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RESUMO

A xerostomia, conhecida como boca seca, € uma condicdo que pode comprometer
significativamente a defesa do nosso organismo. A saliva ndo serve apenas para facilitar
a ingestdo dos alimentos, desempenhando um papel essencial na protecéo dos dentes e da
cavidade oral. A xerostomia esta frequentemente associada a hipossalivacdo, que pode
ser causada por doencas ou resultar de tratamentos como radioterapia ou quimioterapia.
N&o h& uma cura para a xerostomia, mas existem substitutos salivares, como a saliva
artificial, para melhoria dos sintomas e qualidade de vida dos pacientes. No entanto, a
complexidade da saliva natural dificulta a sua reproducdo em laboratorio. Estudos
mostram que a saliva desempenha um papel complexo na resposta celular, envolvendo
inflamacao nos tecidos orais, essencial para a cicatrizacdo de feridas. A saliva também
induz alteracGes em genes e proteinas inflamatorias, sugerindo a sua capacidade de
desencadear respostas inflamatdrias mediadas por vias de sinalizacéo especificas. Assim,
este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de saliva artificual na viabilidade e
motilidade de linhas celulares tumorais e ndo tumorais, e compreender a sua influéncia
na expressao de genes envolvidos nas principais vias de sinalizacdo celular. Para isso
foram realizados ensaios de viabilidade celular usando o método MTT, avaliacdo da
migracdo celular através do método de injury e analise da expressédo génica por RT-qPCR.
O estudo revelou que a saliva artificial teve um efeito citotdxico significativo em ambas
as linhas celulares nas menores diluicdes (4x, 8x, 10x e 16x). Além disso, a presenca de
saliva artificial influenciou a expressao de genes como EGFR, KRAS, PTEN, mTOR e
PI3K, particularmente na linha celular tumoral. Estes resultados demonstram que a saliva
artificial pode promover a proliferagdo e sobrevivéncia das células tumorais, salientando
a necessidade de mais investigacdo para melhorar a formulacéo de saliva artificial para
uso terapéutico.

Palavras-chaves: “saliva”, “saliva artificial”’, ‘“xerostomia”, “radioterapia” e
“interleucinas”.






ABSTRACT

Xerostomia, known as dry mouth, is a condition that can significantly compromise our
body's defense mechanisms. Saliva not only facilitates food ingestion but also plays an
essential role in protecting teeth and the oral cavity. Xerostomia is often associated with
hyposalivation, which can be caused by diseases or result from treatments such as
radiotherapy or chemotherapy. There is no cure for xerostomia, but saliva substitutes, like
artificial saliva, can improve symptoms and the quality of life for patients. However, the
complexity of natural saliva makes it difficult to reproduce in a laboratory. Studies show
that saliva plays a complex role in cellular response, involving inflammation in oral
tissues, which is essential for wound healing. Saliva also induces changes in genes and
inflammatory proteins, suggesting its ability to trigger inflammatory responses mediated
by specific signaling pathways. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of
artificial saliva on the viability and motility of tumoral and non-tumoral cell lines and to
understand its influence on the expression of genes involved in major cellular signaling
pathways. For this purpose, cell viability assays using the MTT method, cell migration
assessment through the injury method, and gene expression analysis by RT-gPCR were
performed. The study revealed that artificial saliva had a significant cytotoxic effect on
both cell lines at the lowest dilutions (4%, 8%, 10x, and 16x). Additionally, the presence
of artificial saliva influenced the expression of genes such as EGFR, KRAS, PTEN,
mTOR, and PI3K, particularly in the tumor cell line. These results demonstrate that
artificial saliva may promote the proliferation and survival of tumor cells, highlighting
the need for further research to improve the formulation of artificial saliva for therapeutic
use.

Keywords: "artificial saliva", "saliva", "xerostomia", "radiotherapy", and "interleukin"
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Avaliar o efeito da saliva artificial em linhas celulares tumorais e ndo tumorais

1. INTRODUCAO

O principal fluido da cavidade oral € a saliva, que corresponde a uma mistura complexa
secretada pelas glandulas salivares, nas quais se incluem: par6tida, sublingual e
submandibular. Na sua composi¢do sdo encontradas numerosas células e proteinas como,
por exemplo, a lactoferrina ou as mucinas (De Almeida et al., 2008; Humphrey &
Williamson, 2001).

A saliva possui diferentes propriedades fisico-quimicas que Ihe conferem diversas
funcdes, tais como a fala, a manutencdo da satde oral e o0 processamento dos alimentos,
mas também funcdes de lubrificacdo e antimicrobiana (Schipper et al., 2007). Este fluido
é muito diluido e é composto por 99,5% de agua, 0,3% de proteinas e 0,2% de substancias
inorganicas. A saliva natural contém varios eletrdlitos, incluindo céalcio, magnésio,

bicarbonato, fosfato, sddio e potassio.

No geral, os componentes da saliva desempenham diversas fun¢des como a capacidade
tampdo da saliva e a viscosidade da saliva. Acresce-se, ainda, a funcdo antibacteriana
desempenhada pelo célcio, fosfato e algumas proteinas (Humphrey & Williamson, 2001).
Adicionalmente, a saliva tem ainda funcdo de desmineralizagdo e viscoelasticidade
(Llena-Puy, 2006).

Deste modo, a reducéo do fluxo salivar ou alteracdes na composicao oral podem causar
desequilibrios na satde oral, resultando no aumento da incidéncia de caries, maior
suscetibilidade a candidiase oral e glossodinia, dificuldades na fala, mastigacdo e
degluticéo (Diaz-Arnold & Marek, 2002).

Clinicamente, a sensa¢do de boca seca causada por alteracdes ou disfungdes das glandulas
salivares € designada por xerostomia (Tschoppe et al., 2011). Por sua vez, a
hipossalivagdo pode ser causada por varias sindromes, diabetes mellitus, uso de certos
medicamentos, infecBes ou radioterapia na regido das glandulas salivares. Por esta razéo,
0s pacientes com hipossalivacdo aumentada, geralmente, apresentam maior incidéncia de
caries, sendo, deste modo, importante o uso de substitutos de saliva, como as salivas
artificiais. Tratamentos oncologicos como a radioterapia e quimioterapia, sdéo uma das
principais causas de xerostomia, pois afetam a funcdo das glandulas salivares. Além
disso, a fungdo salivar continua a diminuir durante os meses subsequentes a terapia,

resultando em hipossalivagdo (Nathan et al., 2023).
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Atualmente, ainda nédo existe um tratamento curativo para a xerostomia. A educacéo do
paciente para habitos saudaveis, ou a utilizacdo de géis como a saliva artificial, que age
como substituto da saliva natural, sdo alternativas que ajudam a melhorar os sintomas
(Diaz-Arnold & Marek, 2002). Existem diferentes tipos de salivas artificiais
comercializadas, que diferem, principalmente, na composi¢do quimica e na viscosidade
(Tschoppe et al., 2011). A comunidade cientifica tem-se debatido sobre este assunto, no
entanto, ainda néo estdo claros os beneficios da utilizagdo de salivas artificiais.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de uma marca de saliva artificial
(Elgydium Clinic, Xeroleave Spray, Pierre Fabre) na viabilidade e motilidade de linhas
celulares tumorais (Panc-1) e ndo tumorais (hnTERT-HPNE), e compreender a sua

influéncia na expresséo de genes envolvidos nas principais vias de sinalizagéo celular.

As vias de sinalizacao celular incluem varios fatores que podem alterar ou bloguear um
determinado sinal a favor da proliferacdo celular. Cada via é influenciada tanto por
proteinas supressoras, quanto por fatores oncogénicos que promovem o crescimento dos
tumores. Em particular, o p53 e o mMTOR desempenham um papel crucial na
carcinogénese, pois sao capazes de regular a proliferacdo e a sobrevivéncia das células
(Dufour et al., 2007). Muitos tumores, incluindo o cancro do pancreas, também
apresentam mutac6es oncogénicas no KRAS. Este gene desempenha um papel crucial na
proliferacdo do cancro (von Karstedt et al., 2015). Além disso, 0 gene KRAS, também
estd descrito como ativador da via de sinalizacdo PI3K-AKT-mTOR, permitindo a

proliferacdo celular no cancro da mama (Zhang et al., 2020).

A presente dissertacdo estd divida em trés partes principais: enquadramento teorico,

trabalho experimental e concluséo.

Na primeira parte, encontra-se um enguadramento tedrico sobre o tema, com suporte
numa revisdo de literatura. Foram utilizadas as plataformas digitais PubMed®, B-On,
ScienceDirect para a pesquisa bibliogréfica, tendo sido utilizadas as palavras-chave:

2 <¢

“saliva”, “saliva artificial”, “xerostomia”, “radioterapia” ¢ “interleucinas”.

Na segunda parte, encontram-se estabelecidos o0s objetivos especificos do trabalho, é
realizada uma descricdo detalhada da metodologia utilizada e, por fim s&o apresentados

e discutidos os resultados obtidos.

Finalmente, na terceira parte sdo apresentadas as principais conclusées deste trabalho.
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2. ENQUADRAMENTO TEORICO

2.1. Composicao da Saliva Natural

As glandulas salivares dividem-se principalmente de acordo com posigéo e o tipo de
secrecdo. Assim, a glandula parétida é predominantemente serosa, enquanto as glandulas

sublingual e submandibular sdo predominantemente mucosas (De Almeida et al., 2008).

Na composic¢ao quimica da saliva podemos encontrar substancias inorganicas tais como:
calcio (Ca), magnésio (Mg), sédio (Na), potéssio (K), hidrogénio (H), cloro (CI),
carbonato de hidrogénio (HPO3), &cido fosférico (HPO) e fltor. De um modo geral, estes
ibes contribuem para a manutencdo osmotica, capacidade tampéo e de remineralizacao
da saliva natural (Diaz-Arnold & Marek, 2002).

A saliva contém tanto componentes inorganicos quanto organicos, com uma notavel
presenca de proteinas que desempenham diversas fungdes essenciais, principalmente na
protecdo dos tecidos orais. Entre essas proteinas, as mucinas, que sdo glicoproteinas
protetoras, sdo as mais abundantes. Em quantidades menores, encontramos as proteinas
ricas em prolina (PRPs), que estdo presentes principalmente na pelicula adquirida,
importante para proteger os dentes contra acidos e microrganismos. Em concentragdes
ainda mais baixos, estdo presentes as histatinas, proteinas cruciais para a remineralizacdo
dos dentes, juntamente com as glutininas e lactoferrinas (Van Nieuw Amerongen et al.,
2004).

