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RESUMO 

 

 

O presente estudo teve como objetivo comparar o metaboloma salivar de 

pacientes com diagnóstico de câncer bucal ao de pacientes sem histórico de 

neoplasias malignas. As amostras de interesse foram obtidas por meio da coleta 

de saliva em dois grupos: Grupo 1 – CCE: constituído de pacientes diagnosticados 

com carcinoma de células escamosas que deram entrada para tratamento 

antineoplásico; e Grupo 2 – Controle: constituído de pacientes sem histórico de 

neoplasias malignas, emparelhados por idade e sexo aos pacientes do Grupo 1. Os 

pacientes de ambos os grupos passaram por avaliação do perfil tabágico e grau de 

dependência nicotínica. As amostras de saliva foram analisadas no Laboratório 

Demspter de espectrometria de massas do Departamento de Engenharia Química 

da Escola Politécnica da USP por meio de cromatógrafo gasoso acoplado a um 

espectrômetro de massa (GC-MS). As análises estatísticas foram realizadas por 

meio da análise de componentes principais (PCA), testes de Mann-Whitney e 

Kruskal-Wallis. O nível de significância adotado foi o valor convencional de 5%. 

Ao todo foram encontrados 467 metabólitos. Desses compostos, 3 foram 

expressos apenas no grupo CCE, sendo eles: glicina, ácido glioxílco e ácido 

oxovalérico. A glicina mostrou ligação biossintética com a serina e correlação 

com a proliferação nas células cancerígenas. O ácido glioxílico e seu efeito 

antiproliferativo, foi utilizado com fins terapêuticos no câncer de cólon. Não 

foram encontrados estudos relacionando o ácido oxovalérico com câncer. Devido 

a sua propriedade acidogênica, sugerimos que este cetoácido possui ligação com 

a acidificação no microambiente tumoral. A maior parte dos metabólitos 

significativos foram aminoácidos, que é um importante fator na carcinogênese 

pela função de síntese de proteínas, ácidos nucleicos, lipídios e ATP.  Embora 

tenha sido utilizada amostra de conveniência para o presente estudo, os resultados 

demonstraram sinais promissores para a quantificação de metabólitos 

estatisticamente significativos identificados e relacionados aos processos 

metabólicos do câncer bucal.  

 

 

Palavras-chave: Metabolômica. Câncer bucal. Saliva. Cromatografia gasosa 

Espectometria de massas. 

 

 



   

Rodrigues NS. Salivar metabolomic study in patients with oral cancer 

diagnosis.[dissertation].São José dos Campos (SP):São Paulo State University 

(Unesp), Institute of Science and Technology; 2020. 

 

 

ABSTRACT 

 

 

The present study aimed to compare the salivary metabolome of patients 

diagnosed with oral cancer to patients with no history of malignant tumours. The 

samples of interest were obtained through the collection of saliva in two groups: 

Group 1 - CCE: comprised patients diagnosed with squamous cell carcinoma who 

were admitted for antineoplastic treatment; and Group 2 - Control: comprised 

patients with no history of malignant neoplasms, matched by age and sex to 

patients in Group 1. Patients in both groups were submitted to the assessment of 

their smoking profile and degree of nicotine dependence. The salivary samples 

were analysed in the Dempster Mass Spectrometry Laboratory from the Chemical 

Engineering Department, Polytechnic School of USP by means of gas 

chromatograph coupled to mass spectrometer (GC-MS). Statistical analyses were 

performed through the principal component analysis (PCA) tool, Mann-Whitney 

and Kruskal-Wallis tests. The level of significance adopted was the conventional 

value of 5%. Altogether, 467 metabolites were found. Of these compounds, 3 were 

expressed only in the CCE group: glycine, glyoxylic acid, and oxovaleric acid. 

