destas duas categorias de biomarcadores no
diagndstico preliminar.*

A revisdo sistematica feita por Sahu, Routray’’ (2021) analisou 0s ex0ssomos
derivados de tumor (TEX), que foram identificados na maior parte dos fluidos corporais,
como saliva, soro sanguineo, urina, liquido amniotico, leite materno, liquido
cefalorraquidiano, secrecdo nasal e liquido ascitico. Eles carregam consigo um grande
dep6sito de carga: Lipidios, proteinas, mMRNAs, miRNAs, IncRNA (RNA ndo codificante
longo) e DNA. Tais fatores acendem a luz para 0s exossomos presentes na saliva como uma
fonte acessivel para o diagnostico do CEC, fornecendo informacfes complementares sobre as
caracteristicas tumorais, isso porque as proteinas presentes nos exossomos sao especificas do
tecido de origem, e este pode ser rastreado através das proteinas de membrana.'’

Além disso, os TEX possuem uma maior resisténcia a degradacao pelas proteases e
nucleases devido a presenca de proteinas e miRNAs, conferindo uma maior estabilidade na
circulacdo e maiores concentracdes dentro das vesiculas encapsuladas. Usando as proteinas
exossomais como marcadores salivares, foi constatado que niveis mais baixos das proteinas
anexina 1 (ANXAL) e fosfo-EGFR exossomal podem ser usados como marcadores para 0
CEC. OQutra proteina, a de choque térmico HSP90a, em fracbes exossomais, foi
significativamente maior nas linhas celulares metastaticas do que as linhas celulares do CEC,
podendo assim ser utilizada como um potencial biomarcador para metastase.’

Os miRNAs podem regular positiva e negativamente as atividades celulares e alterar
o fenotipo das células normais se forem dos TEX. Com eles sendo utilizados como
marcadores foi demonstrado que o0 miRNA-486-5p pode ser utilizado como marcador Unico
na deteccdo do CEC em estagio inicial, gracas a sua expressdo significativa nos exossomos

salivares em casos de cancer quando comparados a controles saudaveis. Com sensibilidade no



25

valor de 0,45 e especificidade de 0,89. O miR-24-3p exossomal salivar também apresentou
niveis elevados em pacientes com CEC, podendo ser aplicado na forma de teste de triagem.*’
A viabilidade dos miRNAs como biomarcadores salivares na deteccdo do CEC

também foi avaliada por Al Rawi et al.*®

(2021), estando associados aos exossomos, possuem
uma maior estabilidade na saliva, além de desempenharem um papel crucial no processo da
carcinogénese. Nos 14 estudos examinados 25 miRNAs foram apontados, 13 regulados
negativamente (miR-125a, miR-let-7a-5p, miR-145-5p, mMiR-27b, miR-92a, miR-34a,
miR124-3-p, miR-136, miR-139-5p, miR-146a, miR-205-5p, miR-200a € miR-375) e 0s 12
restantes regulados positivamente (miR-21, miR-134, miR-9, miR-122-5p, miR-184, miR-31,
miR 191, mir-196a, miR-3928, mir-196b, miR-412-3p, miR -512-3p).18

O miR-31 foi o miRNA citado com mais frequéncia nos estudos, seu nivel foi maior
em pacientes oncoldgicos do que nos controles saudaveis. Entretanto, o uso do miR-31 como
marcador Unico ndo € suficiente para detectar transformacfes malignas, uma vez que as
diferencas entre os valores de miR-31 ndo foram numericamente significativas quando usados
na distingdo dos estagios do CEC (estagios I-1V). Ademais, a capacidade do miR-31 na
distingdo entre o CEC e as OPMD néo foram efetivas. Ja o0 miR-200a apresentou seus niveis
mais baixos na saliva de pacientes com CEC, a superexpressao desse miRNA pode interferir
na transigdo mesenquimal epitelial (EMT), prejudicando, assim, o desenvolvimento do tumor.
Apesar disso, houve controvérsias entre os estudos analisados por Al Rawi et al.'® (2021)
sobre a diferenca entre os niveis do miR-200a em pacientes saudaveis quando comparados a
pacientes com CEC.*®

Nesta mesma revisdo, 0s niveis de miR-125a também apresentaram-se
significativamente diminuidos na saliva de pacientes com CEC, isso porque sua presenga em
altos niveis prejudicaria a proliferacdo e invasdo das células cancerosas devido a reducdo de
proteinas oncogénicas como ERBB2 e ERBB3 em células SKBR3. Embora outros miRNAs
tenham identificado patologias e/ou displasias de forma bem sucedida, 0 miR-184 foi Gnico a
apresentar uma diferenca numérica expressiva entre OPMD displésicas e o CEC, tornando-o
um bom biomarcador para distinguir entre CEC e OPMD.®

No trabalho feito por Gai et al.?