2.2. Principais fungdes da saliva
2.2.1. Capacidade tampao

O sistema tampdo € definido como um conjunto de reacBes quimicas que permitem
manter o pH da saliva quando esta é exposta a substancias acidas (Miles et al., 2004).
Existem trés sistemas tampao importantes na saliva humana: o sistema bicarbonato, o

sistema fosfato e o sistema mediado por proteinas (Miles et al., 2004).

Na regulacdo do pH salivar, o sistema bicarbonato é particularmente importante, pois

neutraliza rapidamente os acidos responsaveis pela diminui¢éo do pH (Miles et al., 2004).

O pH salivar também é regulado pela presenca de fosfatos, que sdo essenciais para
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neutralizar os acidos. Quando o pH é maior gque 6, a saliva encontra-se supersaturada de
fosfatos. Por outro lado, quando o pH diminui abaixo de 5,5, os cristais de hidroxiapatita
libertam fosfato para restabelecer o equilibrio do pH salivar (Llena-Puy, 2006).

As proteinas, particularmente as ricas em histidina, constituem o terceiro tipo de sistema
tampdo salivar. Além disso, certos produtos alcalinos, como aminoacidos, peptideos,

proteinas e ureia, também participam na regulacdo do pH salivar (Llena-Puy, 2006).

2.2.2. Lubrificacao/viscoelasticidade

A saliva é uma solucdo hipotdnica, com concentracfes de sddio e cloro inferiores as do
plasma (Dodds et al., 2005). As mucinas sdo glicoproteinas salivares de alto peso
molecular, que representam a maior parte das proteinas na saliva natural (Miles et al.,
2004). Estas glicoproteinas podem ser divididas em dois tipos: MGI/MUCS5B e
MG2/MUC7. As MUC5B séo produzidas pelas células acinares mucosas das glandulas
seromucosas, enquanto as MUC7 sdo sintetizadas pelas células acinares serosas e
semilunares das mesmas glandulas (Dodds et al., 2005; Miles et al., 2004). A funcdo de
lubrificacdo da saliva deve-se a presencia da Mucina do tipo MUC5B, que com a sua
propriedade hidrofilica protege a superficie dentaria contra as acbes mecanicas. A mucina
tem a capacidade de formar uma ponte dissulfeto, fundamental na protecdo dos tecidos

orais contra bactérias, fungos e ataque de outros microorganismos.

2.2.3. Remineralizacao dentaria

O célcio é o elemento principal na remineralizacdo dentaria, estando presente em grande
quantidade na saliva. A combinacdo de fosfato e célcio na saliva é, fundamental para o
processo de remineralizacdo dos dentes. (Llena-Puy, 2006). Estudos demonstram que a
supersaturacdo da saliva com fosfato e célcio promove uma melhor restauracdo dentaria
durante o desenvolvimento de uma cérie, protegendo o dente da desmineralizacdo e
contribuindo para o processo de remineralizacdo, que é ainda mais estimulado pela agédo
do fluor (Dodds et al., 2005; Llena-Puy, 2006).

O pH salivar e a concentracdo dos ides célcio, fosfato e fluor sdo os principais
responsaveis pela regulagdo do equilibrio dos cristais de hidroxiapatita. Estes, em

conjunto com com PRPs, estaterinas, histainas e cistatinas, inibem a precipitacdo do
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calcio e do fosfato para manter a integridade dos cristais do esmalte (Llena-Puy, 2006).

2.2.4. Fungéo antimicrobiana

Na cavidade oral encontramos varios tipos de bactérias, sendo que algumas constituem o
microbioma oral, enquanto outras podem ser patologicas. A saliva contém proteinas
antimicrobianas que atuam perante microrganismos invasores (Van Nieuw Amerongen
etal., 2004).

As proteinas que fazem parte da primeira linha de defesa contra microrganismos
invasores da cavidade oral sdo: lactoperoxidase, lisozima, lactoferrina, mucinas,
histatinas, defensinas, imunoglobulina (IgA) e PRPs (Llena-Puy, 2006; Tenovuo, 2002).
Cada uma destas proteinas desempenha funcgdes especificas na acdo antimicrobiana,

embora algumas compartilnem fungdes similares:

o A lactoperoxidase inativa enzimas glicoliticas bacterianas, inibindo a producéo de
acido. Além disso, inibe o transporte de aminoacidos, promove a destruicdo da
parede bacteriana, induz a morte bacteriana por insercao de substrato iodio (I) em
vez de SCN (tiocinato) e inibe a adesdo bacteriana a cristais de hidroxiapatita
(Tenovuo, 2002).

o As lisozimas participam em vérias a¢des antibacterianas, como a lise de paredes
de peptidoglicano, autdlise bacteriana, inibicdo da adesdo bacteriana as
superficies dentarias, inibicdo do processo glicolitico bacteriano e desagregacéo

estrutural de cadeias de Streptococcus spp (Tenovuo, 2002).

o As lactoferrinas privam as bactérias de ferro (acdo bacteriostatica), causam a
morte bacteriana na auséncia de ferro (agdo bactericida), inibem a adesdo

bacteriana as superficies dentarias e ativam células fagocitarias (Tenovuo, 2002).

o Nas mucinas, as cadeias de hidrato de carbono, que representam 60% do peso
molecular da MUC7 e 80% da MUCS5B, formam uma barreira que impede a

adesdo bacteriana as superficies dentarias (Van Nieuw Amerongen et al., 2004).

o As histatinas, sintetizadas nas glandulas parétida e submandibular, induzem a
morte de um espectro amplo de bactérias, incluindo Streptococcus mutans (Van

Nieuw Amerongen et al., 2004).

o As imunoglobulinas salivares, principalmente IgA (>85%) e uma pequena
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quantidade de 1gG, inibem a adesdo bacteriana e a sua colonizacdo (Van Nieuw

Amerongen et al., 2004).

o As glicoproteinas ricas em prolina (PRPs), provenientes da glandula paro6tida,

bloqueiam a formacao de placa bacteriana (Van Nieuw Amerongen et al., 2004).

2.2.5. Virus e fungos

Na saliva é possivel encontrar uma grande variedade de virus, tal como: Herpes-virus
simples (HSV), virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus varicela-zéster (VZV),
virus de Epstein-Barr (EBV), virus do papiloma humano (HPV), hepatites Ae C (HVA e
HVC), ébola, HHV®6 e 8, adenovirus, virus de Norwalk, sarampo (Van Nieuw Amerongen
et al., 2004).

Segundo Stefano (2020) os principais virus da cavidade oral séo papiloma virus humano
(HPV) o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). A presenca desses virus compromete
a saude oral, resultando num aumento de céries e doencas periodontais. (Stefano, 2020).
Em relacéo aos fungos, o agente patogénico mais prevalente na cavidade oral é a Candida
albicans (Janus et al., 2016).

De acordo com Malamud et al. (2011), a saliva também possui uma atividade antivirica,
proteinas como as lactoferrinas, as lisozimas, as mucinas, as peroxidases e as aglutininas,
acumulam a atividade antibacteriana, atividade antivirica. No entanto, € importante

salientar que a atividade antivirica das proteinas é limitada (Malamud et al., 2011).

2.2.6. Paladar

Os recetores gustativos estdo localizados nas papilas gustativas, principalmente na
mucosa oral, embora também possam ser encontrados na mucosa faringea, laringea e na
epiglote (Malamud et al., 2011).

A saliva desempenha um papel fundamental no transporte das substancias responsaveis
pelo sabor, além de proteger os recetores gustativos. A saliva afeta o paladar através das
interacfes quimicas com as substancias gustativas, estimulando e protegendo os recetores
(Malamud et al., 2011).

Os componentes organicos e inorganicos da saliva sdo essenciais na mediagéo do paladar.
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A agua, com o contributo das mucinas, é o principal componente salivar responsavel por
manter a sensibilidade do paladar, protegendo os recetores gustativos contra 0s danos
causados pela sensacédo de boca seca (xerostomia). Adicionalmente, alguns componentes
especificos da saliva interagem quimicamente com substancias gustativas antes de estas
chegarem aos seus locais de ligacdo nos recetores. Por exemplo, sabe-se que a saliva,
normalmente, diminui a intensidade do sabor azedo. A perce¢do do sabor &cido depende
da concentracdo de ides de hidrogénio e da presenca de anides ou moléculas acidas
dissociadas. Ademais, a disponibilidade de iGes salivares de sddio (Na) e cloro (Cl) afeta

a percecdo do sabor salgado do cloreto de sodio (Motsuo, 2000).

2.2.7. Digestéo e formacgéao do bolo alimentar

A saliva tem funcdo também no sistema de digestdo, uma vez que é o primeiro fluido do
nosso corpo que entra em contacto com a comida (Miles et al., 2004; Van Nieuw
Amerongen et al., 2004). Por isso encontramos na saliva proteinas como: DNAase,
amilase salivar, lipase, ribonuclease, protéase e mucinas, que reduzem cadeias de

macromoleculas em cadeias mais simple (Miles et al., 2004).

De todas as enzimas referidas anteriormente a mais abundante € a amilase salivar. A maior
parte destas proteinas sdo sintetizadas nas células serosas da glandula parétida (80%) e
em menor nimero nas células serosas da glandula submandibular. As amilases séo
responsaveis pela hidrélise das ligaces glicosidicas a-1,4 existentes nas moléculas de
amido e noutros hidratos de carbono, tal como o glicogénio. Neste processo, 0 amido é
transformado em maltose, maltotriose e dextrinas. Para finalizar, as lipases provocam a
desagregacao molecular dos triglicerideos e sdo libertadas na saliva pelas células serosas
das glandulas parétida e de Von Ebner (De Almeida et al., 2008; Miles et al., 2004).

Nos humanos, a mastigacdo induz a secrecdo salivar através da ativacdo de
mecanorrecetores localizados no ligamento periodontal e propriocetores e/ou

nociceptores na mucosa oral (Dawes et al., 2015).

