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RESUMO

Castillo KA. Anélise dos biomarcadores salivares para o carcinoma
epidermoide bucal. Campo Grande; 2014. [Dissertacdo — Faculdade de
Odontologia “Prof. Albino Coimbra Filho” da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul].

O carcinoma epidermoide bucal é uma neoplasia maligna, considerado um problema
de saude publica, pois apesar dos avanc¢os da cirurgia, radioterapia e quimioterapia,
ndo houve mudancas em sua taxa de mortalidade e morbidade nas dltimas décadas.
Visando mudar este quadro clinico crénico, o campo de grande promessa € a
Oncologia Molecular, no qual estdo sendo identificados os biomarcadores que séo
expressos diferencialmente em pacientes que apresentam esta doenca. InUmeros
testes moleculares que utilizam sangue, saliva e outros fluidos corporais tém sido
utilizados para caracterizar as alteracdes moleculares que ocorrem no organismo
destes pacientes. Diante disso, este estudo tem como objetivo realizar uma
metanalise para verificar os biomarcadores expressos diferencialmente na saliva dos
pacientes com carcinoma epidermoide bucal, comparado a pacientes controles
saudaveis de acordo com cada teste molecular. Para isso, foi feita uma busca
detalhada de literatura nas bases de dados: PubMed, MedLine e The Cochrane
Library para selecionar os artigos que utilizaram as palavras chave: “oral cancer”,
“salivary”, “biomarkers”, “tumor markers”. Foram encontrados 179 artigos que foram
submetidos a dois testes de relevancia, onde foram selecionados apenas seis
artigos. Os resultados desses artigos foram tabulados e submetidos a analise
estatistica, obtendo os biomarcadores que foram expressos diferencialmente entre
0S pacientes com carcinoma epidermoide bucal e pacientes controles. Concluiu-se
gue alguns dos biomarcadores estudados se expressam mais em pacientes com
carcinoma epidermoide bucal, outros se expressam mais em pacientes controles e

outros ndo se expressam diferencialmente entre nenhum dos grupos.

Palavras-chave: Cancer bucal, Saliva, Diagndstico precoce



ABSTRACT

Castillo KA. Salivary biomarkers analysis for oral squamous cell carcinoma
Campo Grande; 2014. [Dissertacdo — Faculdade de Odontologia “Prof. Albino

Coimbra Filho” da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Oral squamous cell carcinoma is a malignant neoplasia, considered a public health
problem, with no changes in the rate of mortality and morbidity on last decade
despite surgery advances, radiotherapy and chemotherapy. Aiming to change this
chronic clinical condition, Molecular Oncology is a great promise, where differentially
expressed biomarkers are being identified in patients with this disease. Several
molecular tests using blood, saliva and other body fluids have been used to
characterize molecular alterations that occur in these patients body. Therefore, this
study aims to conduct a meta-analysis to verify the differentially expressed
biomarkers in saliva of patients with oral squamous cell carcinoma, compared to
healthy control patients according to each molecular test. For this, a detailed search
was performed in those databases : PubMed , Medline , and The Cochrane Library to
select articles that used this keywords : " Oral Cancer ", " salivary " , " biomarkers ",

" tumor markers ". From 179 found articles, only six were selected after being
submitted to two tests of relevance. The results of these articles were tabulated and
submitted to statistical analysis, getting the biomarkers that were differentially
expressed between patients with oral squamous cell carcinoma and controls. It was
found that some of the biomarkers studied are more expressed in patients with oral
squamous cell carcinoma, others are more expressed in control patients and others

are non-differentially expressed between any of the groups.

Keywords: Oral cancer, Saliva, Early diagnosis
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1 INTRODUCAO

A palavra cancer vem do grego karkinos, que quer dizer caranguejo, e foi
utilizada pela primeira vez por Hipdcrates (460 — 375 a.C.). O cancer ndo € uma
doenca recente, ele foi detectado em mumias egipcias h4 mais de trés mil anos
antes de Cristo (BRASIL, 2011a).

Céancer é o nome dado ao conjunto de mais de 100 doencas, que tem em
comum o crescimento desordenado de células, que tendem a invadir tecidos e
orgéos vizinhos (BRASIL, 2011b).

O céncer bucal compbe 2 a 3% de todas as neoplasias, com mais de 300 mil
novos casos diagnosticados anualmente em todo o mundo, sendo que, mais de 90%
destes casos séo classificados como carcinoma epidermoide bucal (CEB) (JOU et
al., 2011).

O carcinoma epidermoide ou carcinoma de células escamosas pode envolver
gualquer regido anatébmica da boca. O seu surgimento esta associado a uma série
de mutacdes moleculares que podem ser desencadeados por alguns fatores de risco
como o estilo de vida, o consumo do tabaco associado ou ndo ao alcool, a heranca
genética, faixa etaria, género, condi¢cdes imunolégicas e nutricionais, acdo de
microrganismos virais e ao trauma. O epitélio bucal exposto a esses carcin0genos
desencadeia uma série de mutacbes genéticas, com a ativacdo de oncogenes e
inativacdo de genes supressores de tumor (GONZALES-MOLES et al.,, 2000;
ARELLANO-GARCIA et al., 2008; Jepsen et al., 2008).

Mesmo com 0 avanco significativo no tratamento do carcinoma epidermoide
bucal, a taxa de sobrevida esta em torno de 50% e a expectativa de vida em média
de cinco anos, ndo havendo muitas alteracdes nos ultimos 50 anos. Uma provavel
hipétese para justificar esta situacdo € a deteccdo tardia, pois a maioria das lesdes,
em sua fase inicial, sdo pequenas e assintomaticas e sao facilmente ignoradas ou
mal interpretadas (YANG et al., 2010; BRINKMANN et al., 2011).

A deteccdo precoce teria um grande impacto na taxa de sobrevivéncia,
mortalidade e morbidade de pacientes com carcinoma epidermoide bucal. Por isso,
muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas visando encontrar biomarcadores que
possam realizar o diagnoéstico precoce desta patologia. Através destes estudos foi

possivel verificar que a mutacdo das células cancerosas pode ser encontrada de



16

forma idéntica nos fluidos corporais como sdo apresentadas nos tumores primarios
(LI et al., 2004).

Com isso, a saliva ganhou atencdo notavel como meio utilizado em
diagnostico, pois sua coleta é simples, ndo invasiva e de baixo custo. Na saliva é
possivel detectar DNA, proteinas e eletrolitos, possibilitando estudos mais
detalhados de determinadas doencas. As pesquisas demonstram o potencial das
proteinas salivares como biomarcadores para essas doencas. (Jessie et al., 2013;
Yang et al., 2013; Wang et al., 2014).

Os biomarcadores ou marcadores tumorais sdo macromoléculas que estdo
presentes no sangue, saliva, urina, outros liquidos biol6gicos e no tumor. Sao
produzidos pelo organismo ou pelo préprio tumor, indicando a presenca da
neoplasia. A maioria dos marcadores tumorais é constituida de proteinas ou
pedacos de proteinas, incluindo horménios, enzimas, antigenos de superficie e
proteinas citoplasmaticas (CAPELOZZI, 2001; SILVEIRA, 2005).

A deteccao de alteracdes genéticas das células cancerosas pode prevenir as
manifestacfdes clinicas resultantes do cancer, contribuindo na deteccédo precoce,
avaliacdo de risco, acompanhamento do progndstico e tratamento do cancer. Por
isso, ha a necessidade dos profissionais que diagnosticam este tipo de patologia se
atentar a evolucdo das tecnologias, visando utilizar também o recurso dos
biomarcadores como meio diagnostico (HU et al., 2008, HOFFMANN et al., 2011).

Os estudos com biomarcadores estao direcionados na identificacdo de novos
marcadores tumorais que possam prevenir, diagnosticar e acompanhar o carcinoma
epidermoide bucal.

Este trabalho teve como objetivo realizar uma metanalise para verificar 0s
biomarcadores expressos diferencialmente na saliva dos pacientes com carcinoma
epidermoide bucal, comparado a pacientes controle saudaveis de acordo com cada

teste molecular.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cancer

A primeira descricdo do cancer foi encontrada em um papiro descrito por
Edwin Smith cerca de 3000 anos (a.C.), 0 manuscrito referia-se a um cancer de
mama (HAJDU, 2011a).

