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m Descrever a aplicacdo da saliva como fluido
corporeo para o diagnostico

m Conceitos basicos e aplicacdo das ferramentas
de biologia molecular para estudo da saliva e
sua correlagao com diferentes doengas ou
condicoes

Introdugdo

= Objetivo ideal na promogdo de salde:
— Habilidade de monitorar o estado de satide-doenca
— Inicio e progressao da doenca
— Resultados do tratamento

Meios ndo invasivos ]

- Biomarcadores especificos
- Tecnologias para detectar, distinguir
e monitorar biomarcadores

Formas simples e econémicas de obter amostras com minimo de desconforto

Composicao da Saliva

m Diferenciada:
— 99% agua
— fons/Substancias inorganicas:
= Ca, P, Bicarbonato, NaF, K
= IgA
= IgM e IgG
— Substancias Organicas:
Glicoproteinas, enzimas digestivas, glicose e uréia
Restos alimentares
Microorganismos
Produtos do metabolismo bacteriano
Células descamadas do epitélio bucal
Muco da cavidade nasal e da faringe

Ten Cate, 2001

Saliva = Fluido transudato da mucosa e
= Exsudato dos sulcos gengivais
Lee et al, 2009 Moura et al, 2007; Schutzemberger et al, 2007
Fungdo da Saliva Efeito Constituintes Ativos .
Protecdao Lubrificagdo Glicoproteinas (mucinas) Sa I Iva
Impermeabilizagdo Agua
Lavagem
Formaggo de pelicula . .
Tamponamento Manutengéo do pH inadequado para | Fosfato - POFenCI?I qa_sa“ya_ como
colonizagdo Bicarbonato fluido bioldgico util no
Neutralizagdo de acidez diagnc’)stico de doengas
Digestdo Formagdo do bolo alimentar Agua . A .
izagio do contetido Fosfato bucais ou sistémicas
Digestdo do amido Bicarbonato
Amilase “Espelho do corpo”
Gustagdo Moléculas em solugdo Gustina ) .
Crescimelnto e maturaggo dos L} Proprledades blologlcas
corplisculos gustativos - .
— mistura de fluidos
Agdo antimicrobiana Barreira Glicoproteina . 3
Anticorpos Imunoglobulina A orais e seus contetdos
Ambiente hostil Lisozima
Lactoferrina
Integridade do dente | Maturagéo do esmalte Calcio
Reparo Fosfato

Lee et al, 2009; Moura et al, 2007
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Coleta

= Glandula-especifica X Saliva total
[ |

Lee et al, 2009; Moura et al, 2007; http: isi /s

Coleta

m Estimulada X Nao estimulada —I

Mecénica Y W
-
[

Alteragéo do fluxo salivar

Quimica

2 5(_\ ~ Moura et al, 2007; http://www.corbisimages.com

Saliva como fluido diagndstico

= Vantagens:

- Facilidade de acesso, estocar e transportar

- Econdmico
W A

- Facilidade de coletar quantidade
- Diagndstico preciso -

suficiente para andlise
Para pacientes: Para profissionais:

. : 8

- Técnica de coleta ndo invasiva - Coleta mais segura (HIV, hepatite)
- Redugdo do desconforto e ansiedade - Manuseio facilitado
(monitoramento longitudinal) - N&o coagula

- menor risco de contaminagdo

Lee et al, 2009; http://www.corbisimages.com

Saliva como fluido diagndstico

m Desvantagem

- Possui menor quantidade de testes para diagnostico

Técnicas mais novas e sensiveis
e . | 2

Lee et al, 2009; http://www.corbisimages.com

Saliva como fluido diagndstico

Doengas com - Meio confiavel para avaliar composigdo da microbiota
envolvimento de agentes bucal

biolégicos infecciosos - Resposta imunoldgica a infecgdo pela produgdo de
anticorpos

Ex: Cériga Periodontal, Rubéola, Papiloma virus

Humano! Virus Epstein-Barr (EBV), Doengas
Estomacais (Heliobacter pylori), HIV

Doengas Neoplasicas - Detecgdo de marcadores potenciais (CD44) para o
Malignas diagndstico do carcinoma de células escamosas(CEC)
Ex c-erbB-2 marcador progndstico do Cancer de mama

Psiquiatria - Acompanhamento de individuos com desordens
psiquicas p/ monitoramento da resposta terapéutica
Ex: Depressdo + Sindrome do Ardor Bucal (SAB)

Doengas Autoimunes - Avaliag&o sialoquimica

Ex: Sindrome de Sjégren

Endocrinologia - Simplifica a coleta e a mensuragéo dos niveis
hormonais e suas variagdes - monitoragdo