Glycine showed a biosynthetic link with serine and correlation with proliferation 

in cancer cells. Glyoxylic acid and its antiproliferative effect have been used for 

therapeutic purposes in colon cancer. No studies were found relating oxovaleric 

acid to cancer. Due to its acidogenic property, we suggest that this keto acid might 

be linked to acidification in the tumour microenvironment. Most of the significant 

metabolites were amino acids, which are important factors in carcinogenesis due 

to protein synthesis, nucleic acids, lipids, and adenosine triphosphate (ATP). 

Although the convenience sample used for the present study, the results show 

promising signs for the quantification of statistical significant metabolites 

identified and related to the metabolic processes of oral cancer. 

 

 

 

Keywords: Metabolomics. Oral cancer. Saliva. Gas chromatography-mass 

spectrometry.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O carcinoma de células escamosas (CCE) representa cerca de 90% de 

todos os cânceres de cabeça e pescoço, sendo o décimo sexto câncer mais comum 

em todo o mundo (Jemal et al., 2007; Lang et al., 2013). Segundo o Instituto 

Nacional do Câncer (INCA), o câncer bucal é a quarta neoplasia maligna que mais 

afeta os homens na região sudeste do país, sendo a maioria dos diagnósticos 

realizados em estágios avançados da doença. Em 2020 foram estimados 15.190 

novos casos, sendo 11.180 em homens e 4.010 em mulheres. Em relação à 

mortalidade relacionada a essa neoplasia, foram contabilizadas 5.898, sendo 

4.672 em homens e 1.226 em mulheres (Instituto Nacional do Câncer, 2020).  

Fatores intrínsecos e extrínsecos estão relacionados à etiopatogenia do 

câncer bucal, sendo o tabaco associado ao etilismo considerado o principal fator 

etiológico (Blot et al., 1988); porém, os mecanismos patológicos ainda não são 

totalmente compreendidos (Chen,Yu, 2019). As células cancerígenas possuem 

vias metabólicas e produtos intermediários alterados, sendo assim, os processos 

metabólicos diferem das células normais (Mikkonen et al., 2016; Rai et al., 2018). 

De maneira geral, estudos que utilizam as “ômicas” como metodologia de 

investigação têm possibilitado a avaliação de um gene específico ou ainda, a 

avaliação de um grupo de genes, em função dos metabólitos e substâncias 

endogenamente produzidas ou, em função das substâncias produzidas ao longo 

das vias metabólicas de fármacos  (Lindon, Nicholson, 2014). 

Com os avanços na pesquisa científica e o desenvolvimento de novas 

técnicas, outras frentes de estudo das “ômicas”, além da biologia molecular por 

meio da genômica e transcriptômica, têm se destacado. Dentre elas, o estudo de 

metabólitos que compõem os biofluidos, têm sido de grande valia na identificação 

de possíveis biomarcadores (Bessonneau et al., 2017; Washio et al., 2016). 
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A metabolômica, chamada também de perfil metabólico, é a mais recente 

das tecnologias "ômicas”, sendo um estudo sistêmico dos metabólitos gerados a 

partir dos processos do metabolismo, definida como resposta metabólica 

multiparamétrica dos sistemas vivos frente a estímulos pato-fisiológicos ou 

modificações genéticas. Consiste na análise de um grupo de metabólitos de baixo 

peso molecular presentes em um organismo vivo, que por muitas vezes são 

produtos finais de expressões gênicas (Mikkonen et al., 2016; Zhao, 2013).  

A metabolômica entrega uma descrição analítica dos metabólitos 

presentes em uma amostra biológica, tendo como principal objetivo identificar 

novos biomarcadores metabólicos, atuando na detecção de vias metabólicas 

alteradas que, por muitas vezes indicam a presença de determinadas patologias 

(Beger, 2013; Nicholson, Lindon, 2008).  

O estudo das metabolômicas pode ser realizado em amostras de tecido e 

de biofluídos (Rai et al.,2018; Shin et al., 2016). Urina e sangue são os fluídos 

corporais mais usuais, sendo suco pancreático, fluído cérebroespinhal e saliva as 

amostras mais recentemente utilizadas (Alves, 2016; Mandel et al., 1967).  

