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RESUMO

Introducgao:

Ao longo dos anos, a saliva ganhou grande importancia com a finalidade de
diagnostico para doencgas orais e sistémicas. Com isso, foram desenvolvidos diversos
testes de diagndstico com o objetivo de ter uma aplicagéo clinica, nomeadamente
testes “chair-side” e “point of care”. Esses resultados permitem que o paciente tenha
um tratamento personalizado para a sua condigado com a melhor abordagem clinica e
o minimo de efeitos indesejaveis. No entanto, poucos tém tido aplicagdo em contexto
clinico devido a inumeros fatores o que impossibilita 0 uso para apoio a decisao clinica

e tratamento.

Objetivo:

Identificar os testes de diagndstico em saliva desenvolvidos até ao momento que
estdo validados e/ou comercializados e verificar os que tém maior potencial de
aplicagao em contexto clinico na Medicina Dentaria. Devido a esses resultados, propor

novos testes para o exercicio da Medicina Dentaria de Precisao.

Materiais e métodos:

Uma estratégia de pesquisa foi realizada no PubMed, Scopus e Web of Science para
avaliar a aplicabilidade dos testes de diagndstico em saliva na medicina dentaria
através de uma Scoping Review. Foram seguidas a estratégia “PRISMA Extension for
Scoping Reviews (PRISMA-ScR)” para selegao e analise dos artigos a considerar

nessa ScR.

Resultados:

Foram encontrados 12 testes de diagndstico em saliva validados e/ou comercializados
para periodontites, peri implantites, caries, SIDA, HPV, stress, cancro oral e halitose.

Esses testes permitem monitorizar e diagnosticar precocemente essas doengas.

Conclusao:

v
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Apesar de existir uma grande variabilidade de testes de diagndstico em saliva, poucos
sdo os validados e comercializados. Uma das principais fragilidades da maioria dos
testes é avaliarem apenas um biomarcador, comprometendo a especificidade e
eficacia para diagnostico de determinadas doengas. Mais estudos com multiplos

biomarcadores devem ser realizados a fim de um diagndstico mais preciso e eficaz.

Palavras chaves: Saliva, Medicina dentaria, Doencas orais, Chip, Técnicas de

biossensor.
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ABSTRACT

Introduction:

Over the years, saliva has gained great importance for diagnostic purposes for oral
and systematic diseases. As a result, several diagnostics tests were developed with
the aim of having a clinical application, such as “chair side” and “point of care”. These
results allow the patient to have a personalized treatment for their condition with the
nest clinical approach and minimal undesirable effects. However, few have been
applied in a clinical context due to numerous facts, which makes it impossible to use it

to support clinical decision and treatment.

Objectives:

Identify the saliva diagnostic tests developed until now that are validated and/or
commercialized and verify those that have the biggest potencial for application in the
context of dentistry. Due to these results, we propose new tests for the pratice of

Precision Dentistry

Materials and Methods:

A search strategy was done in Pubmed, Scopus and Web of Science to evaluate the
applicability of saliva diagnostic tests in dentistry through a Scoping Review. The
“‘PRISMA Extension for Scoping Reviews (PRISMA-ScR)” strategy was followed to

select and analize the articles to be considered in this ScR.

Results:

Twelve validated and/or commercialized saliva diagnostic tests were found for
periodontitis, decays, AIDS, HPV, stress, oral cancer and halitosis. These tests allow
monitoring and early diagnosis of these diseases.

Conclusion:
Despite there being a great variability of saliva diagnostic tests, few were validated and

commercialized. One of the main weaknesses of most of the identified tests is that they

Vi
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evaluate only one biomarker, compromising the specificity and efficacy for diagnosing
certain diseases. Further studies with multiple biomarkers should be performed in

order to make a more accurate and effective diagnosis.

Keywords: Saliva, Dentistry, Mouth diseases, Chip, Biosensing techniques,

vii
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1. INTRODUGAO

O uso da saliva para testes de diagndstico na area da medicina dentaria tem
ganho cada vez mais importancia na area cientifica. Isso é devido ao desenvolvimento
e aperfeigopamento de técnicas de espectrometria de massa e avango das tecnologias
como por exemplo os biossensores. A combinagdo entre a tecnologia e o
conhecimento do mecanismo das doencgas permitiram o desenvolvimento e criagao

de testes para apoio a medicina dentaria de precisao.

1.1 Saliva como fluido de diagnéstico

A saliva tem sido usada em diversos estudos por ser considerada um dos
fluidos mais importantes do organismo humano, principalmente relacionado a
homeostase oral (1). A composicdo da saliva apresenta diversas enzimas do
hospedeiro e microbianas, glicoproteinas, agua, aminoacidos, substancias organicas
(proteinas com diferentes fungbes como por exemplo: mucinas, amilases, lisozimas,
ptialinas, imunoglobulinas, lactoferrinas, entre outras) e inorganicas (ides como calcio,
sédio, potassio, bicarbonato, cloro, fluor, ferro, entre outros). A saliva é produzida em
maior quantidade pelas glandulas salivares maiores (parétida, submandibular e
sublingual) e em menor quantidade pelas glandulas salivares menores (linguais,
palatinas e bucais). A saliva € um fluido muito rico em informacao e pelas diversas
vantagens, é cada vez mais utilizado pelos investigadores, principalmente na area da
medicina de precisao (1,2). De entre as vantagens apresentadas pelo uso da saliva,
destacam-se o facto de ser uma técnica nao invasiva, o que facilita a adesao dos
pacientes, facil e rapida recolha, um método seguro, indolor e uma técnica de baixo
custo (2—6). Apesar destas vantagens, a saliva apresenta algumas caracteristicas que
influenciam a sua composicdo e que devem ser tidas em conta aquando do
desenvolvimento de testes ou aquando da interpretacdo dos seus resultados, como
por exemplo a sua variagao circadiana, tanto em termos de fluxo como em termos de
composic¢ao (7-9). A saliva tem sido frequentemente utilizada na triagem de diversas
doencas orais e sistémicas e verifica-se que as alteragbes na composicao e fungao
podem refletir o estado da cavidade oral mas também o estado sistémico do individuo
(2—4,7-10).
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1.2 Tecnologias “émicas”