2.3. Funcdes da saliva néo correlacionadas com moléculas especificas
2.3.1. Humidade

Uma das principais fungdes das glandulas salivares é fornecer um fluxo continuo de saliva
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na cavidade oral para manter a mucosa humedecida, protegendo da abraséo e facilitando
a eliminacdo de microrganismos externos ao microbioma da mucosa oral (Dawes et al.,
2015).

2.3.2. Odor

O odor estimula a secrecdo de saliva pelas glandulas submandibulares (SMGs) e
sublinguais (SLGs), mas ndo estimula as glandulas parétidas (PGs). A taxa de secrecdo
salivar aumenta em resposta a alimentos ou odores relacionados ao sabor. Diferentes
odores relacionados ao sabor (doce, salgado e azedo) e odores relacionados a
macronutrientes (carboidratos, proteinas, gorduras e compostos de baixa caloria) induzem
um aumento semelhante na taxa de secrecdo salivar, porém, ndo afetam a viscosidade,
elasticidade, nem a atividade da a-amilase e lipase lingual. Esta combinacéo de estimulos
é essencial para aumentar a taxa de fluxo e a atividade das enzimas salivares, facilitando

a digestdo (Morquecho-Campos et al., 2019).

Os dados do proteoma salivar humano indicam que os estimulos mecanicos e gustativos
ndo alteram a concentracao total de proteinas, mas aumentam o seu volume e a quantidade
total. Salienta-se, ainda, que os estimulos de mastigacdo e gustativos podem ativar tanto
0 sistema nervoso parassimpatico quanto o sistema nervoso simpatico. Estes estimulos co
regulam os componentes e as concentracdes de proteinas nas glandulas salivares humanas
(Carreira et al., 2020).

A eficiéncia da degluticdo tem uma correlacdo positiva com o volume de matéria cinzenta
cerebral, no entanto, existe uma correlacdo negativa com a idade em idosos saudaveis
(52-82 anos, 28 mulheres) (Lin et al., 2019).

2.3.3. Sabor

Os sinais de reconhecimento dos sabores pelas papilas gustativas na boca, faringe e
laringe sdo transmitidos pelos nervos faciais, glossofaringeos e vagos, que terminam no
nacleo do trato solitario no tronco cerebral (Vincis & Fontanini, 2019). Morquecho-
Campos et al. (2019) utilizaram pistas multissensoriais - odor, odor + visdo, odor + viséo
+ sabor e odor + visdo + gosto + mastigagdo — com 0 objetivo de testar a resposta de

secrecdo da saliva. Os estimulos multissensoriais resultam em mudancas significativas na
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taxa de secrecdo salivar e nos seus componentes, dependendo de acordo com as

combinagOes das modalidades sensoriais testadas (Morquecho-Campos et al., 2019).

Os canais ionicos do recetor de potencial transitério (TRP) presentes nas células epiteliais
orais respondem a mudancas de temperatura, agentes irritantes (como capsaicina) e
agentes frios (como mentol). A capsaicina (um agonista TRPV1) também induz uma
maior taxa de secre¢do de IgA, com aumento da onda [} e da variabilidade da frequéncia
cardiaca no eletroencefalograma; o TRPV1 aumenta a taxa de secre¢do de IgA atraves do

sistema nervoso simpatico (Houghton et al., 2020).

No estudo de Houghton et al. (2020) foi demonstrado que 0s agonistas TRPV1 e 0s
agonistas TRPM8 também alteram os componentes da saliva e aumentam a producéo de
proteinas na saliva em toda a cavidade oral. Além disso, os agonistas TRPV1 induzem
uma resposta salivar aguda da cistatina S, melhorando a adesdo da mucosa. O agonista
TRPV1 cinamaldeido é mais eficaz do que o mentol, mas ndo pode induzir a secrecdo de
saliva, 0 que sugere que as respostas salivares sdao especificas para os agonistas TRP
(Houghton et al., 2020).

2.3.4. Clearence

As diferencas existentes nas taxas de remocao salivar de hidratos de carbono provenientes
dos alimentos, substancias acidas, microrganismos e agentes terapéuticos (por exemplo,
fldor) ajudam a explicar as varia¢fes na suscetibilidade a doencas entre individuos e em

diferentes areas dentro da prépria cavidade oral (Gao et al., 2016).

A cavidade oral é porta de entrada, diariamente, para uma grande variedade de
substancias, algumas das quais, como a sacarose ou acidos, representam uma ameaca a
salde oral. Outras substancias, tal como o fluor, podem atuar como agentes de defesa,

promovendo a higiene oral (Gao et al., 2016).

A saliva produzida, associada ao processo de degluticdo, reduz a concentracdo de
substancias exdgenas. Assim, a rapida remogéo salivar de substancias prejudiciais é
benéfica para a salde oral, no entanto, 0 mesmo acontece com substancias protetoras
(Andrea 2022).

Entre os varios modelos para explicar o mecanismo de remocdo salivar, 0 mais

amplamente utilizado é o modelo de Dawes, no qual o processo de degluticdo €
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comparado a acdo constante de um sifdo invertido, que descreve com grande precisdo a
remoc¢do de substancias, incluindo a sacarose, que nao se ligam as superficies orais.
Outros estudos indicaram que a remog&o pode ocorrer em dois estadios: um rapido atraves

do fluxo salivar e um mais lento através das areas de estagnacao (Andrea, 2022).

2.4. Disfuncdo e distarbios das glandulas salivares

As doencas sistémicas, como as infecGes, os distdrbios inflamatorios, as doengas
genéticas e as neoplasias, afetam a funcdo das estruturas presentes na cavidade oral
(Holmstrup et al., 2018; Ogle, 2020). A hipossalivacao corresponde a reducao da secrecao
salivar, enquanto a xerostomia é a sensacdo de boca seca associada a hipossalivacdo
(Kinane et al., 2017).

A sindrome de Sjogren (SS) é uma doenca autoimune bastante documentada, na qual as
glandulas exdcrinas sao afetadas principalmente pelo ressecamento oral, sendo a epitelite
autoimune a sua principal causa. As células epiteliais desempenham um papel central na
regulacdo das respostas autoimunes através da apresentacdo de antigénios. A acumulagéo
de células imunitarias regula a resposta imune local e estimula ainda mais as células
epiteliais, resultando num ciclo de interacdo entre estes dois tipos celulares. O epitélio
das glandulas salivares € prejudicado pela infiltracdo anormal de células B e T, e a
inflamacdo cronica secundéria leva a perda de fungdes fisioldgicas do epitélio (Brito-
Zeron et al., 2016).

As células Th17, que expressam IL-17 e o recetor de quimiocina 9+ /04p7-, promovem a
inflamacdo, disfuncdo e morte celular nas glandulas salivares de ratos NOD/ShiLtJ e em
pacientes com SS. Nestes ultimos, observam-se niveis séricos elevados de IgA e IL-17,
associados a niveis mais baixos de &cido retindico, alem do aumento de células
duplamente positivas para o recetor de quimiocina 9 e IL-17 em bidpsias das glandulas
salivares (Hwang et al., 2021). De acordo com Erbasan et al.(2016) a leptina aumenta as
funcbes fagociticas e induz a producgdo de citocinas pro-inflamatdrias, estimulando a
secrecdo de TNF- a e IL-2, o que evidencia a sua fungao na protecéo contra infegdes, no
entanto, a sua fungdo pro-inflamatdria aumenta o risco de doencgas autoimunes (Erbasan
etal., 2016).

Em pacientes com psoriase em placas, uma doenga cronica relacionada ao sistema

imunologico, observa-se perda na fungdo secretora das glandulas parotidas e
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submandibulares, reducdo na atividade da amilase salivar e na concentracdo total de
proteinas na saliva, além de niveis mais elevados de TNF-a, IL-2 e INF-y e mais baixos
de IL-10 (Skutnik-Radziszewska et al., 2020). O estado oxidante total salivar e o indice
de estado oxidativo podem ser biomarcadores com potencial de diagndstico para a

psoriase em placas (Skutnik-radziszewska et al., 2020).

2.5. Xerostomia

De acordo com Decani et al. (2012) a xerostomia afeta cerca de 1 a 29% da populacdo,
principalmente mulheres. Esta patologia também pode ser observada em pacientes
geriatricos e em individuos que fazem uso de certos medicamentos, bem como individuos
submetidos a radioterapia da regido da cabeca e pescoco ou afetados por condigdes

autoimunes, como foi referido anteriormente (Decani et al., 2012).

Os principiais sinais de xerostomia incluem a sensacdo de boca seca, problemas na
ingestdo de alimentos e ressecamento da mucosa oral e da pele. A avaliagdo desta
condigdo é baseada em entrevistas estruturadas e avaliacdo do volume salivar ndo
estimulado e estimulado. A xerostomia ndo tratada prejudica a qualidade de vida,

podendo em alguns casos, levar a depressdo (Decani et al., 2012).

2.5.1. Etiologia da xerostomia

A Xerostomia é uma sensacdo de boca seca, que pode ser acompanha por sinais de
hipossalivacdo. Esta condi¢do pode estas a sociada a diferentes causas: patoldgicas,

iatrogénicas, psicologicas, entre outras (Decani et al., 2012).

2.5.1.1. Causas patologicas

A causa patoldgica mais comum é a sindrome de Sjogren, que € uma doenca inflamatoria
cronica, caracterizada principalmente por uma infiltracdo linfocitaria focal nas glandulas
exocrinas (Lavoie et al., 2013). Esta sindrome pode ocorrer por via primaria ou
secundaria. A via primaria pode apresentar-se como Xerostomia e xeroftalmia, e a

secundaria, por sua vez, apresenta-se como uma doenca autoimune (Carda et al., 2006).

O lUpus eritematoso sistémico também pode estar associado a presenca de xerostomia.
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Esta patologia consiste na formacdo de imunocomplexos sollveis, compostos sobretudo

por imunoglobulinas IgG e IgM a nivel renal, pulmonar e articular.

Nos pacientes com diabetes mellitus tipos 1 e 2, também esta descrita uma percentagem
de casos com xerostomia. Foi efetuado um estudo onde foi encontrada uma variagcdo no
conteddo da saliva, em particular em paciente com diabete de tipo 1. As alteracdes
neuroldgicas e da microcirculagdo, caracteristicas do paciente diabético, podem estar na
origem da variagdo do fluxo e da composigéo salivar (Moore et al., 2001).