A avaliação das amostras é feita através de técnicas analíticas do estado 

da arte, tal como espectrometria de massa acoplada a cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC-MS), espectrometria de massa acoplada a cromatografia gasosa 

(GC-MS) e espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) (Markley et 

al., 2017; Rai et al., 2018).  

Espectrometria de massa (MS) é uma técnica analítica que ioniza espécies 

químicas e classifica os íons com base na sua taxa de massa e carga, produzindo 

um espectro de massa; geralmente é associada à cromatografia ou outras técnicas 

de separação para melhoria na determinação e capacidade de resolução de massa 

(Ohshima et al. 2017; Ye et al. 2014). A aplicabilidade dessas técnicas foi 

demonstrada em diferentes condições patológicas, tais como doenças renais 
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crônicas, carcinoma hepatocelular e cânceres colorretais (Alves, 2016; Beger, 

2013). 

As concentrações dos metabólitos variam frequentemente em resposta a 

um tratamento ou doença em questão. Os biomarcadores carregam informações 

sobre os locais acometidos e mecanismos da doença, além de atuarem como 

indicadores para suscetibilidade individual ou como sinalizador de alguma 

patologia já existente (Nicholson, Lindon, 2008). 

A metabolômica tem sido aplicada amplamente em estudos relacionados 

ao câncer, bem como em sua fisiopatologia, na resposta ao tratamento e 

principalmente na descoberta de biomarcadores com a finalidade de rastreamento 

ou diagnóstico precoce (Backshall et al., 2011; Roodhart et al., 2011; Tan et al., 

2012; Weaver et al., 2012; Ye et al., 2012).  No estudo de Sugimoto et al. (2010) 

foram identificados vinte e oito metabólitos diferenciais nas amostras de saliva de 

pacientes com diagnóstico de câncer bucal em relação às amostras de controle, 

além de níveis significativamente mais elevados de poliaminas, taurina e 

piperidina no grupo de estudo.  

A metabolômica salivar também foi aplicada em estudo para o diagnóstico 

precoce e monitoramento da evolução de acordo com o estadiamento de pacientes 

com CCE bucal (Wang et al., 2014a). 

A saliva é um fluído biológico ligeiramente ácido (pH 6.0–7.0), 

constituído por água (99%), proteínas (0,3%), substâncias inorgânicas (0,2%) e 

substâncias orgânicas (Liu, Duan, 2012). Possui uma variedade de compostos, 

como proteínas/peptídeos, ácidos nucléicos, eletrólitos, hormônios e uma 

variedade de imunoglobulinas (Chiappin et al., 2007; Humphrey, Williamson, 

2001).  

A saliva é secretada pelas glândulas salivares maiores e menores, sendo 

que até 90% do volume total é secretado pelas glândulas salivares maiores 

(Humphrey, Williamson, 2001). Sua principal função, além de iniciar o processo 
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digestivo, auxiliando na deglutição, lubrificação e promoção da degustação, é 

atuar como barreira protetora contra patógenos e toxinas (Humphrey, Williamson, 

2001). 

Por ser um biofluído de coleta fácil, simples, não invasivo e de baixo 

custo, a saliva apresenta-se com alto potencial de monitoramento da saúde e vem 

despertando grande interesse na comunidade científica (Bessonmeau et al., 2017; 

Washio et al., 2016). A avaliação de seus metabólitos, através de marcadores 

específicos, pode permitir o monitoramento de resultados terapêuticos, 

diagnóstico e progressão de doenças (Mikkonen et al., 2016; Zhang et al., 2012).   

O estudo da metabolômica salivar demonstrou ser uma ferramenta útil 

para o diagnóstico de diversas doenças sistêmicas e outras neoplasias malignas, 

incluindo a síndrome de Sjögren (Hu et al., 2010; Mikkonen et al., 2013), câncer 

de mama (Bigler et al., 2002), câncer de pulmão (Xiao et al., 2012; Zhang et al., 

2012) e câncer pancreático (Lau et al., 2013; Sugimoto et al., 2010). 