Apesar da enorme riqueza em termos de informagao molecular e microbioldgica
presente na saliva, a obten¢do dessa informagéo para ser utilizada em diagnostico é
um desafio atual. O avancgo das tecnologias permitiu o desenvolvimento de técnicas
“dmicas” modernas que possibilitou a identificagdo de moléculas cada vez menores,
a nivel de concentragdes molares infinitamente pequenas. Logo, os analitos presentes
em saliva que ndo eram detetaveis, passarem a ser e fornecer novas informagdes.
Isso permitiu cada vez mais a utilizagdo da saliva, tornando-a tdo importante como o
sangue para algumas doencas. Outra grande vantagem em relagéo ao uso de sangue
€ arecolha, uma vez que muitos pacientes sentem medo e dor ao fazé-la e esse stress
pode levar a alteragbes de resultados (11). Devido a isso, muitos estudos utilizando
novas técnicas de espectrometria de massa identificaram diversos biomarcadores e
marcadores especificos baseado na condicdo periodontal e oral (6,7,10,12—-15).
Grandes esforgos tém sido feitos na pesquisa de marcadores biolégicos que possam
ser utilizados para prever e, portanto, prevenir e diagnosticar doengas nos seus
estagios iniciais. A analise protedmica da saliva humana, em particular, resultou na
identificacdo de multiplos biomarcadores e assinaturas especificas associadas a
formas distintas de doencas periodontais (6,7,12). No entanto, a natureza multifatorial
dessas doencas limita o valor preditivo de biomarcadores unicos como fatores de risco.
Na periodontite, a diversidade do microbioma oral parece aumentar ainda mais e
proporcionam redundancia funcional e resiliéncia ao microbioma humano, podendo
ser determinadas por fatores genéticos, epigenéticos e ambientais (16,17). Através
do desenvolvimento e aperfeicoamento das tecnologias “dmicas” foi possivel
desenvolver a medicina de precisado pois verificaram que terapias estabelecidas para
determinado tratamento ndo tinham um mesmo resultado quando aplicados a um
grupo de pacientes aparentemente homogéneo, inclusive muitos nao respondiam de
maneira adequada (com diversos efeitos colaterais) e noutros o tratamento nao fazia
efeito. Com isso a busca por testes de diagndsticos tem por objetivo um diagndstico
preciso e rapido quando comparado a testes laboratoriais, ao facilitar ao Médico
Dentista a realizagao desses testes no consultério dentario. Uma das desvantagens é
que muitas vezes nao sao sitios especificos por dente, o que pode comprometer um
diagndstico. Caso um médico-dentista generalista realize um teste e o resultado seja

positivo, ele pode alterar ou
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personalizar o tratamento e/ou encaminhar para um especialista a fim de obter um

tratamento eficaz e individualizado (18,19).

1.3 Medicina de precisao

A medicina de precisdo baseia-se na personalizacdo de tratamentos e
condutas a fim de beneficiar um grupo de pacientes que partiiham uma determinada
caracteristicas clinica e/ou molecular. S&o identificados os individuos mais vulneraveis
que ndo responderam a um determinado tratamento ou intervencdo por alguma
questdo genética, metabdlica, imunoldgica ou epigenética. E realizada uma analise e
uma anamnese direcionada a aquele paciente, permitindo identificar perfis
moleculares, sanguineos, dados de estilo de vida e habitos, exames fisicos, médicos,
dentario e historico familiar. A medicina de precisdo tem-se tornando cada vez mais
importante para dar respostas a questdes ainda desconhecidas, pois todos os
pacientes podem beneficiar de um tratamento personalizado e mais eficaz (18,19),
procurando desenvolver diagnodsticos precisos e terapias especificas associadas as
necessidades do paciente (18). Importa referir que a medicina de preciséo baseia-se
em 6 pilares: criacdo de uma nova taxonomia, descoberta e validacdo dos
biomarcadores, criagdo de um banco de dados com o auxilio da bioinformatica,
aplicagdo na saude publica, investimentos financeiros com pessoas qualificadas e
também politicas de conscientizac&o voltada a medicina de precisdo (com o apoio do
governo, empresarios, laboratérios, investigadores, médicos e médicos-dentistas)
(18). Um dos objetivos é permitir um rastreio de doencas através do uso de
biossensores de forma nao invasiva e indolor. Isso ira facilitar a monitorizacao e
controlo de diversas doencas através da criacdo de bancos de dados por pessoas
qualificadas e treinadas para interpretar esses dados bioinformaticos. Através do uso
da inteligéncia artificial (IA) esses dados permitem um alto grau de eficacia para
finalidade de diagndsticos adequados e causa impacto diretamente no tipo e na
qualidade do tratamento proposto (18).