Hipocrates (460 — 375 a.C.) e seus discipulos acreditavam que a origem do
cancer era 0 excesso ou deficiéncia de sangue, muco e bile, especialmente na
velhice. Foi Hipdcrates o primeiro a utilizar a palavra cancer, pois ele comparou a
doenca ao caranguejo devido sua semelhanca em agarrar as estruturas ao seu
redor, similar as garras do caranguejo. Para Claudio Galeno (130 — 200 d.C) o
acumulo da bile negra e espessa causava a ulceracdo e o cancer incuravel,
enquanto a bile amarela era responsavel pelo cancer nao ulcerado e curavel. Esta
teoria foi aceita por medicos e religiosos, ndo havendo muitas modificagdes por 16
séculos, periodo da Idade Média (ZHANG, YUE, 2012).

Henri de Modeville (1260 — 1320 d.C.) rejeitou a teoria de Galeno e afirmou
gue o cancer era dividido em simples e composto de acordo com a histéria das
lesdes anteriores. E também introduziu a classificacdo dos canceres de acordo com
o tamanho, localizacdo e se os tumores eram superficiais ou profundos localmente
(HAJDU, 2011a).

Para Zacutus Lusitani (1575 — 1642) e Nicholas Tulp (1593 — 1674) o cancer
era uma doenca contagiosa, pois era encontrado em membros da mesma familia,
muito comum com o cancer de mama (HAJDU, 2011b).

Herman Lebert (1813 — 1878) descreveu e ilustrou nucleos aumentados,
macronucleos e multiplos nacleos como caracteristicos de células malignas, e que
as células cancerosas tém maior proporcao nucleo-citoplasma. Para James Paget
(1811 — 1899) as mitoses das células cancerosas eram encaradas como
desfavoraveis. Rudolph Virchow (1821 — 1902) afirmou que todas as células vém de
células e implantou a teoria de que as células cancerigenas derivam de células pré-
existentes que sofreram alteracées quimicas intracelulares (HAJDU, 2012).

Para Theodor Boveri (1862 — 1915) um dos pré-requisitos para que houvesse
a transformacdo de células em células malignas era a alteracdo na constituicao
cromossbmica das mesmas. Esta modificagdo no cromossomo resultava na

aceleracéo e divisdo nuclear anormal. Em 1960 houve a descoberta de um pequeno
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cromossomo em células leucémicas (cromossomo Filadélfia) que deu impulso para o
campo da citogenética (ZHANG, YUE, 2012).

Em 1928 Karl Heinrich Bauer, desenvolveu e justificou a teoria da origem da
mutacdo de tumores através de fendmenos intracelulares, divisdo e proliferacao
celular, metastase e crescimento tumoral e ainda tirou conclusdes sobre tratamento
do cancer e advertiu sobre fatores exdégenos e prevencdo. Essas conclusées foram
extraidas através de argumentos probabilisticos (EDLER, KOPP-SCHNEIDER,
2005).

Em 1939 foi introduzida a teoria de mutacdo do gene como origem do cancer
e em 1969 Todaro Huebner introduziu o conceito de oncogene (ZHANG, YUE,
2012).

Smith e Wilcox, em 1970, deram origem a revolugcdo molecular e industria de
biotecnologia com a identificacdo de enzimas que usavam bactérias de forma
defensiva para decompor sitios especificos do DNA, abrindo caminho para o
sequenciamento do genoma (DE VITA JUNIOR, ROSENBERG, 2012).

Em 1978, Potter e Pierce esbocaram um modelo de renovacédo celular
simulando como se inicia a carcinogénese. Durante o processo de divisdo ha um
comprometimento em uma determinada célula filha que da origem a outras células
filhas transmitindo sua diferenciacdo e assim, ha uma proliferacdo de células
terminalmente diferenciadas (SELL, 1993).

Em 1971 os Estados Unidos criou o Instituto Nacional do Cancer que tinha
como objetivo apoiar a investigacdo e a aplicacdo dos resultados da pesquisa para
reduzir a incidéncia, morbidade e mortalidade por cancer. O auge do Instituto
ocorreu no inicio de 1980 com a descoberta de genes que impulsionam ou suprimem
0 crescimento celular e a regulacdo complexa dos sistemas de sinalizacdo usados
por células normais e células cancerosas de se comunicar umas com as outras e
seu meio ambiente. Essas descobertas abriram caminho para a pesquisa de
sequenciamento do genoma humano que ocorreu em 2000, e em 2002 foi relatado a
descoberta dos microRNAs (miRNA) no cancer e a epigenética no cancer. Atraves
destas pesquisas pdde-se revelar a complexidade do cancer e também mostrar o
risco aumentado daquele genoma para o0 desenvolvimento de um cancer
comparando tecidos pré-malignos e tecidos malignos (DE VITA JUNIOR,
ROSENBERG, 2012).
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2.2 Carcinoma Epidermoide

Céancer é o nome genérico dado ao conjunto de doencgas caracterizadas pelo
crescimento e multiplicacdo desordenada de células capazes de invadir tecidos e
orgaos, dando origem a formacdo de tumores malignos. Quando os tumores tém
inicio em células de tecidos epiteliais, sdo denominados carcinomas (BRASIL,
2011b).

O carcinoma epidermdide bucal ou carcinoma de células escamosas bucal é
considerado a neoplasia maligna de maior frequéncia e envolve qualquer regido
anatdmica da boca. A lesdo se origina do epitélio de revestimento e esta associada
principalmente ao perfil dos homens acima dos 40 anos, normalmente etilista e
tabagista (BRENER et al., 2007).

Estudos demonstram que o estilo de vida, o consumo do tabaco associado ou
ndo ao alcool parecem contribuir para o desenvolvimento dessa patologia. A
heranca genética, faixa etaria, género, condi¢cdes imunoldgicas e nutricionais bem
como a agao de microrganismos virais, tém papel importante entre os carcinébgenos
(GONZALES-MOLES et al., 2000).

Ainda como fatores de risco comum estdo os dentes fraturados, doenca
periodontal e a utilizacdo de préteses mal adaptadas (JEPSEN et al., 2008).

Para Feller e Lemmer (2012), a probabilidade de desenvolver o carcinoma
epidermoide bucal aumenta conforme uma maior exposi¢cdo aos fatores de risco e
com a progressdo da idade, pois ha um aumento na dimensdo de alteracdes
mutagénicas e epigenéticas relacionadas a idade. Nos paises ocidentais o
carcinoma epidermoide bucal afeta o ventre de lingua entre 20-40% e o assoalho de
boca entre 15-20% dos casos. Isso se deve porque essas regides sao revestidas por
um epitélio fino e ndo queratinizado e com isso, os produtos do tabaco e do alcool
podem penetrar facilmente neste epitélio e comprometer as células progenitoras com
0s produtos carcinogénicos.

Clinicamente pode-se mostrar como uma lesdo exofitica, de superficie
irregular ou papilar, de coloracdo normal, vermelha ou branca, ou também como
uma lesédo endofitica, ulcerada ou ndo, no qual a Ulcera normalmente exibe formato
irregular e bordas elevadas, acometendo lingua, |abio inferior, assoalho bucal,

mucosa jugal, gengiva e palato (NEVILLE et al., 2009).
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A exposicdo do epitélio bucal aos carcinégenos acaba por desencadear uma
série de mutagcbes genéticas, com a ativacdo de oncogenes e inativacdo de genes
supressores de tumor (TAKEDA et al., 2006).

Na célula normal, diferentes classes de genes produzem proteinas com
atividades especificas; como 0s proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor.
Os proto-oncogenes sao produtores de proteinas que estimulam a proliferacéo
celular, se estes genes sofrerem mutacdo se convertem em oncogenes; enquanto
gue os genes supressores de tumor inibem o ciclo celular (SCULLY & FIELD, 1997).

A ativacdo dos oncogenes pode ocorrer de varias maneiras, sendo as mais
frequentes: mutacédo, amplificacdo, superexpressédo e translocacédo, resultando em
excessiva multiplicacdo (BRAAKHUIS et al., 2004).