A literatura sugere que a abordagem metabolômica pode apresentar-se 

como complementar ao exame clínico, contribuindo para melhorar o diagnóstico 

e o prognóstico de diversas doenças (Wei et al., 2011). A elucidação das 

alterações metabólicas no câncer de boca é de grande importância, seja  para a 

identificação de novos biomarcadores bem como a compreensão do 

desenvolvimento e progressão da doença (Chen, Yu, 2019).   

Ressalta-se que para os pacientes com câncer, o diagnóstico precoce está 

diretamente relacionado a um melhor prognóstico. Assim sendo, a detecção das 

vias metabólicas alteradas, bem como seus respectivos biomarcadores, podem 

fornecer o diagnóstico de câncer em seu estágio inicial, aumentando as chances 

de um prognóstico favorável, proporcionando um aumento da taxa de sobrevida, 

consequentemente contribuindo para tratamentos menos mutilantes, preservando 

assim também a qualidade de vida do paciente. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar o metaboloma salivar de pacientes com diagnóstico de câncer 

bucal e de pacientes sem histórico de neoplasias malignas. 

 

 

2.1.1 Objetivos específicos 

 

 

a) identificar possíveis biomarcadores relacionados ao CCE; 

b) identificar, interpretar e comparar os metabólitos endógenos na                                              

saliva dos pacientes diagnosticados com câncer bucal e de pacientes 

sem histórico de neoplasias malignas.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Comitê de ética 

 

 

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Instituto de Ciência e Tecnologia do Campus de São José dos Campos (ICT), 

Unesp, como parte do estudo “Tabagismo e sua interrelação com leucoplasia e 

carcinoma de células escamosas bucal: análise metabolômica e 

citomorfogenética”, parecer número 3.334.281/2019 (ANEXO B).  

Após terem sido esclarecidos sobre as condições deste trabalho, os 

pacientes que aceitaram participar da pesquisa como voluntários, assinaram o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) em duas vias, sendo uma 

do pesquisador (APÊNDICE A). 

 

 

3.2 Seleção das amostras 
 

 

As amostras de interesse foram obtidas por meio da coleta de saliva, entre 

dois grupos: 

 

 

3.2.1 Grupo 1 – CCE 

 

 

Constituiu-se de pacientes, com idade acima de 18 anos, com diagnóstico 

de CCE bucal que deram entrada para tratamento antineoplásico nos serviços de 
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Cirurgia de Cabeça e Pescoço do Hospital Municipal José Carvalho de Florence 

na cidade de São José dos Campos/SP, do Hospital e Maternidade Celso Pierro 

da Pontifícia Universidade Católica de Campinas/SP (PUC-Campinas) e do 

Hospital Municipal Mário Gatti de Campinas/SP. 

 

 

3.2.2 Grupo 2 – controle 

 

 

Constituiu-se de pacientes atendidos no ICT Unesp, pareados por idade e 

sexo aos pacientes do Grupo CCE, sem histórico de neoplasias malignas.  

Para o Grupo CCE foram considerados como critérios de inclusão: 

pacientes acima de 18 anos diagnosticados com CCE, fumantes, ex-fumantes e 

não fumantes. Os critérios de não inclusão: pacientes previamente submetidos a 

qualquer tipo de tratamento antineoplásico, quer seja cirurgia, radioterapia e/ou 

quimioterapia em qualquer órgão ou sistema, bem como casos de CCE de lábio. 

Para o Grupo Controle foram considerados como critérios de inclusão: 

pacientes acima de 18 anos sem histórico de neoplasias malignas. Os critérios de 

não inclusão foram os mesmos adotados para o grupo de estudo. 

 

 

3.3 Exame clínico 
 

 

Todos os pacientes foram submetidos ao exame físico extra e intra-bucal 

e responderam ao questionário sob forma de entrevista, no qual foram abordadas 

questões como a frequência e quantidade consumida de cigarros e bebidas 

alcoólicas. Nos casos dos pacientes com CCE, foi anotado o estadiamento clínico 

(TNM) e o tratamento oncológico ao qual o paciente seria submetido – dados 
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esses coletados do prontuário médico. Os dados obtidos foram armazenados em 

uma ficha de coleta (APÊNDICE B). 