Ex: Diabetes tipo I

et al, 2009; Moura et al, 2007

Carcinoma oral de células escamosas

m 90% dos casos de cancer de boca
= Fatores etioldgicos incluem

— Fumo/Tabaco

— Abuso de alcool

— Mastigagdo da noz de Betel

= Grupo crescente de pacientes sem exposicdo tabaco/alcool
— Adultos jovens e mulheres

= Alta taxa de recidiva
= Biomarcadores sensiveis e especificos do CEC oral—> diagndstico

precoce de pacientes de alto risco

Saheblamee et al, 2009; Wu et al, 2010; http://www.corbisimages.com
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Métodos utilizados na identificacdo dos
biomarcadores em saliva

m Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
F== 5
— PCR quantitativo em tempo real (RT)
— PCR metilagdo-especifico

= DNA/RNA microarray

Wu et al, 2010; http://; isi com

Abordagens gendmicas e protedmicas

m Observar expressoes alteradas de genes e proteinas em
ampla variedade de neoplasias malignas

m Necessidade de coleta de espécimes (tecido tumoral ou
fluido corporal)

= Fluidos corporais - foco de estudos devido a identificagdo
de biomarcadores

Wu et al, 2010

Abordagem protedmica salivar

= Avangos na espectrometria de massa p/ identificacdo do
carcinoma oral de células escamosas (CEC oral)

— Ex: niveis elevados de citocinas pro-angiogénicas e
pro - inflamatdrias (TNF-a., IL-1 o, IL-6, IL-8)

m Possibilidade de identificagdo de mutacOes genéticas
(anticorpo anti-p53) na saliva e soro de pacientes com
CEC oral

Wu et al, 2010

Abordagem gendmica salivar

= Inimeros métodos utilizados na biologia
molecular

= DNA especifico tumoral(gene P53 mutado) na
saliva pode ser utilizado como biomarcador
para o CEC oral

m Infecgdo por microorganismos no
desenvolvimento do CEC oral

Wu et al, 2010; http://www.corbisimages.com

Potenciais biomarcadores do CEC oral na
saliva

£

Wu et al, 2010

Biomarcadores para alteragdes moleculares
do CEC oral

m MutagGes de genes especificos determinam o
T ou a | da express3o de proteinas
frequentemente encontradas na progressdo
do CEC oral

= Tais genes podem ser classificados para diferenciar pacientes com

proc?lnostico bom ou ruim no momento do diagndstico, além de
confirmar o sucesso do tratamento (p. ex. cirurgia, radiagdo)

= Genes especificos associados com progressao histoldgica do CEC
oral podem ser usados como marcadores para predizer o
diagnostico e prognodstico

Wu et al, 2010; http://www.corbisimages.com
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Carcinoma oral de células escamosas

m Biomarcadores presentes em pacientes alto-risco

Urokinase-type plasminogen activator receptor
Ki-67 and VEGFA,

active matrix metalloproteinase-7 (MMP-7) expression
Tissue inhibitor of metalloproteinase-2
Trophoblast

RhoC

Keratin

serum midkine (S-MK)

human centromere protein

H (CENP-H)

p75 neurotrophin receptor

RHAMM

Wu et al, 2010

Carcinoma oral de células escamosas

= Maior expressdo
Galectin-1
Trophoblast 2 .
Cyclin B q Metastase
CXCR4
P63
Rho C
Keratin 8
p21(WAF1/CIP1)e phosphorylated Akt
Loss of E-cadherin

= Elevagdo no numero

Human telomerase reverse transcriptase
Tissue inhibitor of metalloproteinase-2
Interleukin IL-6 (IL-6)

c-Met q
Stromal syndecan-1

Recidiva

Wu et al, 2010

Carcinoma oral de células escamosas

= Niveis elevados

CD109

Akt activation B

P63 a protein encoded by P63 Indicador de
Gene which is a P53 gene homolog and q prognéstico

the adverse expression of E-cadher

= Inibicdo do Akt € uma abordagem molecular no
tratamento do CEC oral

Wu et al, 2010

Carcinoma oral de células escamosas e
saliva

= A mutacdo de anticorpos anti-p53 em pacientes com
CEC oral foram identificados tanto na saliva quanto no
soro

m IL-6 — relacionada com a recidiva do CEC oral detectada
na saliva

Wu et al, 2010

Conclusao

= Diagnostico salivar — 6tima escolha como teste de
triagem inicial

m Procedimento ndo invasivo de baixo custo

= Meio Util para o diagndstico e monitoramento da satde e
de patologias bucais e sistémicas

m Necessidade de mais estudos
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