Por fim, existem também outras patologias associadas com a xerostomia: esclerodermia,
infecdo por HIV, artrite reumatoide, virus hepatite C (HCV), cirrose, fibrose cistica,

sarcoidose, doenca de Parkinson, aplasia, e virus linfocitos T (Decani et al., 2012).

2.5.1.2. Causas iatrogénicas

O tratamento com farmacos, a radioterapia e a quimioterapia sdo as principias causas da
xerostomia. A maior parte dos fa&rmacos apresenta a xerostomia como efeito adverso,
particularmente em pacientes idosos. Existem inumeros grupos farmacol6gicos
responsaveis pelo aparecimento de xerostomia, mas os anticolinérgicos parecem ser 0
grupo farmacoldgico mais frequentemente associado a esta patologia, uma vez que a
maior parte dos farmacos anticolinérgicos ndo tem seletividade para os recetores,

podendo afetar os recetores da secregéo salivar (Decani et al., 2012).

Os tumores de cabeca e pescoco podem ser tratados com a administracdo da radioterapia
e quimioterapia, sendo a xerostomia um dos efeitos adversos mais comuns. No caso da
radioterapia, a reducdo do fluxo salivar é uma consequéncia da destruicdo direta pela
radiacdo ionizante dos tecidos glandulares. Esse dano ocorre principalmente devido a
localizacdo superficial das glandulas salivares, que se encontram acima da massa
neoplasica durante a irradiacdo. Além disso, durante a quimioterapia, a presenca de
mucosite esta particularmente associada a reducdo da producdo salivar.(Decani et al.,
2012).

2.5.2. Tratamento oncoldgico e xerostemia

Segundo Nathan et al. (2023) aproximadamente 80% dos pacientes que estdo a realizar

radioterapia para tratamento de tumores na cabeca e pescoco apresentam sintomas de
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xerostomia. A sensacao subjetiva de boca seca resulta da reducéo da saliva ndo estimulada
pelas glandulas submandibulares. Ademais, as glandulas salivares menores produzem até
70% da mucina total secretada (Nathan et al., 2023).

Durante a primeira semana de radioterapia, ocorre uma diminuicdo do fluxo salivar de
50% a 60%. Apos 7 semanas de radioterapia convencional, o fluxo salivar das glandulas
afetadas diminui cerca de 20%. A fungdo salivar continua a diminuir até varios meses
apos a radioterapia. Embora ocorra alguma regeneracdo apos o tratamento, em certa
medida, a xerostomia acaba por se tornar crénica e permanece um desafio significativo
para a maioria dos sobreviventes de cancro de cabeca e pescoco. A qualidade de vida
nestes pacientes piora devido a producéo de saliva deficitaria e, consequentemente, ocorre
reducdo da capacidade gustativa e mastigacdo desconfortavel e/ou dolorosa (Nathan et
al., 2023).

A reducdo do fluxo salivar nos sobreviventes de cancro na cabeca e pescogo também
aumenta o risco de carie dentaria e fissuras na mucosa. Além da reducdo da qualidade de
vida, os pacientes com xerostomia induzida por radiacdo também podem deparar-se com
encargos economicos significativos devido a necessidade de tratamentos orais e
odontoldgicos e, possivelmente, colocacdo de préteses ou implantes, que sdo despesas

substanciais na maioria dos paises (Jha et al., 2012).

Portanto, dada a importancia do problema, foi realizada uma investigac&o clinica sobre
estratégias para reduzir a xerostomia em pacientes com HNC. Foram estudadas varias
medidas para prevencao e tratamento da xerostomia. Estas incluem medicamentos, como
pilocarpina, amifostina, estratégias ndo farmacoldgicas como acupuntura, estimulagédo
neural, oxigenoterapia hiperbarica e opcGes cirurgicas, como o transplante de glandulas
salivares (Nathan et al., 2023).

2.6. Tratamento da xerostomia

O tratamento da xerostomia € complicado na medida em que tém de se tratar varias fontes.
Além da terapia para estimulagdo do fluxo salivar, € muito importante educar o paciente
para a modificacdo de habitos como o consumo de agucares e bebidas com gas. Também
0 consumo de tabaco e cannabis tém influéncia negativa sobre o fluxo salivar (Diaz-
Arnold & Marek, 2002). O tratamento da xerostomia tem como objetivo o controlo da

sintomatologia, a saliva artificial, por exemplo, é atil no tratamento da hipossalivacao,
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embora ndo aumentem a producdo de fluxo salivar (Napefias et al., 2009). Por
consequéncia, independentemente das causas, 0 tratamento da Xxerostomia ndo é
definitivo, além dos efeitos secundérios inerentes a utilizacdo destes farmacos (Riley et
al., 2017).

Por outro lado, o beneficio dos tratamentos topicos, substitutos salivares, de formulacao
quimica, por vezes com adi¢cdo de mucinas animais, parece limitado (Furness et al., 2013).
Recentemente, a utilizacdo da coenzima Q10 (CoQ10), demostrou melhorar a
sintomatologia da boca seca nos pacientes com sindome de Sjogren (Ushikoshi-
Nakayama et al., 2019). Esta coenzima é essencial na cadeia energética de ATP, na
mitocdndria, ¢ fundamental para a contracdo muscular e possui um elevado poder
antioxidante (Crane, 2001; Turunen et al., 2004). A administragdo de substancias
antagonistas do stresse oxidativo, tais como as vitaminas E e C, promove 0 aumento direto
e indireto dos niveis da coenzima CoQ10, demonstrando ser um tratamento

potencialmente eficaz na regressao da xerostomia (Ushikoshi-Nakayama et al., 2019).

2.7. Saliva artificial

O principal medicamento na atenuacdo da xerostomia € a saliva artificial, que permite
uma melhoria na qualidade de vita do paciente, prevenindo algumas complicagdes orais,

na auséncia ou diminuic¢do da producéo de saliva (Lysik et al., 2019).

A saliva artificial com a capacidade de humidificar a cavidade oral comprova ser muito
util na reducéo dos sintomas da xerostomia. Por isso, 0s equivalentes da saliva constituem
uma importante funcdo na manutencdo oral. A prevencdo do aparecimento e
desenvolvimento da erosdo dentaria € uma das principais funcfes da saliva artificial
(Smith et al., 2001).

2.7.1. Composicao saliva artificial

Um dos principais componentes da saliva artificial é a agua, associada a sais minerais
(que encontramos na cavidade oral) como fosfato e céalcio. Uma das fungdes do calcio e
do fosfato é a regulagdo do pH, importante no equilibrio entre desmineralizagdo e

remineralizacdo dentéria (Silvestre et al., 2009).

Atualmente, podemos encontrar comercializadas, mais do que um tipo de saliva,
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principalmente constituidas com mucinas de origem animal, concedendo-lhes uma
viscosidade muito semelhante a saliva natural (Alpoz et al., 2008; Diaz-Arnold & Marek,
2002). Uma alternativa & mucina é um derivado da carbometilcelulose, mas muitos
estudos afirmam que a mucina tem uma funcéo de lubrificacdo e hidratacdo maior (Alves
et al., 2004; Preetha & Banerjee, 2005).

A funcdo antimicrobiana é uma das principais funcdes da saliva natural, por isso foi
imprescindivel adicionar a saliva artificial enzimas como: lactoferrina, lactoperoxidase e
lisozima, juntamente com o0s seus substratos (perdxido de hidrogénio e tiocianato.). Em

conjunto, estas enzimas formam a primeira defesa significativa contra bactérias.

A lisozima e lactoferrina sdo as principais enzimas que encontramos nas salivas artificial
comerciais, como Biotene, BioXtra e Zedium, sendo ambas as enzimas extraidas do
colostro bovino. A lactoperoxidase € outra enzima encontrada comumente nas salivas
comerciais. Sdo utilizadas estas enzimas enzimas de origem animal, uma vez que Sao mais

semelhantes as enzimas humanas presentes na saliva natural (Tenovuo, 2002).

Além disso, de forma a ser mais agradavel a utilizacdo pelos pacientes sdo utilizados
acucares como xilitiol ou sorbitol (Diaz-Arnold & Marek, 2002). Por outro lado, algumas
marcas de saliva artificial contém lima na sua composicéo, 0 pode ser causa de erosao na
cavidade oral (Alpoz et al., 2008). De modo a manter a regulacdo do pH que promove a
mineralizacdo dentaria contra a demineralizagdo causado por hipossalivacdo, é crucial
incluir célcio e fosfato na formula das salivas artificiais (Alp6z et al., 2008; Tschoppe et
al., 2011).

Foglio-Bonda et al. (2022) analisaram doze solucbes de saliva artificial liquida
comercialmente disponiveis. Analisaram a viscosidade cinematica (cSt), a viscosidade
dindmica (mPas), o pH a temperatura ambiente, e a fibrosidade (de Spinnbarkeit). Foi
observada uma correlacdo quase linear entre viscosidade cinematica e Spinnbarkeit dos
substitutos de saliva avaliados, tornando muito dificil realizar saliva de forma artificial,
dado a composicao quimica e fisica unicas e complexas da saliva natural (Foglio-Bonda
etal., 2022).

2.7.1.1. Mucinas

As mucinas sao glicoproteinas de peso molecular elevado, com uma estrutura longa que
contribuem significativamente para o comportamento viscoeldstico da saliva. Estas

possuem uma estrutura comum que inclui um nucleo peptidico (apomucina) enriquecido
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com residuos de serina, treonina e prolina, e cadeias laterais de hidratos de carbono
(oligossacarideos ou glicanos) que sdo ligadas atraveés de uma ligacdo O-glicosidica a
treonina ou serina. Os O-glicanos das mucinas salivares humanas podem conter galactose
(Gal), fucose (Fuc), N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-acetilglicosamina (GIcNAc) e
acidos sialicos (SA) (Andrea, 2022).

Estudos das mucinas produzidas pelas glandulas submandibulares em diferentes espécies
tém consistentemente indicado a presenca de dois tipos de mucinas, uma de peso
molecular mais baixo (aproximadamente 250 kDa), MUC7, anteriormente conhecida
como MUC2, composta por uma unica subunidade com cerca de 170 glicanos, nédo
formando gel e uma de peso molecular mais alto (aproximadamente 1x106 kDa), a
MUCS5B, anteriormente conhecida como MG1, composta por multiplas subunidades com
cerca de 300 glicanos no total, formando gel (Andrea, 2022).