Para Hu et al., (2008) a carcinogénese oral surge através de uma série de
estagios histopatoldgicos, da hiperplasia benigna a displasia, para o carcinoma in
situ seguido do carcinoma de células escamosas invasivo. Ao nivel molecular o
desenvolvimento do carcinoma epidermoide é um processo de multiplos passos
acompanhado por mutacfes genéticas e modificacbes de diversos genes que
conduzem um crescimento celular descontrolado. A heterogeneidade molecular e
celular do carcinoma epidermoide e o grande numero de genes potencialmente
envolvidos na carcinogénese oral enfatiza a importancia de se estudar os genes e
vias de sinalizacao envolvidos nesse processo.

Para Rothenberg e Ellisen (2012), independente da heterogeneidade
biologica dos subsitios, a analise molecular deve ser realizada para que possa
revelar os perfis genémico do carcinoma e relacionar com o comportamento clinico,
pois 0s genes envolvidos no desenvolvimento e progresso do cancer desempenham
pelo menos quatro caminhos funcionais que séo: proliferacdo celular; diferenciacéao
do epitélio escamoso; sobrevivéncia e invasao celular; metastase. E o conhecimento
mais refinado da biologia epitelial e genética do cancer, abordando as proteinas alvo
permitira um avanco clinico no progresso contra esta patologia.

O carcinoma epidermoide tem aparéncia heterogénea e ha multiplos
caminhos celulares no progresso da carcinogénese, sendo assim, as pesquisas
tentam identificar biomarcadores Uteis para o diagnostico rdpido e preciso de
amostras salivares para o carcinoma epidermoide e diferenciar suas fases de
progressédo (JOU et al., 2011).



21

Para o diagnéstico do carcinoma epidermoide a biépsia continua sendo o
padrdo ouro, porém, ha a busca dos biomarcadores excelentes através da saliva
(BRINKMANN et al., 2011).

2.3 Saliva

A saliva é composta por mais de 99% de 4gua e o remanescente, menos de
1%, consiste principalmente de proteinas e eletrolitos. Este fluido contribui na acdo
antibacteriana, capacidade tampé&o, mastigacdo, degluticdo, fala e lubrificacdo do
epitélio (FEJERSKOV, KIDD, 2005).

Moura et al.(2007), relataram que a saliva durante muito tempo era utilizada
apenas para monitorar o risco de carie através do meio biologico medido pela
capacidade tampéao e avaliacdo microbiana. Porém, afirmaram que a saliva também
pode ser utilizada para estudos mais detalhados, pois se sabe que determinadas
doencas sistémicas podem influenciar na qualidade e na quantidade de saliva
produzida, afetando os constituintes quimicos e as propriedades fisicas. A saliva
estad sendo utilizada como meio de diagnostico de doencas com envolvimento de
agentes bioldgicos infecciosos, doencas neoplasicas malignas, psiquiatricas,
doencas auto-imunes e enddcrinas, algumas dessas doencas podem ser
diagnosticadas atraves da utilizacdo do DNA que esta presente na saliva.

Para Arellano-Gracia et al. (2008), a saliva ganhou atencdo notavel como
diagnostico por ser simples a sua coleta, ndo invasivo e baixo custo. As pesquisas
estudam o potencial das proteinas salivares como marcadores para varias doencgas.

Estudo realizado por Streckfus et al. (2000) analisou marcadores tumorais do
cancer de mama presentes na saliva, estudando em conjunto com a analise
mamografica. Verificou-se que o fragmento sollvel do oncogene c-erbB-2, um
marcador prognostico do cancer de mama e o antigeno 15-3 para cancer (CA 15-3),
foram significativamente maiores na saliva e no soro de mulheres com diagndstico
de cancer, quando comparado com mulheres saudaveis e individuos com tumores
benignos.

As mutacdes das células cancerosas no tumor primario podem ser
encontradas de forma idéntica nos fluidos corporais. Com isso, tem aumentado o
desenvolvimento de tecnologias que se utilizam de métodos que permitam o rastreio

de alteracdes genéticas pela saliva (Li et al., 2004).
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Para Hu et al. (2008) as células do cancer bucal estdo imersas no meio da
saliva, por isso a analise dos proteomas salivares de pacientes com tumores
representa  uma abordagem potencialmente promissora para encontrar
biomarcadores potenciais para a doenca, no entanto, a alta quantidade de amilase
salivar e imunoglobulinas pode interferir em alguns teste moleculares.

O primeiro relato do uso da saliva como ferramenta de diagndstico para o
carcinoma epidermoide bucal foi publicado em 2000 por Liao et al. no qual os
autores compararam os dados encontrados na saliva entre pacientes saudaveis e
pacientes com o cancer para confirmar a mutacdo da proteina p53. Além de
constatarem que ha alteracdo de expressdo do p53, eles afirmaram que esta
proteina pode ser um biomarcador para o carcinoma epidermoide bucal e verificaram
também que a quantidade de DNA recuperado a partir da saliva, na maioria dos
casos, é suficiente e de qualidade adequada para permitir a amplificacdo para o
teste molecular PCR, realizando assim, pesquisas de mutacoes.

A saliva € uma fonte conveniente de DNA, oferecendo uma abordagem néo
invasiva, podendo ser utilizada para descrever o perfil gendmico desta patologia,
contudo, estudos com uma grande amostra de participantes sdo necessarios para
avaliar o papel do polimorfismo dos genes no desenvolvimento do carcinoma
epidermoide bucal. O campo da analise sistematica gendmica e prote6mica dos
biomarcadores salivares facilita a identificacdo de parametros sensiveis e
especificos para o cancer bucal, podendo fortalecer e transformar o monitoramento,
diagndstico e prognostico desta doenca (SHAH et al., 2011).

Descobrir e validar proteinas diferencialmente expressas na saliva de
pacientes com cancer bucal foi o objetivo de Hu et al., em 2008. Eles identificaram a
presenca de proteinas salivares e avaliaram seu potencial para a deteccdo de
carcinoma epidermoide bucal e verificaram que 52 proteinas estavam presentes
apenas nos pacientes com CEB, 29 proteinas estavam presente apenas nos
pacientes saudaveis e 409 estavam presentes em ambos 0s grupos. Os
pesquisadores selecionaram as proteinas que havia anticorpos comercialmente
disponiveis. Com isso, 12 proteinas integraram a segunda etapa da pesquisa e foi
possivel concluir que cinco candidatos a biomarcadores foram validados com
sucesso. A combinacédo destes biomarcadores pode gerar uma sensibilidade de 90%
e especificidade de 83%. Todavia, ainda € um desafio traduzir estes resultados para

as aplicacdes clinicas.
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2.4 Biomarcadores ou Marcadores tumorais

Os biomarcadores ainda ndo sdo sensiveis o suficiente para serem usados
como diagndstico priméario de cancer, sendo, normalmente, utilizados junto com
outros testes, com excecdo do antigeno prostéatico especifico (PSA) que é utilizado
para rastreamento de neoplasia prostatica (GUIMARAES et al., 2002).

Segundo, Schwartz (1993), os marcadores tumorais podem ser de dois tipos:
marcadores intermediarios — que medem alteracdes celulares e moleculares antes
do aparecimento da malignidade, e marcadores diagndsticos — presentes em
associagao com a malignidade.

Para Capelozzi (2001) é necessario identificar e validar o marcador tumoral
para uso clinico, e este deve passar pelos seguintes processos: identificacao inicial
feita em linhagens celulares do tumor em questéo; teste do marcador em tecido
proveniente de biopsias de pacientes com diagnostico estabelecido do tumor em
guestao; teste em bidpsias de tecidos normais e com processo inflamatorio; teste em
escarro, sangue, urina ou saliva para validacdo como teste ndo invasivo que possa
ser usado em populacéo de alto risco.

Em 2005, Rhodus et al., selecionaram 13 pacientes controle e 13 pacientes
com CEB para comparar e determinar o nivel de varias citocinas, visando identificar
alteracdes entre processos inflamatérios e tecidos normais. Verificaram que o fator
de necrose tumoral- a (TNF- q), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e
interleucina-8 (IL-8) foram elevados na saliva de todos os pacientes com carcinoma
epidermoide bucal em comparacdo com os controles.