Com o avango da medicina de precisdao, os testes e biossensores sao
desenvolvidos dando informagdes sobre fisiologia e biomarcadores que indica
qualquer mudanga em tempo real (20). Com o desenvolvimento da medicina de
precisdo, a tendéncia é diminuir as despesas com o tratamento, visto que muitas
vezes 0 paciente é submetido a terapias que nao respondem a sua fisiologia, o que

impossibilita sua melhora e ao mesmo tempo gera mais ansiedade visto que o
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tratamento ndo estd sendo eficaz. Esse stress leva a um aumento de mediadores
inflamatdrios que altera o metabolismo e pode agravar a doenca. Além disso, diminui
processo de ajustes de doses, trocas de medicamentos e agravamento de doengas
(21,22).

Apesar de todas as vantagens da Medicina Dentaria de Precisdo referidas
acima, ela s6 sera uma realidade se o Médico Dentista tiver a sua disposi¢ao
tecnologias que Ihe permitem avaliar rapidamente aspetos caracteristicos dos seus
pacientes que sejam uteis para diagnéstico. Nesse sentido, tém sido desenvolvidos
testes point-of-care (PoC), na qual destacam-se biossensores que funcionam com um
sitio de reconhecimento bioldégico que permite que moléculas interajam com o analito
escolhido. Quando ocorre essa interagao um sinal é emitido avaliando a quantidade
do analito escolhido naquela amostra. Em seguida, esse sinal € processado a gerar
os resultados obtidos (20). As tecnologias utilizadas pelos biossensores baseiam-se
em sistemas biolégicos microeletromecanicos (BioMEMS), microfluido, libertagao e
medic¢ao induzida por um campo elétrico (EFIRM) e baseados em smartphones (23).
Os biossensores estéo a ser utilizados em diversas doencas relacionadas a medicina
dentaria. Por exemplo o biomarcador MMP-8 é medido pelos biossensores em
doencgas de cancro oral (carcinoma de células escamosas), periodontites e peri-
implantites. Ha varios testes disponiveis, para a dete¢cao de cancro oral, utilizando o
teste nanosensor para fluido oral (OFNASET), para doengas periodontais sao
utiizados o PerioPath e o PerioSafe e para peri-implantites é utilizado o
ImplantSafe/ORALyser.

Nesta Scoping Review, sera realizado um levantamento dos testes de
diagndstico em saliva desenvolvidos até ao momento e identificacdo dos que tém
maior potencial de aplicagdo em contexto clinico na Medicina Dentaria para o auxilio

da medicina dentaria de precisao.
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2. OBJETIVOS

Realizar um levantamento dos testes de diagnodstico em saliva (validados e/ou
comercializados) desenvolvidos até ao momento e identificagdo dos que tém maior

potencial de aplicacdo em contexto clinico na Medicina Dentaria.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho consiste numa Scoping Review (ScR) para identificar os
tipos de testes de diagndstico de salivas que estdo disponiveis comercialmente ou
validados e avalia-los quanto a sua eficacia, precisao e sensibilidade para um melhor
conhecimento dessa area. A ScR consiste num resumo de evidéncias que
sistematicamente identifica e reune conceitos, questdes e topicos de determinado
assunto. A partir dela, pode ser possivel o desenvolvimento de uma revisdo
sistematica.

Para a identificagao dos testes de diagnéstico em saliva desenvolvidos até ao
momento foi feita uma pesquisa na PUBMED, Web of Science e Scopus até janeiro
de 2024. As chaves de pesquisa para as pesquisas realizadas estao nas tabelas 1, 2
e 3. Foram utilizados operadores boleanos “OR” e “AND” com a intengao de combinar
os termos de pesquisa. A estratégia de pesquisa escolhida foi Saliva AND (dentistry
OR mouth diseases) AND (diagnosis OR Biomarkers) AND (point-of-care testing OR
biosensing techniques OR Chair-side OR chip OR sensor). Para selecao e analise dos
artigos a considerar na revisao foi seguida a estratégia “PRISMA Extension for
Scoping Reviews (PRISMA-ScR)” (24), a fim de respeitar as guidelines, checklists e
diretrizes. Foi realizada uma analise critica dos trabalhos selecionados de modo a
identificar quais os testes de diagndstico em saliva validados e comercializados com
maior potencial de aplicacao clinica na medicina dentaria. No entanto, foi utilizado a
literatura cinzenta a fim de identificar os testes comercializados que nao sao
patenteados e ndo tem artigo publicado. Tendo em conta as necessidades
emergentes e o0 espetro de testes identificados neste trabalho serdo ainda propostos
novos testes de diagnostico para dar suporte ao exercicio de uma Medicina Dentaria
de Precisdao. Na metodologia foram incluidos artigos em inglés, critérios de busca,
critérios de inclusdo e exclusdo. Os critérios de inclusdo foram artigos em inglés na
qual abordassem testes de diagndsticos de saliva em medicina dentaria.