2.7.1.2. Lactoferrina

Segundo Dawes (2012) a lactoferrina, com peso molecular de 80 kDa, é uma
glicoproteina ndo enzimatica produzida pelas glandulas salivares maiores e menores. Os
leucdcitos na cavidade oral também tém a capacidade de libertar lactoferrina na saliva. A
sua atividade bioldgica é atribuida a alta afinidade pelo ferro (Fe3+; com dois sitios de
ligacdo), captando o ferro necessario ao crescimento de microrganismos patogenicos.
Além, disso na forma sem ferro (apo-lactoferrina), apresenta um efeito bactericida
irreversivel em varias bactérias orais, através da ligacdo direta da apo-lactoferrina as
bactérias. Além disso, fragmentos peptidicos derivados da lactoferrina inibem a adesdo
do Streptococcus mutans a hidroxiapatita. Durante a digestéao, € provavel que os dominios
de lactoferricina, com atividade antimicrobiana, derivados da lactoferrina sejam
libertados no trato gastrointestinal, o que é sugestivo do papel das proteinas salivares na
protecdo do trato gastrointestinal superior. Além das propriedades bacteriostaticas e
bactericidas, a lactoferrina também demonstra atividade fungicida, antiviral e anti-

inflamatdria (Dawes, 2012).

2.8. Saliva natural vs saliva artificial

A saliva ndo possui apenas funcdo de lubrificagcdo, mas exercita numerosas fun¢ées como

amanutencéo e protecdo da mucosa e controlo da remineralizacdo dentaria. Considerando
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a natureza complexa da saliva natural, a sua producdo em laboratério é dificil da realizar
(Preetha & Banerjee, 2005).

A saliva artificial necessita de ter as seguintes caracteristicas: uma longa duracao,
capacidade de lubrificar tecidos moles com conseguinte protecao contra agdes mecanicas
e quimicas, impedir o crescimento bacteriano na cavidade oral. No entanto, ainda nao foi

constituida uma saliva artificial com todas estas funcées (Diaz-Arnold & Marek, 2002).

Um estudo realizado em 2005, analisou como as salivas artificiais (Saliveze e Xialine)
tem uma tensdo superficial (5 nm) superior a tensdo da saliva natural. Este € um
importante aspeto negativo para as salivas artificiais, uma vez que para ter uma
lubrificacdo ideal a tensdo superficial tem de ser menor, com uma tenséo assim alta a
saliva ndo pode lubrificar e fazer uma dispersdo uniforme na cavida oral (Preetha &
Banerjee, 2005).

Outras desvantagens da saliva artificial, sdo a curta duracdo e o sabor pouco agradavel.
Muitos pacientes reatam vOmitos e nauseas, ap6s a utilizacdo de algumas salivas
artificias. Um estudo observou que algumas salivas com pH baixo e sem flior contribuem
significativamente para a desmineralizacao dentéria (Loo et al., 2010; Tenovuo, 2002). O
custo elevado associado a utilizacdo de salivas artificiais € também uma desvantagem
significativa, uma vez que a maioria dos pacientes com xerostomia ndo tem capacidade

econdmica (Alves et al., 2004).

2.9. Impacto dos componentes da saliva nas vias de inflamacéao

A saliva contém diversas proteinas importantes para o desenvolvimento dos processos da
inflamacéo e na sua prevencdo. A relagdo entre infecdes orais e inflamagé&o e o fluxo de
determinadas proteinas, é¢ um aspeto fundamental do fluxo salivar. O trabalho laboratorial
realizado por Orzechowska-Wylegata et al. (2024), com o objetivo de compreender de
que forma as citocinas presentes na saliva podem ser biomarcadores de infecdes
odontogeénicas orais e faciais em criancas, permitiu concluir que a interleucina-10 (IL-
10), a interleucina-17 (IL-17) e eotaxina podem ser utilizadas como potencias

biomarcadores para a inflamagéo oral em criancas (Orzechowska-Wylegata et al., 2024).

Num outro estudo, realizado pela professora Miller (2021), foi demonstrada a viabilidade
da avaliacdo de interleucina-1B (IL-1B) e do recetor antagonista da interleucina-1 (IL-

1ra) em amostras salivares de criangas, como representativas de processos pro e anti-
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inflamatdrios. Os autores concluiram que a IL-1B e IL-1ra sdo biomarcadores uteis na

funcdo imunoldgica em recém-nascidos (Miller, 2021).

Segundo Cvikl et al. (2015) a saliva estéril pode provocar uma resposta inflamatéria
aumentada em fibroblastos orais envolvendo a via de sinalizacdo da proteina quinase

ativada por mitogénio (Cvikl et al., 2015).

Muiller et al. (2016) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar de que forma a saliva
artificial pode contribuir para a cicatrizagéo de feridas orais. O estudo ndo confirmou se
a saliva artificial modifica a cicatrizacdo de ferida orais, mas demonstrou que a saliva
artificial (Orthana) aumenta a expressdo de interleucinas, como a IL-8. No entanto, o
mecanismo responsavel pela resposta celular da saliva artificial ainda néo € claro (Muller
et al., 2016).

Ainda, segundo Malpass et al. (2013), a saliva artificial altera a expressdo de algumas
citocinas pré-inflamatorias, demonstrando que a-amilase € responsavel por esta resposta

inflamatoria (Malpass et al., 2013)

Adicionalmente, a interleucina-6 (IL-6), uma citocina pro-inflamatéria com papel
importante em varios mecanismos reguladores de carcinogénese, demonstrou valores de
expressao elevados na saliva, em pacientes com tumores de cabeca e pescoco, estando
relacionada ao desenvolvimento de tumores e & respetiva baixa sobrevida (Uz &
Eskiizmir, 2021).

2.9.1. Interleucinas salivares

As citocinas constituem um meio de comunicagdo do sistema imunitario e sdo libertadas
quando estimulada a sua producdo. A sua concentracdo na saliva € importante para
determinar o estado de inflamacdo (De Simone et al.,, 2015). As citocinas mais

frequentemente encontradas na saliva sdo:

o TNF a (Tumor Necrosis Factor Alfa): relacionada com a inflamacéo sistémica,

mais envolvidas nas articulagcdes e mucosa intestinal (De Simone et al., 2015).

o IL 1 (Interleukinl alfa e beta): Defesa do organismo contra as infegdes da

natureza bacteriana (Buckley et al., 2018).

o IL2 (Interleukin 2): Importante acéo antiviral, estimuladora da melatonina (Yuan
etal., 2022).
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O

IL4 (Interleukin 4): Estimula a producdo de anticorpos IgE, importante em

infecBes parasitérias (lwaszko et al., 2021).

o IL6 (Interleukin 6): Citocina inflamatoria, que pode estar envolvida no aumento
de peso (De Simone et al., 2015).

o IL8 (Interleukin 8): Sinalizacdo inflamatoria, envolvida no recrutamento dos

neutrofilos e na ativacdo dos neutrofilos durante a resposta inflamatoria.

o IL17a(interleukin 17): Uma citocina pré-inflamatdria produzida principalmente
por células T helper tipo 17. Desempenha um papel vital na regulacéo da resposta
do sistema imunitario contra varios agentes patogénicos, incluindo virus (Sahu et
al., 2021).

2.10. Vias de sinalizacao celular na carcinogénese

A ativacdo do fator de crescimento epidérmico (EGFR), resulta na ativacdo de vias de
sinalizagé@o celulares subsequentes, envolvidas na promocao da proliferacdo celular e
resisténcia a apoptose, tornando-o um excelente alvo de estudo no contexto de
carcinogenese. A ativacdo do EGFR pelo EGF leva a progressdo do ciclo celular de G1
para S através das vias de sinalizacdo RAS-RAF-MEK-ERK e PI3K-AKT-mTOR (Wee
P., etal.,2017).

Na via RAS-RAF-MEK-ERK, o RAS ativado recruta e ativa 0 RAF-1, desencadeando a
ativacdo sequencial de MEK1/2 e ERK1/2, promovendo respostas celulares diversas,

incluindo crescimento e proliferacdo das células (Wee P., et al.,2017).

Na via PIBK-AKT-mTOR, o PI3K ativa a AKT, que fosforila vérias proteinas,
promovendo a sobrevivéncia celular e crescimento, além de ativar o mTOR, que regula a
sintese proteica e o crescimento celular. A via PI3BK-AKT-mTOR é essencial na regulacédo
do metabolismo celular, encontrando-se frequentemente hiperativada em cancro, sendo

um alvo importante para terapias (Wee P., et al.,2017).

Na Figura 1 estdo representadas as vias de sinalizacdo oncogénicas RAF/MEK/ERK e
PI3K/PDK1/AKT lideradas por KRAS no cancro do pancreas. A ativacdo oncogénica do
KRAS por mutacdo, ativa a via PI3K-PDK1-AKT para impulsionar o inicio, a progressao
e amanutencéo do cancro. Além disso, 0 KRAS ativado sinaliza por meio da via canonica

da proteina quinase ativada por mitogénio a via RAF-MEK1/2-ERK1/2. A atividade do
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KRAS é amplificada pela ativacdo com feedback positivo do EGFR e, possivelmente, por
outros recetores de tirosina-cinase (RTK) ativados por estimulos autdcrinos e paracrinos.
Existem circuitos de feedback negativo e sinalizacdo cruzada inibitéria e ativadora em
diversos niveis, resumidos na Figura 1 (Eser et al., 2014).