 

 

3.4 Avaliação do perfil tabágico e grau de dependência nicotínica 

 

 

Para a análise do perfil tabágico foram analisados dados referentes ao 

consumo de tabaco, o tipo de cigarro consumido, a quantidade e tempo de 

consumo. A carga tabágica, ou seja, a quantificação de quanto o indivíduo fumou 

até a presente data, foi calculada por meio do cálculo da relação anos/maço (pack-

years) que é o número de cigarros fumados por dia, dividido por vinte e 

multiplicado pelo número de anos que o indivíduo fumou (Reichert et al., 2008). 

Foram consideradas as seguintes definições relacionadas ao consumo de 

tabaco: 

 

a) tabagistas ativos ou fumantes: indivíduos que fumaram ao menos 100 

cigarros durante a vida e que, durante o período em que foi realizada a 

entrevista, permaneciam fumando diariamente ou ocasionalmente; 

b) não fumantes: indivíduos que nunca fumaram ou fumaram menos que 

100 cigarros durante a vida e que não estavam fumando no período em 

que foi realizada a entrevista; 

c) ex-fumantes: indivíduos que fumaram ao menos cem cigarros na vida e 

que não estavam fumando no período em que foi realizada a entrevista 

(Reichert et al., 2008). 

 

A avaliação da dependência nicotínica foi realizada por meio do Teste de 

Fagerström para Dependência a Cigarros (TFDC), composto por seis questões que 
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são pontuadas segundo as respostas. De acordo com a pontuação obtida, os 

pacientes são incluídos em cinco categorias distintas em relação à dependência 

nicotínica: muito baixa (0 a 2 pontos), baixa (3 a 4 pontos), moderada (5 pontos), 

elevada (6 a 7 pontos) e muito elevada (8 a 10 pontos) (Heatherton et al., 1991; 

Fagerström, 2012) (APÊNDICE B). 

 

 

 

3.5 Coleta de saliva 

 

 

As coletas das amostras de saliva foram realizadas no período da manhã 

para minimizar os efeitos das variações salivares na sua composição. Foram 

realizadas em no mínimo 60 minutos após a ingestão de alimentos e em no 

mínimo 12 horas após consumir bebidas alcoólicas. Os pacientes foram instruídos 

a não ingerirem quaisquer alimentos, nem realizar escovação dentária, pelo tempo 

mínimo de duas horas, antes dos procedimentos de coleta da saliva. 

Para a coleta de saliva, os indivíduos permaneceram sentados de forma 

ereta, em ambiente arejado e calmo. A coleta da saliva foi feita de forma não 

estimulada e sem esforço em um tubo plástico descartável (Falcon®, Rio de 

Janeiro) de acordo com o método modificado de Navazesh (Navazesh et al., 

2008). Os pacientes foram orientados a expectorar 3 mL de saliva nos tubos 

plásticos. Após a coleta, os tubos foram fechados e transportados submersos por 

gelo em um bolsa térmica por um período de no máximo 1 hora até o laboratório 

e armazenados a -80°C até o momento da análise. 
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3.6 Metaboloma 

 

 

A análise do metaboloma salivar das amostras foi realizada no Laboratório 

Dempster de Espectrometria de Massas do Departamento de Engenharia Química 

da Escola Politécnica da Universidade de São Paulo, Poli-USP. 