Foi utilizado a ferramenta Rayyan's Intelligent Systematic Review Plattaform
(25) que auxilia na decisdo para a escolha dos artigos em relagéo aos critérios de
inclusdo e exclusao. O projeto de pesquisa foi registrado no Open Science Framework
(OSF) com o doi https://doi.org/10.17605/0OSF.10/XJZU6
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Tabela 1. Busca metodolégica no PubMed (MeSH)

#1 "Saliva"[MeSH Terms]
#2 "Dentistry"[MeSH Terms]
#3 "Mouth Diseases "[MeSH Terms]
#4 "Diagnosis"[MeSH Terms]
#5 “Biomarkers"[MeSH Terms]
#6 Point-of-Care Testing"[MeSH Terms]
#7 "Biosensing Techniques"[MeSH Terms]
#8 “Chair-side” [MeSH Terms]
#9 "Chip” [MeSH Terms]
#10 “Sensor”’[MeSH Terms]
Research combination  #1 AND (#2 OR #3) AND (#4 OR #5) AND (#6 OR
#7 OR #8 OR #9 OR #10)
Total number of articles 214 articles

Tabela 2. Busca metodolégica no Scopus

Saliva AND (dentistry OR mouth diseases) AND (diagnosis OR
Biomarkers) AND (point-of-care testing OR biosensing techniques OR
Chair-side OR chip OR sensor)

Total number of 25 articles
articles

Tabela 3. Busca metodolégica no Web of Science

Saliva AND (dentistry OR mouth diseases) AND (diagnosis OR
Biomarkers) AND (point-of-care testing OR biosensing techniques OR
Chair-side OR chip OR sensor)

Total number of

articles 2z
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4. RESULTADOS

De acordo com a chave de pesquisa, foram encontrados um total de 364
artigos, porém 77 foram eliminados por serem duplicados. No entanto, permaneceram
287 artigos para serem avaliados por titulo e resumo. Os artigos a serem considerados
foram revistos por 2 revisores diferentes (F.H. e R.B.), que individualmente verificaram
os artigos de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo. Qualquer divergéncia
entre os artigos, um terceiro revisor (N.R) determinava a decisao final. Os dois
revisores desenvolveram uma metodologia a ser utilizada por ambos a fim de reunir
dados especificos no que diz respeito a importancia clinica e utilizagao desse modelo.
Os motivos para eliminagao de artigos tendo em conta os critérios de exclusao foram:
revisdes sistematicas (15), estudos em animais (2), estudos in vitro (4), estudos
randomizados (5), estudo cross-sectional (35), estudos caso-controlo (33), estudos
microbiolégicos (23), estudo de biomarcadores sem finalidade de teste diagndstico
(36), estudos de COVID (14) e estudos nao relacionados ao tema (100), nesse
contexto foram eliminados 267. Permaneceram eleitos 20 para terminar a elegibilidade
e permitir a inclusdo de 12 de artigos a incluir na ScR, 8 testes foram excluidos por
nao apresentarem testes validados e/ou comercializados.

Os resultados respeitantes a selecao dos artigos a integrar no estudo

encontram-se resumidos na figura 1.
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Figura 1. Processo de selegao e inclusao para a Scoping Review.
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A maioria dos testes foram desenvolvidos na América do Norte (EUA), sendo
que um deles foi realizado em colaboragdo com o Japao. No Brasil foi desenvolvido o
teste da lingua eletrénica e 4 testes foram desenvolvidos na Europa (Finlandia,
Bélgica e Alemanha) (Figura 2). Ha muitos testes a serem desenvolvidos, porém a
maioria ainda se encontra sem validagcdo e/ou comercializagdo. Os paises que mais
investem nesses estudos sdo os EUA e a China. A maioria dos testes sao para
diagndstico de doengas periodontais, cancro oral e caries (Figura 3).

América
do Norte

6

América Europa
do Sul
4
1

Figura 2. Testes desenvolvidos pelo mundo.

Doencas

= Doengas periodontais ® Cancro Oral = Peri-implantite = Carie = Halitose = Stress = HIV = HPV

Figura 3. Testes desenvolvidos por doengas.
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Dos artigos selecionados sera recolhida informagao que permita avaliar quais os testes validados e comercializados que tém
maior potencial de aplicagdo em contexto clinico na Medicina Dentaria e para fazer a proposta de novos testes para o exercicio da

Medicina Dentaria de Precisdo. Apresentam-se na tabela 4, a descri¢do dos artigos selecionados.

Tabela 4. Artigos e testes selecionados

ARTIGO E TESTES AUTOR ANO PAIS
OraQuick® ADVANCE Rapid HIV-1/2 antibody test Reynolds, S. J., & 2004 EUA
Muwonga (32)
Validation and inter-examiner agreement of mutans streptococci levels in plaque Karjalainen et. al. (33) 2004 Finlandia

and saliva of 10-year-old children using simple chair-side tests

Integrated Microfluidic Platform for Oral Diagnostics Herr et. al. (40) 2007 EUA
Oral fluid nanosensor test (OFNASET) with advanced electrochemical-based Gau &Wong (43) 2007 EUA
molecular analysis platform
Developmental validation of a point-of-care, salivary a-amylase biosensor Shetty et. al. (42) 2011 EUAe
Japao
Clinical utility of a novel colorimetric chair side test for oral malodour Dadamio et. al. (37) 2012 Bélgica
Clinical correlates of a lateral-flow immunoassay oral risk indicator Nwhator et. al. (38) 2014 Alemanha
Baumgartner et. al. (36) 2001 Alemanha

OralDisk: A Chair-Side Compatible Molecular Platform Using Whole Saliva for
Monitoring Oral Health at the Dental Practice