Figura 1l

Vias de sinalizagdo oncogénicas RAF/MEK/ERK e PI3K/PDK1/AKT lideradas por KRAS no cancro do
pancreas.
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A sinalizag@o pro-tumorigénica esta representada pelas setas verdes; as vias anti-tumorais inibitérias estdo
demonstradas como linhas continuas seguidas por uma linha vertical em vermelho. As setas vermelhas
indicam a ativacdo dos circuitos de feedback anti-tumoral. O asterisco (KRAS*) representa a ativacdo
mutacional do KRAS Adaptado de (Eser et al., 2014).
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3. TRABALHO EXPERIMENTAL

3.1. Objetivos

A Xerostomia é uma sensacdo de boca seca que pode ser acompanha de sinais de
hipossalivacéo. Esta pode ocorrer diretamente devido a uma patologia, no entanto, muitas
vezes, resulta do tratamento com farmacos, radioterapia ou quimioterapia (Napefas et al.,
2009). A saliva artificial € comumente utilizada no tratamento da xerostomia, no entanto,
este torna-se extremamente dificil, uma vez que a saliva natural possui uma mistura
complexa, dificil de replicar artificialmente (Preetha & Banerjee, 2005). Varios estudos
tém demonstrado que a resposta celular a saliva € complexa, envolvendo alteracdo na
expressdo de genes envolvidos em vias de sinalizacdo de inflamacéo, proliferacéo e
sobrevivéncia celular. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de uma
marca de saliva artificial (Elgydium Clinic, Xeroleave Spray, Pierre Fabre) na viabilidade
e migracdo de uma linha celular tumoral (Panc-1) e uma ndo tumoral ("TERT-HPNE), e
compreender a sua influéncia na expressdo de genes envolvidos nas principais vias de
sinalizacdo celular. Para atingir os objetivos propostos, realizaram-se ensaios de
viabilidade, pelo método de MTT (brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-
difeniltetrazélio), a migracdo foi avaliada pelo método de Injury, tendo-se procedido a

extracdo de RNA para posterior avaliacdo da expressdo génica por RT-gPCR.

3.2. Linha celulares

As linhas celulares selecionadas foram a hTERT-HPNE (linha celular epitelial isolada do
pancreas humano) (Figura 2) e a PANC-1 (linha celular isolada de adenocarcinoma
humano) (Figura 3). Ambas as linhas celulares foram cultivadas em meio basal (MB),
que é constituido por meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) contendo
10% de Soro Fetal Bovino (FBS) e penicilina (10 Ul/mL). As células foram sempre
mantidas numa atmosfera himida a 37°C e 5% de CO2. Ap0s a cultura das celulas, foram
realizados ensaios de citotoxicidade (MTT), migragdo celular (Injury) e expressao
génetica (RT-gPCR).
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Figura 2
hTERT-HPNE (linha celular epitelial isolada do pancreas humano)

Figura 3

PANC-1 (linha celular isolada de adenocarcinoma humano)

Kk
4

3.3. Contagem de células

As células foram mantidas em cultura e subcultivadas, até ter o ndmero de células
necessarias a realizacdo dos ensaios. Primeiramente, foi necessario remover o meio de
cultura da placa, lavando-se as células delicadamente com PBS (phosphate buffered
saline) 0,01 M estéril. Posteriormente, adicionou-se 1mL de solucdo de Tripsina-EDTA
0,25% (Thermo Fisher), incubando na estufa a 37°C e 5% CO. durante aproximadamente
5 minutos para promover a libertacdo das células. De seguida, a solucdo de Tripsina foi
neutralizada com a adicdo de 1 mL de meio DMEM + FBS. As células foram
homogeneizadas gentilmente e foi utilizado 10 pL da suspenséo total para a contagem.
Para tal, adicionou-se a este volume 10 pL de azul de tripano (Synth) e a mistura foi

depositada gentilmente sob uma Camara de Neubauer para contagem.

22



Avaliar o efeito da saliva artificial em linhas celulares tumorais e ndo tumorais

Para calcular o numero de células, foi aplicada a seguinte formula:

N° de células/mL= N° total de células contadas / N° de quadrantes contados X Fator de

diluicdo X 10.000, sendo que o fator de dilui¢do é igual a 2.

Para o ensaio MTT, as células foram semeadas em placas de 96 pocos com uma
concentragio de 1 X 10° células/mL. Ja para o ensaio de migragdo as células foram
semeadas em placas de 6 pogos com uma concentragdo de 5 X 10° células/ml. A extracio
de RNA foi efetuada a partir das placas de 6 pogos usadas no ensaio de migragéo celular.
Apds semeadas nas placas de ensaio, as células permaneceram em cultura durante 24
horas em meio DMEM +10% FBS.

3.4. Tratamento com saliva artificial

Os ensaios foram realizados com a saliva artificial EIgydium Clinic, Xeroleave Spray,
Pierre Fabre (Figura 4), tendo sido efetuadas 8 diluicdes, em meio de cultura (DMEM)
sem FBS, que se encontram resumidas na Tabela 1. Foram aplicados 0S mesmos
tratamentos nas linhas tumoral e ndo tumoral. Meio DMEM sem FBS foi utilizado como

controlo negativo (CN) do ensaio.

Figura 4
Saliva artificial ELGYDIUM CLINIC, Xeroleave Spray, Pierre Fabre
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Tabela 1

Diluices realizadas a partir de saliva artificial concentrada.

Diluicao Volume (uL) Meio Basal sem FBS (uL)

10x 300 (Solucéo concentrada) 1700

2X 2000 (Solucdo concentrada) 2000

4x 4000 (Solucdo Diluida 2x) 4000

8x 4000 (Solucéo Diluida 4x) 4000

16X 4000 (Solucdo Diluida 8x) 4000

32X 4000 (Solugdo Diluida 16x) 4000

64X 4000 (Solucdo Diluida 32x) 4000
128X 4000 (Solucgdo Diluida 64x) 4000
256X 4000 (Solucdo Diluida 128x) 4000

3.5. Ensaio de citotoxicidade (MTT)

A citotoxicidade é descrita como o impacto de um composto quimico (uma molécula),
fendmeno fisico (variacdo de temperatura, radiacdo ou ondas eletromagnéticas) ou agente
bioldgico (bactéria) capaz de provocar danos numa célula. O composto que provoca danos

na célula é, tipicamente, referido como substancia citotdxica (Pithon et al., 2017).

O MTT (brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5- difeniltetrazolio), é um método
colorimétrico, que permite avaliar a viabilidade celular, através da funcéo da mitocondria.
O MTT, que inicialmente apresenta cor amarela, € reduzido pela enzima succinato
desidrogenase presente na mitocéndria de células viaveis, originando formazano, um
composto violeta e insolivel em agua. O dimetilsulfoxido (DMSO), solvente organico,
dissolve o formazano, ficando violeta. A intensidade da coloragéo, vai ser proporcional
a quantidade de formazano, que por sua vez reflete a quantidade de células viaveis
(Mosmann, 1983).

Apo6s 24 horas em contacto com os tratamentos, retirou-se o tratamento e adicionou-se
100 pL de solugdo MTT [3-(4,5-dimetiliaziol-2-il) -2,5-brometo de difeniletrazolio] a 0,5
mg/ml. O ensaio foi realizado de acordo com as instru¢cdes do fabricante, com uma
incubacéo a 37°C e 5% CO», durante 2 horas. Apos 2 horas, o reagente MTT foi recolhido
e adicionado 100 uL de DMSO (dimetilsulfoxido). A absorbancia foi lida num leitor de
microplacas (Varioskan, Thermofisher) a 570nm. Os resultados foram realizados em

triplicados e normalizados para o controlo (Meio DMEM sem FBS) considerando 100%.
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3.6. Ensaio de migracao celular

As células (Panc-1 e hTERT-HPNE), semeadas em placas de 6 pogos a concentragao de
5x10° células/ml, foram incubadas a 37°C com 5% de CO, em meio DMEM com 10%
FBS, até atingirem a confluéncia de 80%. Apos esse periodo de incubacdo, o meio foi
removido, e foi realizada uma raspagem mecanica vertical. A area raspada foi, entdo,
lavada com uma solugdo tampdo PBS a 1%. Em seguida, foi adicionado 1 ml da saliva
artificial a diferentes contragdes, como previamente descrito. Foram efetuadas 3
fotografias em cada po¢o no tempo 0 e ap06s 24 horas da adicdo de cada tratamento para
avaliar a area de migracdo. A taxa de migracao foi calculada medindo a area do rasgo
com recurso ao software Image J (Institutos Nacionais de Saude dos EUA, Bethesda).

Este é um teste que permite avaliar a capacidade de migracéo celular.

3.7. Extracdo de RNA

O RNA foi extraido a partir de células semeadas em placas de 6 pocos na concentragdo
de 5 X 10° células/ml. O contetido celular foi homogeneizado com NZYOL (NZYtech)
de acordo com as instrugcdes do fabricante. O RNA total foi separado do conteddo de
DNA e proteina com cloroférmio e precipitado com isopropanol. O sedimento de RNA
foi, entdo, lavado com etanol a 75% e eluido em 4gua DEPC. A qualidade e a quantidade
do RNA foram medidas em espetrofotometro nanodrop (Varioskan, ThermoFisher). A
relacdo abs 260/280 (>1,7 e <2,1) foi medida para verificar a pureza do RNA, ou seja,

existéncia ou ndo de contaminacao por proteinas ou DNA.

3.8. Sintese de cDNA

A conversdao do RNA extraido em cDNA foi realizada com o gScript cDNA Synthesis
KIT (QuantaBio, EUA), de acordo com as instruc@es do fabricante. Dos 20 pL de volume
total, 15 pL correspondem a mistura de reagdo com a enzima transcriptase reversa (RT)
e 5 uL ao RNA. A reacéo ocorreu no termociclador (BioRad) com as seguintes instrucdes:
ativacdo da enzima a 22°C, 5 minutos; a¢do da enzima a 42° C, 30 min e, inativagdo da
enzima, 85° C, 5 min. A qualidade e a quantidade do cDNA foram medidas em
espetrofotdmetro nanodrop (Varioskan, ThermoFisher). A concentracdo de cDNA foi

normalizada, em todas as amostras, a 100 ng/uL.
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3.9. PCR em tempo-real quantitativo (QPCR)

A expressdo génica foi avaliada por PCR em Tempo Real quantitativo (QPCR), a partir
de cDNA, utilizando 0 NZYSupreme qPCR Green Master Mix (2x) (NZYtech, Lisboa).
A sequéncia dos primers utilizados encontram-se sumarizados na Tabela 2. A reacgéo de
PCR ocorreu de acordo com as especificagdes do fabricante, tendo sido adicionados 10
pL de NZY Supreme qPCR Green Master Mix (2x), 0,8uL de primer Forward (400 nM),
0,8pL de primer reverse (400 nM), 4 uL de cDNA (100ng/ pL), perfazendo o volume de
20 pL com agua DEPC. As condigdes de PCR utilizadas foram: desnaturacéo a 95 °C
durante 2 min, 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 5 seg, annealing e extencao a
60°C durante 20 seg. A quantificacdo da expressdo de mMRNA foi calculada pelo método
do 222Ct(Ct é Cycling Threshold), com o gene 18S como gene de referéncia.