Para Li et al. (2004) as alteracfes genéticas das células cancerosas levam a
alteracdoes da expressao dos genes padrdes, que podem ser identificados muito
antes das manifestacbes dos fendtipos resultantes de cancer. Essas mudancas
podem ser utilizadas como marcadores tumorais, que quando identificados com
precisdo podem contribuir na deteccao precoce e avaliacdo de risco para o cancer.
Em sua pesquisa estes autores avaliaram nove RNAs mensageiros (mRNAS)
presentes na saliva como candidatos a biomarcadores. No entanto, apenas sete
MRNAs confirmaram-se quantitativamente determinantes. Desses sete, apenas
guatro foram validados, indicando que o paciente tinha CEB. A combinacdo das
proteinas IL-8, acetiltransferase de espermidina (SAT) e familia 3A da histona H3

(H3F3A) sugerem uma previsao de CEB com sensibilidade de 90,6%.
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Arellano-Garcia et al. (2008), afirmaram que a utilizacdo dos marcadores
tumorais estd se desenvolvendo com sucesso e ainda podem levar a exames
clinicos simples na deteccdo precoce e acompanhamento do progndstico e
tratamento da doenca, pois eles realizaram uma pesquisa para determinar a eficacia
de duas tecnologias diferentes: single-plex e multiplex - para a medi¢édo de proteinas
salivares. Para isso, eles selecionaram vinte pacientes com CEB e vinte individuos
controle saudaveis e dez pacientes com periodontite para examinar se a IL-8 e IL-13
presente na saliva apresentam diferencas significativas entre os grupos. Concluiram
que estes biomarcadores sdo verdadeiramente discriminatérios para o CEB, pois
apesar dos pacientes com periodontite apresentarem alteracdes nos niveis de IL-8 e
IL-113, estes ndo se apresentam tao elevados como nos pacientes com CEB.

Em 2009, Shpitzer et al., examinaram a presenca de oito biomarcadores na
saliva de 19 pacientes com CEB e 19 controle. E concluiram que todos os oito
biomarcadores salivares (matriz metaloproteinase-9 - MMP-9, carbonyls, Ki67,
ciclina e carbonilas D1 - CycD1 , oxoguanina glicosilase -1 - OGG1, Phospho-Src,
lactato desidrogenase - LDH e Maspin) foram altamente significativos. Por isso,
foram caracterizados com alta sensibilidade e especificidade.

Em 2009, Park et al. compararam mMRNAs da saliva de pacientes com
carcinoma de células escamosas e pacientes controles saudaveis da mesma idade,
género, etnia e historico de tabagismo e concluiram que os mMRNAS sdo expressos
diferencialmente quando comparadas as células cancerosas com as células
normais.

Em 2010 Jou et al. identificaram biomarcadores salivares para o estagio inicial
do carcinoma epidermoide bucal através da identificacdo prote6mica da transferrina
salivar presente nos pacientes com a doenca. Além disso, constataram que a
combinacéo de proteina de ligacdo Mac-2 - M2BP, proteina de ligacdo de célcio-14 -
MRP14, CD59, profilin e catalase como candidatos a biomarcadores apresentou
uma sensibilidade de 90% e especificidade de 83%.

Jou et al. (2011) buscaram identificar um novo biomarcador salivar para o
diagndstico precoce do CEB através da proteina 510 de ligac&o ao zinco (ZNF510) e
identificaram o peptideo nivel 24-mer da proteina 510 de ligacdo ao zinco (24-
merZNF510) como biomarcador salivar relacionado ao CEB, e este mostrou-se util

no diagnostico auxiliar para a deteccéo precoce desta patologia.
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Brinkmann et al. (2011), avaliaram em pacientes da Sérvia biomarcadores
salivares descobertos e validados em pesquisa anterior realizada com pacientes
americanos para 0 carcinoma epidermoide bucal e constataram que estes
biomarcadores ndo puderam diferenciar género e habito de fumo, além disso, o
marcador antienzima descarboxilase de ornitina-1 (OAZ1) ndo foi expresso nos
participantes com CEB da Sérvia, levantando hipéteses de haver alteracbes de
expressfes das proteinas de acordo com a etnia. Embora sejam promissores 0s
resultados de biomarcadores salivares, mais estudos sdo necessarios para valida-
los.

Cheng et al., 2011, investigaram a viabilidade do uso da saliva na deteccdo
da endotelina-1 (ET-1) como biomarcador para o diagndstico do cancer epidermoide
bucal e concluiram que o ET-1 pode ser um bom biomarcador para o
desenvolvimento do CEB, no entanto, sdo necessarios estudos em grande escala
gue investiguem se o0s niveis salivares do ET-1 podem sofrer influéncia de doencas
sistémicas.

Em busca de biomarcadores salivares que validem a deteccdo precoce do
carcinoma epidermoide bucal Elashoff et al., em 2012, selecionaram individuos com
carcinoma epidermoide bucal e individuos controle num total de trezentos e noventa
e cinco pessoas, que foram distribuidos em cinco grupos de validacéo
independentes. Os grupos 1 e 2 foram distribuidos conforme sexo e estagio da
doenca. Os grupos 3, 4 e 5 foram distribuidos por idade, sexo, etnia e histéria de
tabagismo. Estes grupos foram utilizados para validar sete mMRNAs e trés proteinas
presentes na saliva relatados anteriormente como biomarcadores capazes de
discriminar pacientes com carcinoma epidermoide bucal. Com isso, concluiram que
a idade ndo apresentou diferenca estatistica entre grupo controle e grupo com CEB.
No que diz respeito ao desempenho dos biomarcadores individuais, dois (IL-8 e
SAT) foram significativamente aumentados em todos 0s grupos, enquanto que
outros quatro biomarcadores (IL-1B, especificidade dupla da fosfatase-1- DUSP1,
OAZ1 e H3F3A) foram aumentados significativamente em apenas trés grupos e um
biomarcador (proteina P de ligacdo de calcio - S100P) foi significativamente
aumentado em dois grupos.

Brailo et al., 2012, compararam as concentracdes séricas salivares de
interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF- a)

em pacientes com leucoplasia oral, CEB e controles saudaveis. Sendo 28 com
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cancer, 29 com leucoplasia e 31 controle, num total de 88 individuos. Concluiram
gue a IL-1B e IL-6 foram significativamente maiores em pacientes com CEB do que
em pacientes com leucoplasia e grupo controle. Ndo houve diferenca estatistica do
TNF- a entre qualquer um dos grupos que foram observados.

Jessie et al. (2013), buscavam alteracdes na expressao de proteinas salivares
de doze pacientes com carcinoma epidermoide bucal comparando a saliva de doze
pacientes saudaveis e concluiram que ha evidencias de niveis de alteracdo de
proteinas que podem ser utilizadas como diagndstico precoce e até mesmo como
monitor do carcinoma epidermoide bucal, mas € necessério a validacdo das
proteinas encontradas nesta pesquisa clinicamente em um grupo de representacao
popular.

Em 2013, Yang et al., avaliaram o potencial de uma abordagem né&o invasiva
para avaliar o risco e 0 progresso de lesdes pré-cancerigenas com analise de micro
RNA (miRNA) salivar e eles puderam constatar que o uso da saliva se mostra
promissor para o monitoramento, detec¢cao precoce e progressado do cancer atraves
do uso do miRNA salivar.

Ensinck et al., 2013 analisaram a expressdo do gene fucosiltransferase-2
(FUT2) e CD44 presente na saliva de pacientes com lesdes pré-cancerigenas e com
carcinoma epidermoide bucal e concluiram que o gene FUT2 né&o é um biomarcador
confiavel de transformacao de uma lesédo pré-cancerigena em lesdo cancerigena. Ja
0 gene CD44 se apresenta superexpresso em pacientes com cancer, podendo ser
considerado um biomarcador de risco em pacientes com lesdes orais.

Em 2013, Vajaria et al., avaliaram o acido siadlico total e a a-L-fucosidase
presente na saliva e no soro, buscando uma melhor compreensdo da utilidade da
saliva no acompanhamento de mudancas que ocorrem durante a progressédo do
cancer bucal. Para isso participaram 100 individuos com carcinoma epidermoide
bucal, 100 individuos saudaveis para o controle e 50 individuos com lesdo pré-
cancerigena. E concluiram que a relacdo salivar do acido sialico total e a a-L-
fucosidase foi elevada com maior magnitude quando comparada com 0S niveis
séricos, sugerindo que estes biomarcadores podem ser utilizados como método néo
invasivo para a deteccdo precoce de mudancas que ocorrem durante a
carcinogénese oral.