Using machine learning and an electronic tongue for discriminating saliva Braz et. al. (41) 2022 Brasil
samples from oral cavity cancer patients and healthy individuals

OraRisk® Caries, Oral DNA® Labs, Eden Prairie, U.S.A. Mcglennen (34) 2008 EUA

MyPerioPath®, Oral DNA® Labs, Eden Prairie, U.S.A. Mcglennen (34) 2008 EUA

OraRisk® HPV test, Oral DNA® Labs, Eden Prairie, U.S.A. Mcglennen (34) 2008 EUA
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Tabela 5. Caracterizagao dos testes de diagnodstico

TESTE DE DIAGNOSTICO TIPO DOENCA BIOMARCADOR
OraQuick® (32) imunoensaio com fluxo lateral SIDA anticorpos anti-VIH
Dentocult® (33) Cultura seletiva Carie Streptococci Mutans (SM) e

Lactobacillus (LB)

IMPOD (40) Imunoensaios baseados em chip Periodontite MMP-8, IL-18, e IL-6
microfluidicos
OFNASET (43) Chip com sensor eletroquimico Cancro oral Thioredoxina, IL-8 e SAT, ODZ, IL-

8, elL-1

Biosensor de a-amilase Tira de teste colorimétrica Stress a-amilase salivar

salivar portatil (42)

Teste para saliva (aminas) Teste enzimatico colorimétrico para Halitose Aminas

OralChroma™ (37)

aminas
Teste de gases derivados de enxofre

Sulfeto de hidrogénio, metil mercaptano
e dimetil sulfeto

PerioSafe® e ImplantSafe® ensaios imunocromatograficos de Periodontite e Peri MMP-8
Kit (38) fluxo lateral implantite
OralDisk (36) Plataforma microfluidica em forma de Carie e Aggregatibacter
disco Periodontite actinomycetemcomitans, Campylobacter
rectus, Fusobacterium
nucleatum, Prevotella
intermedia, Porphyromonas
gingivalis, Tannerella
forsythia, Treponema denticola,
Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus e Lactobacilli
e-tongue (41) Biosensor Cancro oral Biomarcadores para cancro oral
OraRisk® Caries (34) Anadlise de ADN, PCR Carie Streptococcus mutans, Streptococcus

sobrinus & Lactobacillus casei
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Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
Porphyromonas gingivalis
Tannerella forsythia, Treponema
denticola, Eubacterium nodatum
Fusobacterium
nucleatum/periodonticum
Prevotella intermedia, Campylobacter
rectus, Peptostreptococcus
(Micromonas) micros, Eikenella
corrodens, Capnocytophaga species
(gingivalis, ochracea, sputigena)
OraRisk® HPV (34) Analise de ADN, PCR HPV High Risk Genotypes: 16, 18, 26, 30,
31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,
58, 59, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 73, 82
Low Risk Genotypes: 2a, 6, 11, 32, 40,
42,43, 44,54, 55, 57, 61, 62, 71, 72,
74,77, 81, 83, 84, 89
Unknown Risk Genotypes: 41, 49, 60,
75, 76, 80, 85

MyPerioPath® (34) Analise de ADN, PCR Doenca periodontal
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5. DISCUSSAO

O avanco das tecnologias devido as ciéncias “Omicas” e o aperfeicoamento de
técnicas e dispositivos veio permitir o desenvolvimento de técnicas cada vez mais
precisas, eficazes e inovadoras (7,14,20,26). Anos atras n&o se podia imaginar que
através de uma pequena quantidade de saliva seria possivel realizar diagnosticos
precisos de doengas, inclusive antes da manifestagao clinica de sinais e sintomas (26).
A maior parte dos estudos estdo na area de periodontite, peri-implantite e cancro oral,
porém poucos foram validados e comercializados até o momento (27-31). De acordo
com o presente trabalho, os testes que foram validados e comercializados sao para
doengas como carie, periodontite, peri-implantite, halitose, cancro oral, stress, HPV e
SIDA (Sindrome da imunodeficiéncia adquirida).

Os primeiros testes comercializados surgiram a partir dos anos 2000, ou seja,
sao recentes e apresentam varias lacunas. Os primeiros testes baseiam-se em
técnicas de detecdo de anticorpos e cultura seletiva para determinadas bactérias (32,
33). O teste Dentocult® realiza a cultura seletiva e promove o crescimento e adesao
de S. mutans nas tiras dos testes. Também foram desenvolvidos os testes OraRisk®
HPV test, MyPerioPath® e OraRisk® Caries (Oral DNA® Labs, Eden Prairie, U.S.A.),
através da técnica de biologia molecular de PCR (do inglés polymerase chain reaction)
que consiste na amplificacdo do ADN (acido desoxirribonucleico) e posteriormente
replicacdo para a detecdo das moléculas a serem analisadas, sendo um teste
bastante sensivel e especifico (Figura 4) (34). O teste MyPerioPath® embora
comercializado, néo esta aprovado pela FDA. Esses testes sdo reconhecidos como
chair-side apenas nos EUA e Canada (35). Esses primeiros testes sdao os mais
consolidados, uma vez que foram os pioneiros. Com isso sao utilizados em larga
escala e podem ser utilizados por qualquer pessoa. Entre os testes produzidos pelo
laboratério Oral DNA® Labs, MyPerioPath® e o OraRisk® HPV test sdo os mais
precisos no diagnostico, uma vez que sao identificadas no teste varias espécies de
bactérias e diferentes tipos de virus HPV como biomarcadores para doenga
periodontal e HPV. Isso torna o teste mais confiavel e com o diagndstico mais preciso.
A maioria dos testes possuem apenas um biomarcador, no entanto a maioria dos