As amostras de saliva foram descongeladas à temperatura ambiente, e 

300μL secos em aparelho Speedvac. Posteriormente, foram adicionados 300 μL 

de metanol, agitados em agitador do tipo vórtex por 2 segundos(s), e novamente 

secados em aparelho Speedvac. Seguido ao processo de extração, foi realizada a 

derivatização adicionando a cada eppendorf 150 μL de partes iguais de uma 

solução de bistrimetilsilil-trifluoroacetamida (250 μL) e uma mistura de 

solventes: acetonitrila (125 μL), diclorometano (100 μL) e ciclohexano (25 μL) 

(v/v 5:4:1) com 5% de trietilamina (25μL), homogeinizado em agitador do tipo 

vórtex novamente por 2 s e mantida em banho térmico a 60°C por 1 hora. As 

amostras foram retiradas do banho térmico e novamente agitadas e centrifugadas 

(13000 rpm por 2 s). O sobrenadante foi transferido para um tubo Vial com insert 

(CMS 123TAT, Brasil) transparente de 2 mL com tarja, para posterior injeção de 

2 μL da amostra em cromatógrafo gasoso acoplado a um espectrômetro de massas 

(GC-MS, QP 2010Plus, Shimadzu do Brasil), coluna DB-1, 50 m de 

comprimento, diâmetro interno de 0,32 mm e espessura de filme de 1,20 μm 

(Alves, 2016). 

As amostras foram submetidas às seguintes condições:  

 

a) temperatura do injetor de 280°C;  

b) temperatura inicial da coluna de 50°C;  

c) taxa de aquecimento de 5°C por min até 300°C, permanecendo a essa 

temperatura por 10 min;  

d) tempo total de corrida de 60 min;  
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e) temperatura da fonte de ionização de 300°C; 

f) corte de solvente de 5 min; e temperatura de interface de 290°C (Alves, 

2016). 

 

Dessa forma, um cromatograma de íons total (TIC) com intervalo de 

massa de 40 a 600 Da foi obtido. A segunda etapa consistiu em uma nova extração 

seguida de derivatização com hexano para extração das moléculas apolares 

presentes na saliva. Foi adicionado 1 mL de hexano à amostra no tubo plástico e 

agitado em agitador do tipo vórtex por 2 s. Foi acrescentado 200 μL de solução 

de hidróxido de sódio metanólico 2 N sob agitação. O tubo foi colocado por 20 s 

em um banho à 50°C com agitação manual por um minuto. Foi adicionado 200 

μL de solução de ácido clorídrico metanólico (2N) com agitação em agitador do 

tipo vórtex por 2 s, seguida de centrifugação. Houve a formação de duas fases, 

sendo a fase superior à camada orgânica que contém lipídios esterificados 

solubilizados em hexano. O produto sobrenadante dessa reação foi transferido 

para um novo eppendorf, seco em aparelho Speedvac, onde foi resuspendido em 

250 μL de hexano. O novo produto sobrenadante foi transferido para um tubo 

Vial, por meio de uma micropipeta eletrônica para posterior análise de GC-MS, 

sob as mesmas condições anteriores (Figura1) (Alves, 2016). 
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Figura 1 - Processo de extração e derivatização de metabólitos salivares 

 

 

Fonte: Alves, 2016. 

 

 

3.7 Análise estatística 
 

 

Os dados clínicos foram analisados a partir da descrição de variáveis 

categóricas com contagens e proporções, foram descritas variáveis quantitativas 

de distribução normal e assimétrica como média, desvio-padrão ou mediana 

(intervalo interquartil), respectivamente. Para consideração da normalidade, foi 

utilizada inspeção visual de histogramas ou aplicação de teste de normalidade 

D’agostino et al. (1990), quando adequado. Consideramos o nível de significância 

de 5% (p<0.05) para todos os testes estatísticos. As análises estatísticas dos dados 
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foram realizadas com a utilização do software R (R Foundation, Vienna, Austria) 

(Horton; Kleinman, 2015, Horton, Kleinman, 2010, Boshnakov, 2012).  

Para verificar a associação entre variáveis categóricas em tabelas de 

contingência maiores que 2x2 foi utilizado o teste exato de Fisher-Freeman-

Halton, e o teste t-Student para comparação de variáveis quantitativas de 

distribuição normal entre 2 grupos independentes. 

Para a comparação de variáveis quantitativas com distribuição assimétrica – 

ou quando o tamanho da amostra observada era consideravelmente reduzido nos 

grupos – foi utilizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis. 