Em 2014, Wang et al., realizaram um trabalho para investigar o potencial dos

biomarcadores salivares na deteccdo precoce do carcinoma epidermoide bucal.
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Participaram da pesquisa 30 individuos saudaveis e 30 individuos com CEB, os
quais forneceram saliva ndo estimulada para anélise da pesquisa. Eles encontraram
guatro biomarcadores com concentracdes significativamente diferentes entre os
grupos, podendo ser potenciais biomarcadores salivares para o CEB, sendo

necessarias pesquisas futuras com um namero maior de participantes.
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho foi realizar uma metandlise para verificar os
biomarcadores expressos diferencialmente na saliva dos pacientes com carcinoma

epidermoide bucal comparado a pacientes controles saudaveis.
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4 MATERIAL E METODO

A metodologia desse trabalho seguiu as orientacdes do manual Cochrane dos
revisores (COCHRANE, 2011).

Foi feita uma busca detalhada da literatura para identificar ensaios clinicos
nas bases de dados PubMed, MedLine, The Cochrane Library, utilizando as
palavras-chave “cancer oral”, “oral cancer’, “saliva”, “salivary”’, “biomarcadores”,
“biomarkers”, “marcadores tumorais”, “tumor markers” em portugués e em inglés a
partir do ano 2000. O intuito desta busca foi obter apenas os estudos que
representem a intersecéo do conjunto.

Os artigos, que puderam ser identificados de imediato, sobre relatos de
casos, revisao bibliografica e comunicac¢des foram automaticamente descartados.

ApOs a coleta dos resultados, foi realizada uma conferéncia manual entre os
trabalhos, tendo como intuito o descarte dos trabalhos duplicados. Em seguida os
trabalhos foram submetidos a etapa de classificagdo por dois avaliadores
independentes que fizeram a leitura do titulo e do resumo de todos os trabalhos e

aplicaram o primeiro teste de relevancia para cada resumo (Quadro 1).

Quadro 1 — Teste de relevancia 1

TESTE DE RELEVANCIA -1

1 — O trabalho € sobre carcinoma epidermoide bucal? ( )Sim | ( ) Nao

2 — A pesquisa € com seres humanos? ( )Sim | ( ) Nao

3 — O artigo € um relato de caso ou reviséo bibliograficaou | ( ) Sim | ( ) Nao

comunicado?

4 — Foi realizado teste com a saliva? ( )Sim | ( ) Nao

5- Foram encontrados marcadores tumorais para o

carcinoma epidermoide a partir da saliva? ( )Sim | ( ) Nao

Nos casos em que houve divergéncia entre os avaliadores, um terceiro
avaliador classificou ou desclassificou o resumo em questao.

Depois da selecdo dos resumos relevantes, os avaliadores leram na integra
todos os trabalhos classificados e aplicaram um segundo teste de relevancia
(Quadro 2).



Quadro 2 — Teste de relevancia 2

TESTE DE RELEVANCIA -2

1- Foi feita biopsia da lesdo e andlise histopatolégica? ( )Sim | ( )Nao
2 — Foi confirmado carcinoma epidermdide bucal? ( )Sim | ( )Nao
3 — A pesquisa foi separada por sexo? ( )Sim | ( )Nao
4 — A pesquisa utilizou pacientes controle? ( )Sim | ( )Nao
5 — Foi avaliado o histérico de saude dos pacientes? ( )Sim | ( )Nao
6 — Foi levada em consideracéo a nacionalidade/etnia dos | ( ) Sim | ( ) Nao
pacientes?

7 — Os pacientes foram separados pelo estagio da lesdo? |( ) Sim | ( ) Nao
8 — Foi mencionado o(s) teste(s) molecular(es) utilizado(s) | ( ) Sim | ( ) Nao
para encontrar os marcadores tumorais através da saliva

9 — Foi utilizado algum teste para a amplificacdo dos | ( ) Sim | ( ) Nao
marcadores tumorais encontrados a partir da saliva?

10 — Foi utilizado algum teste para validar os marcadores | ( ) Sim | ( ) Nao
tumorais encontrados na saliva?

11 — Foram relatados os marcadores tumorais salivares | ( ) Sim | ( ) Nao
diagnosticados atraves da saliva?

12 — Ha diferenca entre os marcadores tumorais salivares | ( ) Sim | ( ) N&o
encontrados nos pacientes controle e pacientes com a

lesdo?

13- Houve combinacdo de testes para avaliar os|( ) Sim | ( ) N&o

marcadores tumorais salivares?

30

Nos casos em que houve divergéncia entre os avaliadores, um terceiro

avaliador classificou ou desclassificou o trabalho em questao.

Ao final, os artigos classificados foram enviados a um estatistico para verificar

a homogeneidade e realizar a andlise estatistica entre os trabalhos, tendo assim,

uma metanalise (Figura 1).



Figura 1 — Fluxograma da pesquisa
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Os trabalhos selecionados no teste de relevancia 2 foram tabulados no Excel,
extraindo informacdes sobre nimero de pacientes controle e com CEB avaliados,
gual biomarcador havia sido estudado, tipo de teste molecular utilizado, resultados
encontrados para cada grupo. Entdo, foi realizada a andlise estatistica,
considerando a diferenca entre os grupos CEB e controle e o efeito geral dos
mesmos em relacao a expressdo dos biomarcadores. Esta andlise foi realizada com
o auxilio do programa Review Manager (RevMan), versao 5.2.10, usando o modelo
de efeito randémico, considerando um nivel de significancia de 5% com intervalo de
confianga de 95%. Os resultados da andlise foram apresentados em tabelas e
gréficos do tipo floresta, mostrando a diferenca entre as médias e o intervalo de
confianca de 95% da diferenca, para cada um dos trabalhos selecionados, bem
como para o efeito geral do tratamento.



33

5 RESULTADOS

Os resultados estao descritos nas tabelas abaixo conforme os biomarcadores e

o teste moleculares utilizados pelos autores.

Tabela 1 — IL-8 / ELISA*

osccC Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI Year 1V, Random, 95% CI
Rhodus, 2005 3.1541 1.0232 13 158 0.789 13 35.0% 1.57[0.87,2.28] 2005 —
Arellano-Garcia, 2008a  3.3132 3.3856 20 1.0617 1.9788 20 5.8% 2.25[0.53, 3.97] 2008 -
Arellano-Garcia, 2008b  2.8349 3.3856 20 0.9473 2.0368 20 5.8% 1.89[0.16, 3.62] 2008 -
Elashoff, 2012b 214 2.282 31 0.739 1.002 70  24.6% 1.40[0.56, 2.24] 2012 —t
Elashoff, 2012a 2563 2.179 36 0.808 1.132 54 28.8% 1.76 [0.98, 2.53] 2012 —&
Total (95% CI) 120 177 100.0% 1.64 [1.23, 2.06] ‘
Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi2 = 1.00, df = 4 (P = 0.91); I2 = 0% f f 1

1
T
-4 2 0 2 4

Test for overall effect: Z = 7.75 (P < 0.00001) Controle OSCC

*Para este marcador, os valores originais foram divididos por 1000 para ser possivel apresentar o
grafico de floresta.

Tabela 2 — M2BP / ELISA*

oscc Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI Year 1V, Random, 95% CI
Elashoff, 2012a 0.998 0.741 36 0.549 0.998 54 49.8% 0.45[0.09, 0.81] 2012 L
Elashoff, 2012b 1.012 0.873 31 0.968 0.765 70 50.2% 0.04 [-0.31, 0.40] 2012
Total (95% CI) 67 124 100.0% 0.25 [-0.15, 0.64]

! 1 1 ]
Heterogeneity: Tau? = 0.05; Chi2 = 2.46, df = 1 (P = 0.12); 12 = 59% f § i T 1

-1 -0.5 0 0.5 1
Controle OSCC

Test for overall effect: Z=1.21 (P = 0.23)

*Para este marcador, os valores originais foram divididos por 1000 para ser possivel apresentar o
gréfico de floresta.