(2018) conseguiu-se com sucesso o isolamento de
vesiculas extracelulares (VESs) da saliva de pacientes com CEC, essas estruturas séo divididas
em trés tipos diferentes: microvesiculas, exossomos e corpos apoptoticos. Sendo secretadas
por diferentes tipos de células em diversas situacdes, quer sejam fisiologicas quer sejam
patoldgicas, incluindo até mesmo células tumorais, a exemplo dos TEX ja citados

anteriormente. As VEs podem influenciar o ambiente tumoral, contribuindo para a progressao
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do cancer, angiogénese e invasio.”?

Ao analisar a expressdo de miRNAs nestas VEs salivares, identificou-se dois
miRNAS superexpressos positivamente em pacientes com CEC quando comparados a
controles saudaveis, foram eles miR-412-3p e miR-512-3p, com alta sensibilidade,
especificidade e altos valores da AUC de 0,871 e 0,847, respectivamente. Outros dois
mMiRNAs (miR-302b-3p e miR-517b- 3p) se apresentaram como expressos exclusivamente em
VEs de pacientes com CEC.%

Kang, Eun, Lee? (2021) investigaram 21 tipos de miRNAs e em sua metanalise
apresentaram como resultados gerais uma precisdo diagndstica moderada para essa classe de
biomarcadores salivares, com uma sensibilidade de 0,69, especificidade de 0,86 e um valor da
AUC de 0,80 quando comparou pacientes com CEC e pacientes saudaveis. Tendo a
especificidade mais alta, 0 miRNA coloca-se huma posicdo de biomarcador diagnostico
relativamente promissor, ademais, os resultados foram expressivos quando comparados a
sensibilidade e especificidade agrupadas de DUSP-1 e S100P. Contudo, alguns artigos
revisados por Kang, Eun, Lee?” (2021) apresentaram resultados inconsistentes, prejudicando a
comprovacéo de uma diferenca significativa.?

Shaw et al." (2022) revisaram sistematicamente os biomarcadores: mMRNA, miRNA,
IL1-B, IL-8, S100P e DUSP-1. Analisando a sensibilidade, especificidade, precisdo (valores
da AUC) e razdo de verossimilhanga positiva e negativa (RVP e RPN). A maioria desses
biomarcadores obteve boa precisdo diagnostica de forma geral. Dentre eles, os que tiveram
uma maior sensibilidade e especificidade foram o mRNA (0,90 e 0,91, respectivamente) e 0
miRNA (0,91 e 0,91) estimadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Em contrapartida,
0os menores valores de sensibilidade e especificidade foram vistos para IL1-R a partir do
ELISA."™

Devido ao fato de obterem melhores valores para sensibilidade e especificidade, o
MRNA e 0 miRNA foram considerados, por esta revisdo, como os melhores biomarcadores
para deteccdo precoce do CEC. Seus valores altos da AUC, 0,96 para mRNA e 0,95 para
miRNA, corroboram com o fato de serem 0s mais precisos, ademais, sdo mais faceis de
interpretar e significativos no correto diagndstico da patologia alvo. Entretanto, para um
diagndstico preciso, os profissionais devem ter conhecimento aprofundado sobre os valores
diagndsticos de cada biomarcador salivar antes de seu uso.*

Outros biomarcadores, como a citoqueratina 19 (CYFRA 21-1) e metaloproteinase
de matriz 9 (MMP-9), tiveram seu potencial analisado em duas revisdes sistematicas. Na

revisdo feita por Al Ali, Walsh, Maranzano™ (2019) a sensibilidade e especificidade do
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CYFRA 21-1 variaram de 0,84 a 0,94 e de 0,84 a 0,96, respectivamente. Ja para a MMP-9, a
sensibilidade e especificidade variaram de 0,76 a 1,00 e de 0,27 a 1,00, respectivamente.
Entretanto, os estudos incluidos nesta revisdo apresentaram alto risco de viés de selecdo, além
de conterem outros problemas como auséncia de padronizacdo na coleta, armazenamento e
processamento das amostras; populacdo restrita e falta de detalhamento na descricdo dos
estudos. Tais empecilhos prejudicaram a avaliagcdo da expressdo de MMP-9 e CYFRA 21-1,
que se expressaram também em outras patologias e doencas inflamatorias, comprometendo
seu uso como marcador diagndstico de CEC.*
Contrariando Al Ali, Walsh, Maranzano® (2019), dois estudos, Arroyo et al.?