Foi utilizado também para pesquisa dos metabólitos a base de dados The 

Human Metabolome Data Base version 4.0 (HMDB, 2020). 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Caracterização da amostra 

 

 

Foram coletadas 86 amostras ao todo, sendo 39 de pacientes pertencentes 

ao Grupo CCE e 47 pertencentes ao Grupo Controle.  

As amostras analisadas foram de 44 indivíduos, divididas em 22 do Grupo 

CCE e 22 do Grupo Controle. Algumas amostras de ambos os grupos não foram 

incluídas. Do Grupo CCE, 4 por falta de informação e 13 não foram válidas. As 

amostras do Grupo Controle foram emparelhadas por sexo e idade, perfazendo 22 

amostras analisadas (Figura 1). 

Em relação ao sexo, ambos os grupos foram compostos por 5 (23%) 

voluntários do sexo feminino e 17 (77%) do sexo masculino. 
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Figura 2 - Fluxograma esquemático com os componentes da amostra 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.2 Análise dos dados clínicos 
 

 

A análise dos dados clínicos  está apresentada abaixo de forma descritiva. 

 

 

4.2.1 Pacientes do Grupo CCE 

 

 

Os 22 pacientes do Grupo CCE apresentaram faixa etária de 35-80 anos e 

idade média de 56,3 ± 10,3 anos. 
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Em relação ao tabagismo, 15 (68,2%) responderam ser fumantes, 1 (4,5%) 

ex-fumante e 6 (27,3%) nunca fumaram. A média de cigarros fumados por dia foi 

de 18,2 ± 13,7 cigarros, o tempo de consumo de cigarros foi de 27,7 ± 21,9 anos, 

e a média da carga tabágica foi de 35,1 ± 13,7 maços/ano.  

O TFDC realizado para os pacientes fumantes revelou uma média de 3,9 

± 3,1 pontos que representa  baixo nível de dependência nicotínica (Fagerström, 

2012). 

Em relação ao estágio de câncer dos pacientes, 11 (50%) foram 

diagnosticados no estágio 4, 3 (13,6%) no estágio 3, 5 (22,7%) no estágio 2, 1 

(4,5%) no estágio 1; 2 (9%) pacientes sem informação no prontuário. 

 

 

4.2.2 Pacientes do Grupo Controle 

 

 

Os 22 indivíduos do Grupo Controle apresentaram média de idade de 55,1 

± 10,2 anos de 32 a 79 anos.  

Em relação ao tabagismo, 5 (22,7%) pacientes declararam ser fumantes, 4 

(18,3%) ex-fumantes e 13 (59%) nunca fumaram. A média de cigarros fumados 

ao dia foi de 9,5 ± 15,6 cigarros, o tempo de consumo de cigarros foi de 14 ± 18,1 

anos e a carga tabágica foi de 17,6 ± 32,4 maços/ano. O TFDC teve como média 

1,2 ± 2,3 pontos que representa nível muito baixo de dependência nicotínica 

(Fagerström, 2012). 
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4.2.3 Análise comparativa entre os grupos 

 

 

A análise dos dados demográficos de ambos os grupos e a relação quantos 

aos hábitos estão apresentados na Tabela 1. 

 

 

Tabela 1 - Descrição das variáveis dos grupos CCE e Controle 

 

Variáveis 
Grupo CCE 

n total = 22 

Grupo controle  

n total = 22 
   

Sexo   

Homens 17 (77%) 17 (77%) 

Mulheres 5 (23%) 5 (23%) 

Idade (anos) 56,3 ± 10,3 55,1 ± 10,2 

Cigarros/dia  18,2 ± 13,7 9,5 ± 15,6 

Tempo de uso (anos)  27,9 ± 23,0 14 ± 18,1 

Carga tabágica (maços/ano) 35,1 ± 13,7 17,6 ± 32,4 

TFDC (pontos)  3,8 ± 3,1 1,2 ± 2,3 
Fonte: Elaborado pela autora 
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4.3  Análise do perfil metabólico 

 

 

Foi utilizado o software R (R Foundation, Vienna, Austria) para a análise 

dos metabólitos de ambos os grupos CCE e controle.  