Tabela 3 — TNF-a / ELISA

oscc Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI Year 1V, Random, 95% CI
Rhodus, 2005 34 21.58 28 38 3.23 31 50.0% -4.00[-12.07,4.07] 2005
Brailo, 2012 289 146 13 3 19 13 50.0% 25.90[17.90, 33.90] 2012 i
Total (95% CI) 41 44 100.0% 10.95[-18.35, 40.26]

Heterogeneity: Tau? = 430.18; Chi2 = 26.57, df = 1 (P < 0.00001); I12 = 96% f T r i !
-50 -25 0 25 50

Controle OSCC

Test for overall effect: Z = 0.73 (P = 0.46)
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Tabela 4 — IL-1B / ELISA*

osccC Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI Year IV, Random, 95% CI
Rhodus, 2005 0.4544 0.2158 13 0.1732 0.0669 13 23.5% 0.28[0.16, 0.40] 2005 "
Arellano-Garcia, 2008a  0.9452  1.1348 20 0.3142 0.4448 20 9.8% 0.63[0.10, 1.17] 2008 -
Arellano-Garcia, 2008b  1.0135 0.1211 20 0.3763 0.5763 20 18.6% 0.64 [0.38, 0.90] 2008 -
Brailo, 2012 0.906 0.06221 28 0.354 0.06151 31 25.3% 0.55[0.52, 0.58] 2012 L
Elashoff, 2012 0.293  0.396 31 0.169  0.202 70 22.7% 0.12[-0.02, 0.27] 2012 -
Total (95% CI) 112 154 100.0% 0.41[0.20, 0.63] ‘
Heterogeneity: Tau? = 0.05; Chi2 = 47.21, df = 4 (P < 0.00001); I2 = 92% f f f f

T
-1 -0.5 0 0.5 1

Test for overall effect: Z = 3.80 (P = 0.0001) Controle OSCC

*Para este marcador, os valores originais foram divididos por 1000 para ser possivel apresentar o
grafico de floresta.

Tabela 5 - IL-6 / ELISA

osccC Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight 1V, Random, 95% CI Year IV, Random, 95% CI
Rhodus, 2005 88.2 432 13 14 09 13 51.1% 86.80[63.31, 110.29] 2005 L
Brailo, 2012 129 66.59 28 16 3.91 31 48.9% 113.00[88.30, 137.70] 2012 L
Total (95% CI) 41 44 100.0% 99.61 [73.94, 125.28] ’
1 1 1 1

Heterogeneity: Tau? = 191.98; Chi2 = 2.27, df = 1 (P = 0.13); 12 = 56% T T T T

-100 -50 0 50 100
Test for overall effect: Z = 7.61 (P < 0.00001) Controle OSCC

Tabela 6 - ET / ELISA

oscc Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight 1V, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI
Cheng, 2011a 13.5103 14.14447 18 4.5299 3.738 24 36.6% 8.98 [2.28, 15.68] L
Cheng, 2011b 7.7227 5.689 15 4.5299 3.738 24 63.4% 3.19 [-0.05, 6.44] .
Total (95% CI) 33 48 100.0%  5.31[-0.15, 10.78] ‘
1 1 1 1
T T

Heterogeneity: Tau? = 9.53; Chi2 = 2.32, df = 1 (P = 0.13); 2= 57% T T

-20 -10 0 10 20
Test for overall effect: Z = 1.91 (P = 0.06) Controle OSCC

*Para este marcador, os valores originais foram divididos por 1000 para ser possivel apresentar o
gréfico de floresta.

O teste ELISA pode ser dividido em diversos métodos, 0s principais sao:
direto ou sanduiche; indireto; competitivo ou de bloqueio; captura. Estes testes se
baseiam em reacdes antigeno-anticorpo detectaveis através de reagdes enzimaticas
(KAMPA et al., 2007).



Tabela 7 - IL-8 / gPCR

oscC Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Elashoff, 2012a 324 36 48 338 2.2 48  24.7% -1.40 [-2.59, -0.21] —
Elashoff, 2012b 277 39 24 309 25 24 102%  -3.20[-5.05,-1.35) "
Elashoff, 2012¢c 174 2.8 30 19.6 3.3 30 14.7% -2.20 [-3.75, -0.65] -
Elashoff, 2012d 17.7 2.6 36 19.8 29 54 26.6% -2.10 [-3.25, -0.95] —&
Elashoff, 2012e 168 22 31 186 4 70 238%  -1.80[-3.02,-0.58] -
Total (95% CI) 169 226 100.0%  -1.98[-2.58, -1.39] ‘

Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi2 = 2.78, df = 4 (P = 0.60); 12= 0%

Test for overall effect: Z = 6.56 (P < 0.00001)

Tabela 8 - miR-200a / gPCR

LI | II
4 2 0 2 4

Controle OSCC

Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi2 = 0.01, df = 1 (P = 0.94); 12 = 0%

Test for overall effect: Z = 0.19 (P = 0.85)

osccC Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI
Park, 2009a 34.25 3.76 12 35.25 2.08 12 28.8% -1.00 [-3.43, 1.43] &
Park, 2009b 27.7 3.94 50 28.7 3.94 50 71.2% -1.00 [-2.54, 0.54] . B
Total (95% CI) 62 62 100.0% -1.00 [-2.30, 0.30] ﬂ’
1 1 1 1
Heterogeneity: Tau2 = 0.00; Chiz = 0.00, df = 1 (P = 1.00); 12 = 0% '4 '2 ('J é "1
Test for overall effect: Z = 1.50 (P = 0.13) Controle  OSCC
Tabela 9 - miR-125a / gPCR
OsccC Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% ClI
Park, 2009a 307 328 12 323 183 12 243%  -1.60[3.73,0.53]
Park, 2009b 224 2.85 50 228 3.28 50 75.7% -0.40 [-1.60, 0.80]
Total (95% CI) 62 62 100.0% -0.69 [-1.74, 0.36]
1 1 1 1
Heterogeneity: Tau2 = 0.00; Chi2 = 0.93, df = 1 (P = 0.34); I2= 0% '4 '2 (') '2 4'1
Test for overall effect: Z = 1.29 (P = 0.20) Controle  OSCC
Tabela 10 - miR-93 / gPCR
OsccC Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI
I
Park, 2009a 33.06 4.19 12 33.3 4.02 12 15.2% -0.24 [-3.53, 3.05] -
Park, 2009b 20.1 3.29 50 20.2 3.79 50 84.8% -0.10 [-1.49, 1.29]
Total (95% CI) 62 62 100.0% -0.12 [-1.40, 1.16]
f f f f f
-2 0 2 4

Controle OSCC
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Tabela 11 - miR-142 / gPCR

OsccC Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI
Park, 2009a 32.62 2.19 12 37.84 3.04 12 48.4% -5.22 [-7.34, -3.10] .
Park, 2009b 19.2 311 50 19.6 3.28 50 51.6% -0.40 [-1.65, 0.85]
Total (95% CI) 62 62 100.0% -2.73 [-7.45, 1.99]
] ] ] ]
Heterogeneity: Tau? = 10.83; Chi2 = 14.72, df = 1 (P = 0.0001); 12 = 93% T T ) T T
Test Il effect: Z = 1.13 (P = 0.26 s 0 ° 10
est for overall effect: Z=1.13 (P = 0.26) Controle  OSCC
Tabela 12 - H3F3A / gPCR
oscC Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Elashoff, 2012a 344 36 48 345 23 48 21.4% -0.10[-1.31, 1.11] I
Elashoff, 2012b 32 35 24 341 23 24 13.2% -2.10 [-3.78, -0.42] "
Elashoff, 2012c 211 29 30 224 36 30 13.5% -1.30[-2.95, 0.35] ¥ B
Elashoff, 2012d 223 22 36 231 21 54 30.1% -0.80[-1.71, 0.11] &
Elashoff, 2012e 19.4 25 31 212 34 70  21.9% -1.80 [-2.99, -0.61] ¥
Total (95% CI) 169 226 100.0%  -1.11[-1.79,-0.43] ‘
] ] ] ]
Heterogeneity: Tau? = 0.19; Chi2=5.79, df =4 (P = 0.22); 12=31% '4 '2 0 é :1
Test for overall effect: Z = 3.19 (P = 0.001) Controle  OSCC
Tabela 13 - DUSP / gPCR
oscC Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Elashoff, 2012a 343 43 48 35 2.9 48 16.7% -0.70 [-2.17, 0.77] 1
Elashoff, 2012b 30.8 3.3 24 331 25 24 13.1% -2.30 [-3.96, -0.64] "
Elashoff, 2012c 215 41 30 231 5.2 30 6.4% -1.60 [-3.97, 0.77] " I
Elashoff, 2012d 205 2.3 36 214 25 54 35.6% -0.90 [-1.90, 0.10] L
Elashoff, 2012e 18.3 2.2 31 199 35 70 28.2% -1.60 [-2.73, -0.47] &
Total (95% CI) 169 226 100.0%  -1.29[-1.89, -0.69] ‘
] ] ] ]
Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi2 = 2.98, df = 4 (P = 0.56); 12= 0% T T T T
-4 -2 0 2 4