Tabela 2

Lista de primers.

Tamanho do
Gene Sequéncia (5°-37) fragmento
(bp)
EGER Fw GTGGTGACAGATCACGGCT 97
Rw GCCCTTCGCACTTCTTACAC
PI3K Fw TGC ATT GTT TTG CAC CCC AAA 86
Rw TAGTGC CTG AGCCTCATCTA
mTOR Fw TTG GCT GTG CCAGGAACATA 95
Rw GGCCTCTGC TTG GAT GTG AT
KRAS Fw TCG ACA CAG CAG GTC AAG AG 73
Rw CAA AGA AAG CCCTCCCCAGT
PTEN Fw TCC ATC CTG CAG AAG AAG CC 88
Rw CTGTCATGT CTGGGAGCCTG
185 Fw ACC GCA GCT AGG AAT AAT GGA 63
Rw GCCTCAGTT CCG AAAACCA

3.10. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada através da comparacdo dos resultados do grupo de
controlo com os grupos de tratamento utilizando a analise de variancia de um fator
(ANOVA) com comparagfes multiplas e o teste de Dunnet. Para isso, foi utilizado o
sofwtare GraphPadPrism 8.0.1 (GraphPadSoftware, San Diego, EUA). Por fim, foi
selecionado um intervalo de confianca de 95% (95% Cl), e aplicou-se a todas as analises

estatisticas um nivel de significancia de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Citotoxicidade da saliva artificial (MTT)

Na Figura 5 esté representada a influencia na viabilidade celular das diferentes dilui¢cGes
da saliva artificial nas linhas celulares tumoral e ndo tumoral. Em ambas as linhas
celulares, as diluicdes 4x, 8x e 10x mostraram uma reducdo na viabilidade celular
significativa (p<0,0001), assim como a diluicdo de 16x (p<0,001), sugerindo elevada
citotoxicidade da saliva artificial, nas linhas celulares em estudo. Por outro lado, as
diluicBes 32x e superiores (64x, 128x, 256x) ndo mostraram uma alteragdo na viabilidade
celular significativa. De uma forma geral, a linha celular tumoral (Panc-1) apresenta uma
menor viabilidade celular em comparacdo a linha ndo tumoral (RTERT-HPNE) nas

mesmas dilui¢des, embora sem significancia estatistica.

Figura 5

Viabilidade celular nas linhas celulares hTERT-HPNE e Panc-1, em contacto com diferentes dilui¢des de
saliva artificial. Ensaio realizado em triplicado, 24H apds o tratamento. ****p<0,0001, ***p<0,001.
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4.2. Migracao celular (injury)

As diluicOes de saliva artificial que ndo demonstraram citotoxicidade nas linhas celulares
em estudo prosseguiram para a avaliagdo do seu efeito na migracédo celular. Na Figura 6
estd representada a influencia na migracdo celular das diferentes diluicbes da saliva

artificial. Na linha celular nTERT-HPNE, a diluicdo 32x demonstrou uma diminuicao

27



Avaliar o efeito da saliva artificial em linhas celulares tumorais e ndo tumorais

significativa na migracao celular (p<0,001), por outro lado, as restantes dilui¢des em

estudo ndo demonstram alteracéo significativa na capacidade de migragéo celular.

Na linha celular Panc-1, nenhuma das diluigfes testadas demonstrou alterar
significativamente a capacidade de migracdo celular, embora a diluicdo 32x, a

semelhanca da linha ndo tumoral, mostre uma tendéncia para diminuir a migracao celular.

Figura 6

Migracéo celular nas linhas celulares hnTERT-HPNE e Panc-1, em contacto com diferentes diluicGes de
saliva artificial. Ensaio realizado em triplicado, 24H apds o tratamento. **p<0,01.
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4.3. Niveis de expressdo génica

Foi avaliado o nivel de expressdo génica dos genes EGFR (Recetor do fator de
crescimento epidérmico), KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), PTEN
(phosphatase and tensin homolog), mTOR (mechanistic target of rapamycin kinase) e
PI3K (Phosphoinositide 3-kinase), tendo sido utilizado o gene constitutivo 18S como
gene de referéncia, na dilui¢do de 32x da saliva artificial, uma vez que foi a concentracéo
gue demonstrou menor citotoxicidade nas células ndo tumorais e, simultaneamente,

diminui a capacidade de migracdo em ambas as linhas celulares.

Na linha celular ndo tumoral hnTERT-HPNE, ndo se observaram alteracGes significativas
na expressdo do gene EGFR entre o controlo negativo (CN) e a condicdo tratada com

saliva artificial diluida 32x. Em contraste, na linha celular tumoral Panc-1, a expressao
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deste gene aumentou significativamente na presenca de saliva artificial diluida 32x,
indicando uma elevada expressao do recetor promovida pela saliva nas células tumorais
(Figura 7 - A). Quanto ao gene KRAS, na linha celular ndo tumoral observou-se uma
diminuicdo estatisticamente significativa da sua expressdo na presenca de saliva em
comparacdo com o CN. Pelo contrario, na linha celular tumoral, a expressdo do gene
KRAS foi significativamente maior na presenca de saliva, sugerindo que a saliva artificial

pode promover a ativacdo da expressdo deste gene nas células tumorais (Figura 7 — B).

Figura 7

Expressao relativa dos genes EGFR (A), KRAS (B), mTOR (C), PIK (D) e PTEN (E), nas linhas celular
ndo tumoral (hTERT-HPNE) e tumoral (Panc-1), ap0s exposicdo a saliva artificial diluida 32x, em
comparagdo com o controlo negativo (CN). p<0,05; **p<0,01; *p<0,001; ***p<0,0001
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Na presenca de saliva artificial diluida 32x observou-se um aumento estatisticamente
significativo na expressdo do gene mTOR em ambas as linhas tumorais. Por outro lado,

a expressdo do gene PI3K ndo sofreu alteracdes significativas na linha ndo tumoral na
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presenca de saliva em comparagdo com o CN, enquanto demonstrou um aumento
significativo na linha tumoral, demonstrando uma ativagéo da via PI3K-AKT no tumor,

em resposta a saliva artificial.

Por fim, a saliva artificial diluida 32x ndo influenciou significativamente a expressdo do
gene supressor tumoral PTEN na linha hTERT-HPNE, tendo aumentado
significativamente a sua expressao na linha celular tumoral, o que pode indicar uma

resposta compensatoria para regular a sinalizacao celular.

Assim, estes resultados demonstram que a saliva artificial tem um impacto significativo
na expressdo de genes associados a proliferacéo e sobrevivéncia celular, especialmente
na linha celular tumoral em estudo. Em contraste, a linha celular ndo tumoral foi menos
influenciada pela presenca de saliva, indicando uma resposta diferencial a saliva artificial

entre as células tumorais e ndo tumorais.
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5. DISCUSSAO

Atualmente, as funcGes fisioldgicas da saliva e as opcOes terapéuticas para lidar com
alteracOes na sua producao continuam a ser temas relevantes de discusséo na comunidade
cientifica. Muitos médicos dentistas mostram-se céticos quanto ao uso de medicamentos
semelhantes a saliva, subestimando a sua importancia. No entanto, a evidéncia cientifica
baseada em revisdes de literatura sugere que os substitutos de saliva podem trazer

beneficios significativos para a satde oral (Diaz-Arnold & Marek, 2002).

De acordo com Andrea (2022), a saliva desempenha um papel crucial no processamento
dos alimentos que ingerimos. Além disso, o aparelho digestivo realiza multiplas funcoes,
incluindo atividade imunoldgica e protecdo contra agentes patogénicos (bactérias e outros
microrganismos nocivos). A saliva contém proteinas com fungdes especificas, como
mucinas, imunoglobulinas, enzimas e produtos nitrogenados, cuja auséncia pode levar a
patologias e complicagdes graves ao longo do sistema digestivo, desde a cavidade oral

até ao trato gastrointestinal (Andrea, 2022).

Diaz Arnold & Marek (2002) concluiram que a diminuicdo qualitativa e quantitativa da
saliva aumenta a incidéncia de patologias orais, como caries, candidiase oral, glossodinia,
disartria e dismasesia. A xerostomia é a principal causa da boca seca, sendo uma condicao
frequente e subestimada. Segundo o Prof. Silvio Abati, embora ainda ndo exista um
tratamento eficaz para a xerostomia, o objetivo principal é melhorar os aspetos funcionais,
como o conforto e as fungdes orais do paciente. Diversos tratamentos, incluindo géis e
liquidos viscosos, estdo disponiveis no mercado para aliviar rapidamente a sensacédo de
boca seca (Diaz-Arnold & Marek, 2002). Cada paciente deve usar um tipo de saliva
artificial especifico, com base na sua condicdo clinica e nas suas necessidades, conforme
afirma o Prof. Silvio Abati. No entanto, ainda é necessaria mais investigacdo para
desenvolver saliva artificial que seja mais universal e semelhante a natural, considerando

0s possiveis efeitos iatrogénicos (Abati et al., 2011).

A radioterapia € uma das principais causas de xerostomia sendo, por isso, importante
entender de que forma a saliva artificial pode afetar os tecidos, especialmente o0s
submetidos a potenciais danos causados pela radioterapia. A radioterapia convencional
pode causar hipossalivacdo, um efeito secundario comum, em comparagdo com a

radioterapia modulada de intensidade reduzida (Figini, 2017). Uma alternativa emergente
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para aumentar a atividade das glandulas salivares é a fotobiomodulagédo, conforme um
estudo recente de Pulicari et al. (2024). Torna-se, entdo, importante considerar alguns
medicamentos naturais que podem ser utilizados para combater a xerostomia. As ervas
medicinais sdo ricas em agentes nutracéuticos e farmacéuticos, os quais sdo fonte de

grande interesse para a comunidade cientifica (Pulicari et al., 2024).