biomarcadores como metaloproteinases (MMP) e interleucinas estao relacionados a
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inflamacéo, logo qualquer paciente que esta ou apresenta uma doencga inflamatdria
podera ter esses biomarcadores elevados, como por exemplo MMP-8 e IL-6 que s&o
utilizados como marcadores para a periodontite uma vez que atuam na remodelacao
O0ssea. O ideal seriam desenvolver testes com mais marcadores presentes para
determinada condigdo e utilizar cada vez mais a seletividade global, com uma
seletividade aperfeicoada a fim de determinar uma “impresséao digital” com detalhes
especificos das amostras analisadas. Isso vem a ser desenvolvido aos poucos. O
Oraldisk também é uma técnica de biologia molecular de PCR (36) (Figura 5). O
Oraldisk € uma plataforma microfluidica em formato de disco que permite a
identificacdo de 10 bactérias, sendo 7 associadas a periodontite (Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, Fusobacterium
nucleatum, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia
e Treponema denticola) e 3 associadas a carie, (S. mutans, Streptococcus sobrinus
e Lactobacilli). Pode ser utilizada nos consultérios para analise de saliva, a partir de
uma recolha ndo invasiva e a técnica utilizada é baseada na técnica de PCR — RT:
polymerase chain reaction — real time). Foi desenvolvido com o objetivo de monitorizar
a saude oral na pratica clinica, a identificar os pacientes mais suscetiveis a
periodontites e caries a fim de ter um maior controlo sobres essas doencas. Para
permitir essa monitorizagao, foi necessario acrescentar mais do que um biomarcador,
por isso vem a ser muito utilizado para estudos de rastreio epidemioldgico na medicina
dentaria. A grande vantagem do OralDisk € que o processamento das amostras é
automatizado para a detecdo de bactérias alvo. Isso ocorre devido a plataforma
microfluidica que contem todos os reagentes bioquimicos necessarios para esse

processamento (36).
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Oral Rinse Collection Instructions
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1. VIGOROUSLY SWISH & GARGLE ALL 5 mL of saline solution for AT LEAST 30 SECONDS

2. SPIT saline into funneled collection tube; POUR preservative (blue cap) into collection tube
3. DISCARD funnel; SEAL collection tube with red cap

4. PRINT “Patient Name” & “DOB" on barcode label; AFFIX lengthwise onto collection tube

5. PACK box with bagged collection tube; REMOVE adhesive liner; CLOSE & SEAL box

6. LOGIN to oraldna.com to CREATE test order(s); SHIP via US MAIL

\_OraIDNA@ Labs MUST receive sample within 21 DAYS from the date collected. © OrailINA® Labs 2021, all ighs reserved PL-000450, Rew C o) MyPerroPath@ Sa}Jva:)f DJ&Q‘HOSFIC Test

Figura 4. Testes comercializados pelo laboratério OralDNA® Labs (testes OraRisk®
HPV test, MyPerioPath® e OraRisk® Caries) e Dentocult®. Adatapado do site

https://www.oraldna.com e https://dentocult.jp/lineup
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Figura 5. Composicao do OralDisk. Adapatado de Baumgartner et al 2001 (36).

No estudo de Dadamio et al (2012) (37) o OralChroma™ que é um teste
enzimatico para a dete¢ao de gases de sulfeto com a medi¢ao de sulfeto de hidrogénio,
metil mercaptano e dimetil sulfeto através da espectrometria gasosa (que indica o grau
de halitose e o melhor tratamento a ser escolhido) foi associado ao uso de um teste
enzimatico colorimétrico de saliva para aminas a fim de permitir um novo teste “chair
side” com um diagndstico mais preciso devido a associacdo desse dois métodos
(Figura 6). O diferencial desse teste € a detecdo por meio da espectrometria de
massas gasosa, pois na medicina dentaria € uma técnica pouco utilizada. A vantagem
desse teste em comparacio a outros para halitose é a associagao de dois testes para
a criagao desse no chair-side, proporcionando um teste mais barato com metodologias

mais simples.

NISSHa
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OralChroma

Halitosis Measuring Device
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Figura 6. Testes para diagndstico de halitose. Adaptado de Dadamio et al,
2012 (37).

OraQuick®, PerioSafe® e ImplantSafe® Kit sao testes qualitativos para a
detecdo de anticorpos. Sdo considerados testes rapidos uma vez que sao testes
imunoldgicos que podem ser realizados em casa e que nao necessitam de grandes
equipamentos tecnoldgicos, além disso sao de facil uso, rapido resultado e baixo custo.
Isso permite uma boa monitorizagao, visto que é utilizado por qualquer pessoa em
qualquer lugar (32, 38). A partir do momento que testes imunolégicos sao utilizados
para monitorizacao e controlo de doencas, o interesse pela disponibilidade comercial
aumenta, o que viabiliza financiamentos de industrias farmacéuticas, laboratoérios e

empresarios para a elaboragao, aperfeicoamento e viabilidade desses tipos de testes.
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Ao longo dos anos, foi observado que a quantidade de biomarcadores identificados
por um teste comegou a aumentar. Isso foi uma necessidade de maior precisdo no
diagnostico de diversas doengas, visto que foi percebido que muitas vezes um unico
biomarcador pode estar relacionado a outras doengas com caracteristicas
semelhantes de carater inflamatério e perceberam que quanto mais biomarcadores

tiverem presente em uma doenga, maior precisao tera o teste.