Test for overall effect: Z = 4.23 (P < 0.0001)

Controle OSCC

36



Tabela 14 - IL-18 / qPCR

oscC Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Elashoff, 2012a 29.8 4.1 48 309 24 48 18.1% -1.10 [-2.44, 0.24] T
Elashoff, 2012b 27 29 24 291 21 24  15.9% -2.10 [-3.53, -0.67] "
Elashoff, 2012c 183 3 30 198 34 30 12.4% -1.50[-3.12, 0.12] " I
Elashoff, 2012d 18.8 2.5 36 201 29 54 25.8% -1.30 [-2.42, -0.18] ¥
Elashoff, 2012e 17 21 31 18.7 34 70  27.7% -1.70 [-2.79, -0.61] &
Total (95% ClI) 169 226 100.0%  -1.53[-2.10, -0.96] ‘
] ] ] ]
Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi2 = 1.26, df = 4 (P = 0.87); 2= 0% '4 '2 0 é All
Test for overall effect: Z = 5.23 (P < 0.00001) Controle  OSCC
Tabela 15 - OAZ1 / qPCR
oscC Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Elashoff, 2012a 34.7 3.8 48 354 24 48 16.5% -0.70 [-1.97, 0.57] =
Elashoff, 2012b 30.1 2.6 24 32 25 24 12.8% -1.90 [-3.34, -0.46] "
Elashoff, 2012c 222 28 30 236 35 30 10.4% -1.40 [-3.00, 0.20] " B
Elashoff, 2012d 235 22 36 243 19 54 34.5% -0.80 [-1.68, 0.08] L
Elashoff, 2012e 206 24 31 222 24 70  25.9% -1.60 [-2.61, -0.59] ¥
Total (95% CI) 169 226 100.0%  -1.19[-1.71,-0.68] ‘
] ] ] ]
Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi2 = 2.95, df = 4 (P = 0.57); 2= 0% '4 '2 0 é :1
Test for overall effect: Z = 4.53 (P < 0.00001) Controle  OSCC
Tabela 16 - SAT1 /gPCR
oscC Controle Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Elashoff, 2012a 30.3 3.8 48 317 22 48 22.4% -1.40 [-2.64, -0.16] &
Elashoff, 2012b 264 29 24 291 25 24 14.7% -2.70 [-4.23, -1.17] "
Elashoff, 2012c 187 3 30 20.7 4.1 30 10.5% -2.00 [-3.82, -0.18] "
Elashoff, 2012d 19.9 25 36 213 23 54 33.1% -1.40 [-2.42, -0.38] &
Elashoff, 2012e 184 3.1 31 19.8 33 70 19.3% -1.40 [-2.74, -0.06] "
Total (95% CI) 169 226 100.0% -1.65[-2.24,-1.07] ‘
] ]
Heterogeneity: Tau? = 0.00; Chi2 = 2.47, df = 4 (P = 0.65); 12= 0% '4 '2 0 )

Test for overall effect: Z = 5.52 (P < 0.00001)

Controle OSCC



Tabela 17 - S100P / qPCR

osccC Controle Mean Difference Mean Difference

Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI

Elashoff, 2012a 319 38 48 324 23 48  20.3% -0.50[-1.76, 0.76] -

Elashoff, 2012b 284 25 24 307 24 24  17.6% -2.30 [-3.69, -0.91] -

Elashoff, 2012c 225 33 30 246 47 30 9.4% -2.10 [-4.16, -0.04] -

Elashoff, 2012d 225 25 36 231 2 54 28.0% -0.60 [-1.58, 0.38] — i

Elashoff, 2012e 21.7 25 31 226 2.66 70 24.8% -0.90 [-1.98, 0.18] -

Total (95% CI) 169 226 100.0% -1.09 [-1.77, -0.42] ’
] ] ] ]
T T T T

Heterogeneity: Tau? = 0.18; Chi2 = 5.75, df = 4 (P = 0.22); 12 = 30%
Test for overall effect: Z = 3.16 (P = 0.002)

-4 -2 0 2

Controle OSCC
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O teste molecular gRT-PCR ou PCR em tempo real € uma variacdo da reacdo

em cadeia da polimerase (PCR). A reacdo gRT-PCR quantifica a expressao génica

em determinada amostra ou tecido biolégico,

utilizando-se de um sistema

fluorescente capaz de detectar a luz que é emitida da reacdo de amplificagdo. Com

iSso, é possivel monitorar a quantidade crescente de DNA amplificado em cada ciclo

da PCR. Uma das vantagens da gRT-PCR em comparacdo ao PCR convencional é

a rapidez do processo, pois 0 qRT-PCR dispensa a analise na eletroforese em gel

de agarose. Além disso, o qRT-PCR facilita a quantificacdo da expresséo génica em
determinada amostra bioldgica (VALARINI et al., 2011).
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6 DISCUSSAO

Podemos destacar no CEB sua heterogeneidade, pois anatomicamente a
cavidade oral é constituida de vérias estruturas distintas como labio, lingua,
orofaringe que possuem caracteristicas microscopicas diferentes, com isso, pode-se
destacar a diversidade desta patologia, resultando em diferentes subsitios.
Considerando ainda a heterogeneidade molecular e celular do CEB podemos citar
0s multiplos caminhos para o progresso da carcinogénese, podendo ocorrer
alteracbes genéticas nas fases de proliferacdo celular, diferenciacdo do epitélio
escamoso, células de sobrevivéncia e invasdo e na fase de metéstase, tendo um
grande numero de genes envolvidos e podendo conduzir a um crescimento celular
descontrolado em diversas vias da formag¢ao do CEB. Por isso, é importante estudar
as mudancas de expressdo de genes em seus diferentes caminhos de formacéo
numa escala global (HU et al., 2008; JOU et al., 2011; ROTHEMBERG, ELLISEN,
2012; WANG et al., 2013).

Alguns autores relatam que alteracbes na imunidade do hospedeiro,
inflamacao, alteracdes patologicas sistémicas podem ser fatores que contribuem
para a progressdao da patogénese do CEB. As citocinas pro inflamatérias:
interleucina 8 (IL-8), interleucina 6 (IL-6), interleucina 1- (IL-1B) e o fator de necrose
tumoral (TNF-a), podem ser encontradas em quantidade elevada no local do cancer,
sendo produzidas de um modo desregulado e contribuindo no crescimento celular,
invasdo, interrupcdo de supressdo do tumor, estado imunitario e até mesmo na
sobrevivéncia celular. Estas citocinas sdo encontradas na saliva de pacientes com
cancer oral e pacientes com lesBes pré-cancerigenas quando comparadas a
pacientes controles, sugerindo ser um indicador de transformacao de uma lesdo pre-
cancerigena para um cancer oral. (RHODUS et al.,, 2005; ARELLANO-GARCIA et
al., 2008; BRINKMANN et al., 2011; SHAH et al., 2011; ELASHOFF et al., 2012).

No entanto, o TNF-a ndo se apresentou significativamente expresso no grupo
controle e nem no grupo CEB. Porém, a IL-8, IL-18 e IL-6 apresentaram
significativamente expressas. Quando utilizado o teste molecular ELISA eles se
expressaram mais no grupo CEB, confirmando os estudos em que as citocinas pro
inflamatdrias se elevam com a presenca do cancer. Assim como no teste molecular
gPCR estes marcadores se expressaram diferentemente entre 0os grupos estudados.

Apesar dos resultados da metanélise mostrarem os biomarcadores IL-8 e IL-1 mais
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expressos no grupo paciente controle, os autores Elashoff et al., 2012 afirmaram em
seu estudo que a IL-8 se apresentou aumentada em pacientes com CEB em todos
os cinco estudos cortes e a IL-1f foi significativamente maior no grupo CEB em trés
estudos cortes.