De forma a avaliar a influéncia da saliva nas vias de inflamagéo celular, o estudo de Cvikl
et al. (2015) investigou a capacidade da saliva em modular respostas inflamatérias em
fibroblastos e células epiteliais. Os autores demonstraram que a saliva induzia fortemente
a producao de IL-6 e IL-8 em fibroblastos de gengiva, palato e ligamento periodontal,
embora 0 mesmo ndo tenha sido demonstrado em células epiteliais. Esta forte resposta
inflamatéria € dependente do fator nuclear Kappa B e da proteina-cinase ERK (Cvikl et
al., 2015).

Adicionalmente, Muller et al. (2016) explorou se diferentes formulacdes de saliva
artificial poderiam promover a sintese de quimiocinas. Utilizando a saliva Orthana,
observou-se que as mucinas na saliva artificial induziam expresséo significativa de 1L-8
e potencialmente aumentavam a expressdo de quimiocinas em fibroblastos gengivais. Os
resultados sugerem que a saliva artificial pode induzir respostas celulares, mas a
relevancia clinica dessa indugdo permanece incerta (Muller et al., 2016). Finalmente, um
estudo de Malpass et al. (2013) revelou que a amilase na saliva artificial poderia estimular
aproducdo de IL-8 e IL-6, embora 0 mecanismo subjacente exato ainda seja desconhecido
(Malpass et al., 2013).

Estes estudos destacam a importancia da saliva e seus componentes em processos
inflamatorios e a necessidade de monitorizar continuamente os dispositivos médicos no
mercado, conforme estipulado pelo Regulamento Europeu MDR 2017/745, para garantir
a seguranca e eficacia do tratamento oferecido aos pacientes. A participacdo ativa dos
clinicos na avaliagdo e monitorizacdo de tratamentos, como o uso de saliva artificial, é

crucial para a melhoria continua dos cuidados de saude.

No nosso trabalho experimental, avaliamos o efeito in vitro de uma marca de saliva
artificial em linhas celulares de péncreas, de forma a avaliar o seu efeito em linhas
celulares tumorais, em comparagéo com linhas ndo tumorais. Os resultados demonstram
que a saliva artificial possui um efeito citotdxico significativo nas linhas celulares de
pancreas (Panc-1 e hTERT-HPNE), em comparacao com fibroblastos da gengiva (Mller

et al. 2016), evidenciado pela reducéo da viabilidade celular nas dilui¢Ges inferiores a 10x
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(p < 0,0001) até 16x (p < 0,001), apenas ndo tendo sido observadas alteracGes

significativas na viabilidade a partir da diluigéo de 32x.

No ambiente oral, o pH pode variar devido a fermentacdo de acucares pelas bactérias da
placa e ao consumo de alimentos acidos. Akay et al. (2017) estodou o efeito citotoxico
(através de MTT) de diferentes biomateriais para dentaduras, na viabilidade de células de
fibroblastos, ap6s armazenamento em saliva artificial com diferentes pHs. Segundo os
autores, a escolha de biomateriais orais deve considerar a influéncia do pH da saliva na
sua citotoxicidade, assim como o pH da saliva pode influenciar a viabilidade das células
(Akay et al., 2017).

Similarmente, Fabricky et al. (2022) avaliou dois tipos de ceramicas, imersas em saliva
artificial com diferentes pHs, analisando os seus efeitos em células de carcinoma faringeo.
Os resultados mostraram que as ceramicas nao apresentaram citotoxicidade significativa
nem alteracGes na migracdo celular, desacreditando uma interacdo desfavoravel com as
celulas tumorais em saliva artificial com diferentes pHs (Fabricky et al., 2022).
Interessantemente, no nosso estudo, a linha celular tumoral (Panc-1) apresenta uma
viabilidade celular inferior em comparacdo com a linha celular ndo tumoral (hTERT-
HPNE) nas mesmas dilui¢Ges e, embora essa diferenca ndo tenha alcancado significancia
estatistica estes resultados sugerem que as células tumorais podem ser mais sensiveis a

saliva artificial.

Tonguc Altin et al., (2021) determinaram o0s efeitos antibacterianos de diferentes
substitutos salivares contendo lisozima ou lactoferrina sobre Streptococcus mutans em
comparagdo com a saliva humana. Foi realizado um ensaio de cicatrizagdo de feridas
(injury) in vitro usando uma linha celular de fibroblastos exposta a diferentes
concentracdes destas enzimas. Os resultados demonstraram que ambas as enzimas
aumentavam significativamente a cicatrizacdo de feridas. Assim, os substitutos salivares
contendo lisozima ou lactoferrina melhoram a atividade antimicrobiana e a cicatrizagéo
de feridas (Tonguc Altin et al., 2021). No nosso estudo, a saliva artificial analisada
diluida 32x, reduziu significativamente a migragdo celular (p<0,001) na linha celular ndo
tumoral (nTERT-HPNE), ndo mostrando efeito significativo na capacidade de migragéo
nas células tumorais (Panc-1). Estes resultados indicam que a saliva artificial pode afetar
a migracao celular, essencial para a cicatrizacdo e regeneracdo dos tecidos. A reducédo da
migracdo na linha ndo tumoral sugere um possivel efeito adverso na cicatrizagcdo de

feridas, embora sem afetar diretamente a viabilidade celular. Por outro lado, as células
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tumorais demonstraram menor variagdo, apresentando uma ligeira reducéo na viabilidade

e na capacidade de migracao.

O efeito da saliva artificial nas vias de proliferacdo e sobrevivéncia de linhas tumorais e
ndo tumorais foi avaliado pela analise da expressao dos genes EFGR, KRAS, PTEN,
mTOR e PI3K. Os resultados apresentados revelam um impacto significativo da saliva
artificial na expressdo dos principais genes envolvidos nas vias de sinalizagédo de
proliferacéo e sobrevivéncia celular, especialmente na linha celular tumoral. Observou-
se um aumento significativo na expressdo do gene EGFR na linha celular tumoral quando
tratada com saliva artificial diluida 32x, enquanto ndo se verificaram alteracfes
significativas na linha celular ndo tumoral. Este aumento na expressdo do EGFR nas
células tumorais sugere uma potencial ativacdo das vias de sinalizacdo downstream,
promovendo a proliferacdo e sobrevivéncia celular caracteristicas do comportamento
tumoral. De acordo com Grapa et al. (2019), a sobrexpressdao do EGFR é comum no
carcinoma do pancreas, contribuindo para a progresséo do tumor, embora a sua relagéo

com as taxas de sobrevivéncia celular permaneca controversa (Grapa et al., 2019).

Relativamente a expressdo do gene KRAS, observou-se um aumento significativo na sua
expressao na linha celular tumoral na presenca de saliva artificial, contrariamente ao que
ocorre na linha celular ndo tumoral, onde se verificou uma diminuigéo estatisticamente
significativa. Este resultado corrobora que a saliva artificial pode promover a ativacgao do
KRAS nas células tumorais, através da ativacdo com feedback positivo do EGFR,
favorecendo a progressdo tumoral (Eser et al., 2014). E importante considerar que, a
mutacdo KRAS ¢é a principal mutagdo encontrada nos tumores pancreaticos, presente em
85% dos casos. O crescimento tumoral é fortemente influenciado pelas mutag6es no gene
RAS e pelas varias vias de sinalizacdo downstream, especialmente a via
PI3BK/AKT/mTOR. Esta via favorece a proliferacdo, o crescimento, a sobrevivéncia e o
metabolismo celular. Além disso, a atividade continua dessas vias facilita a metéstase das
celulas tumorais (Luo, 2021).

No carcinoma do pancreas, a sinalizacdo KRAS envolve diversas vias, principalmente a
via PIBK/AKT/mTOR. O mTOR, é essencial para a sintese proteica e crescimento celular
(Eser et al., 2014). A expressdo deste gene encontrou-se significativamente aumentada
em ambas as linhas celulares (tumoral e ndo tumoral), sugerindo, nas celulas néo
tumorais, que a ativagdo da expressdao do mTOR pode ocorrer por uma via alternativa a
via PI3BK/AKT/mTOR (Leiphrakpam et al.,2024).
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Por outro lado, o PTEN atua como um supressor tumoral que antagoniza a via PI3K/AKT,
ajudando a regular a sinalizacdo celular e a prevenir o crescimento descontrolado das
células tumorais (Eser et al., 2014). Neste estudo, a saliva artificial diluida 32x em
contacto com as celulas tumorais promove a expressao do gene PTEN, o que pode indicar

uma resposta compensatoria para regular a sinalizacao celular.
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6. CONCLUSOES

A saliva desempenha um papel crucial no organismo, possuindo varias fun¢des mecanicas
e de protecdo. Por sua vez, a diminuigdo da producgéo de saliva, ou xerostomia, pode
resultar em diferentes patologias orais, como caries e candidiase. Os substitutos salivares
tém sido estudados como uma potencial solucdo para aliviar os sintomas de boca seca e
melhorar a satde oral. No entanto, devido as suas caracteristicas especificas e capacidades
adaptativas imunomediadas, a replicacdo eficaz da saliva em laboratorio, evitando danos

iatrogénicos, continua a ser um desafio, apesar dos inimeros estudos em curso.

A xerostomia é uma condicdo comum, especialmente em pacientes submetidos a
radioterapia, que pode causar hipossalivacdo. A fotobiomodulacdo surge como uma
alternativa promissora para aumentar a atividade das glandulas salivares. Além disso, a
saliva artificial é importante no controlo dos sintomas. A saliva, por sua vez, também

influencia respostas inflamatdrias, aumentando a producdo de citocinas em fibroblastos.

Estudos demonstram que o0s substitutos salivares contendo lisozima ou lactoferrina
podem melhorar a atividade antimicrobiana e a cicatrizacdo de feridas. O pH da saliva
artificial também pode influenciar a citotoxicidade de biomateriais dentarios, sobretudo

em células ndo tumorais.

Neste estudo demonstramos a influencia da saliva artificial na expressdo dos principais
genes envolvidos nas vias de proliferacdo e sobrevivéncia celular, tendo sido observado
um aumento significativo da expressdo desses genes nas células tumorais em estudo.
Estes resultados preliminares in vitro demonstram a necessidade de investigagoes futuras

de modo a compreender 0s mecanismos subjacentes as alteracGes observadas.
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