ORALyzer

u r—— _—

_InTlpIant

Greiosals G Implantsafe

Figura 7. Testes rapidos comercializados pela industria farmacéutica. Adapatado de
Rathnayake et al, 2017 (13) e https://webshop.puredent.dk

Numa segunda fase de desenvolvimento, os chips e biossensores comegaram
a destacar-se. Os biossensores sdo um método analitico que identifica e determina
diferentes tipos de analitos presentes numa amostra (20). O biossensor é formado por
trés partes, primeiro o elemento é o sensor biolégico que € um material que ira interagir
com o analito presente na amostra. O segundo € o transdutor que transforma o sinal
dessa interagdo em outro tipo de sinal, a fim de ser identificado e quantificado. O

terceiro € um leitor do biossensor para exibir os resultados. Assim, a ideia é poder
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fazer um teste rapido em qualquer amostra e lugar (20,39). Os biossensores podem
diferenciar-se de acordo com o tipo de transdutor utilizado, permitindo assim a
utilizacdo para diversas doengas (36-37,40-41). A sua utilizacdo permite a
monitorizagdo em tempo real através da ligacdo por aplicativos ou softwares que
indicam a presenca de determinados biomarcadores, desse modo possibilita o
acompanhamento do desenvolvimento e estagios de doencas (29-31,38,40). Devido
a essa tecnologia, € permitido a intervengédo quando realmente é necessario e diminui
0s riscos expostos aos pacientes. O biossensor mais recente desenvolvido foi o
eletronic tongue (e-tongue) (41), apresentando vantagens como o aumento da
precisao do diagndstico resultante da combinagao da alta especificidade na resposta
dos biossensores com o reconhecimento de padrdes estratégicos. Esse dispositivo
nao permite identificar analitos especificos, mas permite fazer uma analise detalhada
da amostra a partir da seletividade global, que consiste em dois elétrodos recobertos
por filmes poliméricos que possui alta afinidade fisico-quimica por moléculas da
amostra, como se fossem uma “impresséao digital”. Esses dois sensores formam um
curto circuito a partir de um conjunto de capacitores que estédo ligados em paralelo e
no qual a distancia entre os elétrodos € o didmetro do microfio (canais microfluidicos).
A seletividade global confere a esse biossensor uma grande vantagem e a partir desse
novo conceito, técnicas estdo a ser aperfeicoadas e desenvolvidas, pois surgiu a
necessidade de maior precisdo nos diagndésticos. O esquema do e-tongue esta

ilustrado na figura 8.

Microfluidic electronic tongue

Figura 8. Representacdo esquematica da constituicdo do eletronic tongue. Adaptado
de Braz et al, 2022 (41).
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Foram também identificados testes colorimétricos que funcionam através da
reagao de enzimas para a modificagao de cor (42). Esse teste funciona através de um
biossensor com leitor portatil e display digital para a detec&o de alfa-amilase. Apesar
de ndo ser comercializado, € um teste validado com alta precisdo. O sensor é
semelhante a um aparelho de medi¢cao de glicose, na qual o coletor de saliva é
colocado abaixo da lingua e posteriormente € inserido no leitor, a reagao da atividade
enzimatica com a amostra de saliva gera uma cor que é proporcional a quantidade de
moléculas de alfa-amilase detetadas na amostra (Figura 9). A vantagem desse
biossensor € a alta precisdo o que permite uma informagao real dos niveis de alfa

amilase nas amostras.

Figura 9. Esquema e Biossensor para detecao de alfa-amilase. Adaptado de
Shetty et al, 2011 (42).

Outro dos dispositivos identificados é o IMPOD (Integrated Microfluidic Platform

for Oral Diagnostics), um dispositivo microfluidico portatil para detetar biomarcadores

da doenga periodontal, através de imunoensaios com chip microfluidicos (Figura 10).
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A partir da eletroforese, € quantificado a concentracdo de analitos nas amostras em
volumes reduzidos, constituindo uma vantagem do uso de técnicas microfluidicas. O
chip microfluidico € acoplado a estruturas eletrénicas (micro e nanoscalas) e a um
software para a aquisigdo e geragédo desses dados em informagdo. A utilizacédo de
tecnologias em micro e nano escalas permitiu o desenvolvimento dos testes
conhecidos como “lab-on-a-chip” (40). A vantagem é um processamento das amostras

rapido com um volume muito pequeno.

LIF
Detection
Systems
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Voltage
Power
Supplies

Power

Figura 10. Plataforma do IMPOD para analise de biomarcadores. Adaptado
de Herr et al, 2007 (40).