(2021) e Hema Shree et al.?* (2019), apresentaram resultados promissores para 0s
biomarcadores CYFRA 21-1 e MMP-9, respectivamente. O marcador para MMP-9 foi
altamente especifico para a deteccdo de CEC, com especificidade e sensibilidade de 1,00 com
valor da AUC de 0,99. J4 para a CYFRA 21-1, os resultados foram diferentemente
significativos entre o grupo de pacientes com CEC e pacientes com OPMD, como também
provou ser a Unica proteina capaz de distinguir as OPMD e pacientes saudaveis, com
sensibilidade de 0,9 e especificidade de 0,97. A citoqueratina 19 é estrutural e constitui as
subunidades dos filamentos intermediarios epiteliais, logo, esta ligada as células escamosas do
cancer.?0%

O antigeno carcinoembrionario (CEA) também foi investigado por Arroyo et al.?°
(2021) juntamente com outros marcadores como a IL-6 e a IL-8, porém, a eficacia na
diferenciacéo entre OPMD e CEC néo foi totalmente esclarecida.”’

Além de evidenciar a MMP-9, Hema Shree et al.?

(2019) destacou biomarcadores
como a quemerina (sensibilidade e especificidade de 1,00); miR-136, expresso positivamente
com sensibilidade de 0,88 e especificidade de 1,00; miR-27B, expresso negativamente com
sensibilidade de 0,85 e especificidade de 1,00.

A quemerina pode aumentar a proliferacdo das células endoteliais e induzir a
angiogénese nas células tumorais; as metaloproteinases (MMP-9) degradam matriz
extracelular, processo caracteristico do desenvolvimento do céncer, bem como liberacdo de
fatores de crescimento e citocinas. Quanto aos miRNASs, sua expressao geralmente esta
associada ao CEC pelo fato de serem regides gendbmicas comumente propensas a alteracoes
durante o desenvolvimento tumoral.**

Dentre todos os artigos analisados, os biomarcadores salivares mais estudados foram
as citocinas inflamatdrias, principalmente IL-8, IL-6 e IL1-B, e 0os miRNAs, principalmente o0s

associados a VEs, que apresentaram resultados promissores no diagnostico precoce do CO,
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destaque para o CEC. Entretanto, os marcadores proteicos podem sofrer grande variagdo em
seus niveis médios, tanto em pacientes oncol6gicos quanto em controles saudaveis, além de
que biomarcadores que foram identificados em uma populacdo podem ndo ser
necessariamente adequados a outra populacdo. Outros pontos interferentes nos resultados séo
as chances dos niveis de citocinas alterarem devido a potenciais fatores de confusdo, como
habitos comportamentais e outras doencas bucais.'**>%*

Para os miRNAs, ndo houve padronizacdo da fonte salivar do biomarcador, grande
parte deles detectou miRNAs na saliva total, em vez de VEs salivares, isso pode levar a
resultados diferentes, uma vez que os miRNAs podem ser representados diferencialmente na
saliva total e VEs salivares. Tudo isto corrobora com a exigéncia de que estudos bem
delineados sejam feitos, em larga escala, com variacdo populacional (etnias diversas),
acompanhamento intensivo, padronizacdo na coleta de saliva, combinacdo apropriada de
biomarcadores para o diagnéstico e sua confiabilidade, indicacdo do tipo de analise (técnica

para processamento da saliva) e o estadiamento do cancer.?®
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6 CONCLUSAO

A possibilidade de uma triagem salivar para o diagnostico precoce do CEC parece
bastante realista por conter biomarcadores com valores promissores, além de ser uma técnica
ndo invasiva, facil de produzir e armazenar. Os biomarcadores que obtiveram melhores
resultados foram as citocinas salivares (IL-6, IL-8 e IL1-B) e os miRNAs, contudo 0s
miRNAs tiveram uma melhor precisdo geral diagnostica, com alta sensibilidade e
especificidade. Apesar disso, mais estudos bem desenhados em larga escala com
investigacGes detalhadas e acompanhamento vigoroso sdo necessarios para validar a
sensibilidade e especificidade desses biomarcadores como um método ndo invasivo para a

deteccdo precoce do CEC.
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