O biomarcador proteina de ligacdo mac-2 (M2BP), um antigeno de tumor, o
qual sugere um diagnostico precoce do CEB, apresentou-se altamente significativo
na fase inicial do cancer bucal na pesquisa de Brinkmann et al., 2011, mas nao teve
resultado significativo entre os grupos estudados na metandlise, apesar de em
estudos anteriores com outros tipos de canceres terem sido encontradas
significativamente maiores em pacientes portadores da doenca (HU et al., 2008;
SHAH et al., 2011).

A endotelina 1 (ET-1) € um potente vasoconstritor encontrado na biologia
vascular e em varias condi¢fes patoldgicas, incluindo a inflamacéo, cicatrizacao de
feridas e carcinogénese, incluindo a diferenciagéo de tecidos e desenvolvimento e
producédo hormonal, promovendo o crescimento e a progressdo de uma variedade
de tumores. Contudo, este biomarcador ndo teve expressao diferencial entre os
grupos estudados na metanalise, o qual corrobora com a pesquisa de Hoffmann et
al., 2011, no qual realizaram um estudo com grupos distintos para idade, sexo e
historia de hipertenséo, e concluiram que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos., descartando a hipétese de influéncia das variacfes sistémicas sobre este
biomarcador, ndo sendo, portanto, um bom biomarcador salivar para o CEB
(CHENG et al.,2011).

Os micro RNAs (miRNAs) foram descobertos inicialmente como reguladores
chave do desenvolvimento do animal, porém, recentes descobertas mostraram que o
mMiRNAs desempenham func¢des importantes no crescimento celular, diferenciacéo,
apoptose, resposta ao estresse, a resposta imune e secrecao de glicose. Park et al.,
2009 verificaram a presenca dos miRNAs na saliva e determinaram seu potencial
como biomarcador do CEB. Dos 314 miRNAs estudados apenas quatro se
apresentaram como possiveis biomarcadores, os demais se degradaram ou nao se
apresentaram significativamente diferentes entre os grupos, sugerindo que o0s
MIiRNA especificos para o CEB sofram degradacdo mais rapida e/ou tém uma meia
vida mais curta. E concluiram que o miRNA 125a e o 200a se apresentam em niveis
mais baixos na saliva de pacientes com cancer do que pacientes saudaveis.

Contudo, quando o resultado desta pesquisa foi submetido a metanalise observou-
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se que existiu uma grande variacao dos valores obtidos dentro do mesmo grupo no
intervalo de segurancga, tornando-o sem uma diferencga estatistica consideravel.

Jéa biomarcador H3F3A que esta presente na atividade de ligacdo do DNA é
comumente utilizado como um marcador de proliferagcdo, este biomarcador se
mostrou estatisticamente significante entre os grupos estudados. Corroborando com
pesquisas realizadas por Li et al. 2004 e Elashoff et al., 2012. Porém, nestes
estudos o biomarcador se apresentou aumentado no grupo CEB, enquanto que na
metanalise os dados fornecidos pelos autores mostraram este biomarcador
aumentado no grupo controle.

A especificidade dupla da fosfatase-1 (DUSP1) é um biomarcador
responsavel pela modificacdo da proteina, transducdo do sinal e estresse oxidativo.
Este biomarcador foi investigado por Li et al. 2004, Brinkmann et al., 2011, Elashoff
et al.,, 2012 e em todas as pesquisas foi confirmado a presenca significativamente
diferente deste biomarcador entre os grupos de pacientes com CEB e pacientes
saudaveis. Concordando com os dados encontrados nesta pesquisa, enaltecendo o
poder discriminatorio deste marcador tumoral.

A antienzima descarboxilase de ornitina-1 (OAZ1) € prevista como um
supressor de tumor com base na sua funcéo inibitéria. Na pesquisa de Brinkmann et
al., 2011, este biomarcador foi o Unico que néo apresentou diferenca estatistica
significante, sugerindo que pudesse haver expressdes de genes divergentes de
acordo com a etnia da populacdo pesquisada. No entanto, na pesquisa de Li et al.
2004 e Elashoff et al.,, 2012 este biomarcador foi estatisticamente significante,
estando estes trabalhos de acordo com o resultado encontrado na metanalise.

O biomarcador SAT-1 esta envolvido no metabolismo da poliamina e tem se
apresentado significativamente expresso no CEB, assim como a proteina P de
ligacdo de calcio (S100 P). Esta é conhecida por estar associada a progressao do
cancer e com a imortalizacdo de células epiteliais humanas in vitro e em alguns tipos
de cancer pode também estar presente nos estagios iniciais de desenvolvimento de
cancer, como foi detectado no cancer de mama in vivo. Ambos os marcadores
podem ser utilizados como biomarcador discriminatério para o CEB quando
comparado com paciente saudavel. Todavia, ha metandlise estes biomarcadores
mostraram-se aumentados no grupo controle, divergindo dos trabalhos analisados
em que concluiram que este biomarcador se apresentou aumentado no grupo CEB
(LI et al., 2004; BRINKMANN et al., 2011; ELASHOFF et al., 2012).
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Os dados divergentes entre a metandlise e os resultados encontrados no
artigo de Elashoff et al., 2012, se devem ao fato de que a analise realizada no artigo
foi feita através da area abaixo da curva (AUC) existente entre 0s grupos controle e
CEB e a estatistica realizada na metanalise considerou os valores contidos em cada
grupo, bem como o desvio padrdo dos mesmos, gerando uma inversdo de
expressédo dos biomarcadores IL-8, IL-13, H3F3A, SAT-1 e S100P.

Diversos estudos para identificar biomarcadores tentam explicar a patogénese
multifatorial e heterogénea do CEB e entender o perfil das altera¢gdes moleculares, e
com isso, almejam tornar possivel associar estas caracteristicas ao fenotipo
resultante do cancer. Contudo, é minima a possibilidade de encontrar um Unico
biomarcador que detectard o CEB com alta especificidade e sensibilidade. Diante
disso, estudos recentes avaliam a combinagédo de biomarcadores para aumentar o
poder de previsibilidade dos biomarcadores para o mundo real e sugerem a
validacdo dos biomarcadores em larga escala de pacientes (LI et al., 2004;
SHPITZER et al., 2009;BRINKMANN et al., 2011; SHAH et al., 2011; ELASHOFF
et al., 2012; WANG et al., 2014).

Na pesquisa de Li et al., em 2004, foi utilizada a combinacéo da IL-8, SAT1 e
H3F3A, visando a previsdo do CEB, e esta combinacdo gerou sensibilidade de
90,6% e especificidade de 90,6%. Para Brinkmann et al. (2011) a combinacéo dos
marcadores IL-18, SAT1 e DUSP1 demonstrou um poder de sensibilidade de 89% e
de especificidade de 78% para diagnosticar o CEB. Wang et al., 2014 combinaram
Choline, betaine, acido pipecolinico e L-carnitina para prever o CEB e concluiram
gue esta combinacdo gerou 99,7% de sensibilidade e 96,7% de especificidade,
distinguindo grupo controle, do grupo CEB estagio | e do grupo CEB estagio Il.

No entanto, ha uma falta de padronizacdo dos estudos realizados e dos
trabalhos publicados, dificultando pesquisas relacionadas a revisdo sistematica com

e sem andalise estatistica.
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7 CONCLUSAO

Através da metanalise foi possivel verificar e identificar os biomarcadores que
sd0 expressos mais em pacientes controles saudaveis de acordo com o teste
molecular utilizado, 0os que sao expressos mais em pacientes com carcinoma
epidermoide bucal e ainda os que nao diferem entre 0s grupos.

Para o teste ELISA os biomarcadores IL-8, IL-13 e IL-6 se expressaram com
maior intensidade no grupo CEB. J4 os marcadores tumorais TNF-a e M2BP nao se
expressaram diferente entre os grupos controle e CEB.

Para o teste gPCR o0s biomarcadores ET-1, miRNA-200a, miRNA-125a,
MiRNA-93, miRNA-142 nao tiveram diferencas estatisticas entre 0s grupos.
Contudo, os marcadores tumorais H3F3A, IL-8, DUSP, IL-1B, OAZ-1, SAT-1 E
S100P foram expressos aumentados no grupo controle.
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