O OFNASET (Oral fluid nanosensor test) € uma tecnologia recente que
funciona através de uma plataforma que combina tecnologias de ponta, como por
exemplo, monocamadas automontadas, microfluidos e biotecnologia. Além disso, é
uma técnica recente, de facil uso, barata e automatizada que consegue detetar 6
biomarcadores em 15 minutos, com o objetivo de detetar multiplos biomarcadores
para cancro oral. Esses biomarcadores sao proteinas salivares (thioredoxina e IL-8) e
mRNA salivares de (SAT, ODZ, IL-8, e IL-1b) (43). E uma técnica muito sensivel e
especifica, pois quanto mais biomarcadores identificados para uma determinada
doencga, maior a precisdo dos resultados e consequentemente o diagnédstico. O
OFNASET consiste num chip com um conjunto de sensores para a detegao
eletroquimica desses biomarcadores atraves da ligacdo do mRNA ou proteinas alvo
na superficie do sensor. Permite assim um rastreio de pacientes com potencial de
desenvolvimento de cancro oral, servindo de indicagao para a realizacdo de uma

bidépsia num estagio mais precoce do cancro.
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Figura 11. Sistema eletromecanico integrado OFNASET. Adaptado de Gau &
Wong, 2007 (43).

De realgar que os testes IMPOD, OFNASET e OralDisk sédo dispositivos
microfluidicos que utilizam alta tecnologia associadas a |A, a permitir o
aperfeicoamento de diagndstico de varias doengas que ha tempos atras parecia
impossivel de acontecer. Isso se deve gragas as grandes inovagdes tecnologicas e
aprimoramento de técnicas. S&o tecnologias caras e que necessitam de profissionais
na area de engenharia informatica, pois os dados gerados precisam ser convertidos
em informacao util. Isso € uma das desvantagens, pois implica em um grande
investimento financeiro. Porém observa-se que esta comegar a ganhar importancia.
Tem-se verificado um aumento do desenvolvimento de novos testes e também
corregdes para aperfeigcoar e melhorar os testes de diagnéstico ja existentes. Outra
desvantagem ¢ a dificuldade em utilizacdo pelos médico-dentistas. Os bionformaticos
precisam desenvolver técnicas para facilitar a compreensao e leituras dos resultados
para que possa ter uma maior aceitagao pelos profissionais de saude, uma vez que
eles que sdo responsaveis pela aplicabilidade desses testes na rotina diaria do
consultério odontolégico. Neste trabalho foi observado um grande avancgo
relativamente aos tipos de testes de diagndstico e a inovacgao das técnicas utilizadas
ao longo dos anos.

Para o desenvolvimento de biossensores como PoC ou LOC sao necessarios
considerar alguns aspetos, como por exemplo, dispositivos portateis, baratos, simples
de usar e com alta sensibilidade e especificidade a fim de permitir o acesso a grande
numero de pessoas com o objetivo de rastreio e monitorizagdo de doengas. Com o

auxilio da IA e do machine learning (area da IA que desenvolve e estuda algoritmos
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estatisticos baseado na ideia que os sistemas podem aprender através de dados e
executar tarefas com reduzida intervengdo humana) esses testes tornam-se viaveis e
a cada dia mais detalhado. Os biossensores quando integrados a um dispositivo,
ocorre a transferéncia e conversao dos dados e/ou espectros em informacéao util para
o profissional de saude, seja médico ou médico dentista. Toda a informagao gerada
auxilia na tomada de decisdes e na intervengao terapéutica e tem por objetivo a
detecdo precoce e monitorizagcdo de pacientes a fim de determinar um tratamento

especifico e personalizado a cada pessoa.
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6. CONCLUSAO

Os testes de diagnésticos em saliva estdo em grande desenvolvimento, porém
ainda ha muito mais a evoluir. Foi realizado um levantamento dos testes de
diagnostico aplicados a medicina dentaria e as areas mais envolvidas foram
periodontites, peri-implantites e cancro oral. Foi observada uma evolugdo nas
tecnologias envolvidas nos testes, principalmente na quantidade de biomarcadores
analisados, como por exemplo os testes que possuem apenas um biomarcador. O
ideal seriam desenvolver testes com mais biomarcadores presentes para identificacao
de doencas e utilizar cada vez mais a seletividade global, a fim de determinar um
‘impressao digital” com detalhes especificos das amostras analisadas As
desvantagens do uso da medicina de precisdo com recurso aos testes salivares sdo
a necessidade de profissionais qualificados que possam identificar as informacdes
geradas como por exemplo os bioinformaticos e engenheiros de informatica que
possam desenvolver softwares para a interpretacdo desses dados. Isso obriga a
gastos avultados para a formagéo desses profissionais o que encarece os produtos.
Ha ainda um grande custo que € a tecnologia a ser utilizada e materiais caros. O
meédico dentista também deve ser treinado para o uso dessas tecnologias, pois se eles
nao souberem utilizar, ndo tera aplicabilidade clinica. Outra questdo a considerar é
que como o uso da saliva € algo recente, ainda ndo foram estabelecidos valores de
referéncia para os biomarcadores na saliva para ser considerada saudavel, como por
exemplo o0 que ocorre nas analises sanguineas na qual temos um valor padréo de
saude e o que estiver fora desses valores sao considerada doencgas. Os estudos
apenas realizam comparagdes entre saudaveis e doentes, porém nao se sabe sobre
os valores para o limite entre a transicido da saude para a doenca. Isso se deve ao
interesse econémico e fins comerciais dos laboratérios e empresarios para os testes
salivares. Serao necessarios estudos futuros para validacdo de novos testes de
medicina dentaria de precisdo com o objetivo de otimizar, personalizar e diminuir
efeitos colaterais de tratamentos. Além disso, precisa também de aprimorar as
técnicas utilizadas para melhorar a eficacia de diagnéstico e facilitar a aplicabilidade

dos testes.
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