Todos os metabólitos salivares foram colocados em um diagram de Venn 

para a avaliação de distribuição por grupo. A partir desse diagrama (Figura 3), 

observamos que o grupo que apresentou maior número de metabólitos específicos 

foi o grupo CCE, que obteve 467 metabólitos, 3 compostos a mais que o grupo 

controle (Glicina, ácido glioxílico e ácido oxovalérico), o qual apresentou os 

mesmos 464 metabólitos presentes no grupo CCE. 

 

 

Figura 3 - Diagrama de Venn para os metabólitos salivares dos grupos CCE e 

controle 

 

  

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Após a separação dos metabólitos em cada grupo, foi realizada a análise de 

componentes principais (PCA) aplicando-se um filtro para os metabólitos de 

intersecção entre os grupos. Autovalores maiores que 1 foram considerados como 

o número de componentes principais. 

 

 

Tabela 2 - Auto-valores e porcentagem (%) de variabilidade na análise de 

componentes principais dos metabólitos salivares do grupo CCE e grupo controle 

 

Componente Auto-valor % variabilidade 

1 12,35 45 

2 11,43 36 

3 10,32 35 

4 9,55 42 

5 8,76 34 

6 7,97 67 

7 6,65 78 

8 5,32 65 

9 4,67 77 

10 3,21 72 

Fonte: Elaborado pelo autora. 
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Figura 4 - Análise de PCA dos metabólitos salivares - Plano fatorial 1 – Grupo 

controle e grupo CCE 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 5 - Análise de PCA dos metabólitos salivares - Plano fatorial 2 – Grupo 

controle e grupo CCE 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

 

Realizamos a análise estatística da quantificação relativa de cada 

metabólito salivar e, para abrangermos aqueles que estavam presentes em ao 

menos 80% da amostra, utilizamos um filtro com esse percentual. As tabelas 3 e 

4 mostraram apenas os metabólitos salivares que foram estatisticamente 

significantes, comparando os grupos CCE e controle. Foi utilizado o teste de 

Mann-Withney para ambos os grupos. 
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Tabela 3 - Valores referentes à média, mediana e desvio padrão da concentração 

dos metabólitos salivares em comum para os grupos CCE e controle e, valor-p do 

teste de Mann-Whitney 

 

 

Metabólito Salivar 

Grupo CCE Grupo Controle 

Média Mediana DP Média Mediana DP valor-p 

Dimetilglicina 5,55 5,46 2,44 15,76 8,43 3,12 <0.0001 

Ácido glioxílico 4,44 4,76 1,56 10,45 2,56 2,58 <0.0002 

Ácido glicólico 6,89 2,36 1,67 17,56 3,88 1,09 <0.0001 

Sarcosina 3,67 0,87 3,11 18,45 4,55 3,55 <0.0001 

Dihidroxiacetona 4,32 10,34 2,44 34,7 2,98 4,12 <0.0001 

Ácido benzóico 5,67 10,51 3,11 11,8 5,22 3,12 <0.0001 

Ácido octanóico 8,99 25,65 1,23 9,76 8,45 2,58 <0.0002 

Ácido nicotinico 5,55 9,66 2,44 17,89 8,77 0,75 <0.0004 

Ácido fenilacético  4,44 2,36 1,56 3,78 1,35 1,25 <0.0001 

Ácido pelargônico 6,89 31,8 1,67 21,24 12,87 1,55 <0.0001 

Ácido caprico  5,77 0,87 1,09 2,55 2,33 1,45 <0.0001 

O-fosfoetanolamina  3,67 10,34 3,11 15,76 11,31 0,65 <0.0002 

Trietanolamina  11,56 10,51 1,23 10,45 1,23 2,35 <0.0002 

Ácido ureidopropiônico 33,87 29,3 1,45 28,56 21,21 1,45 <0.0004 

Ácido Láurico  21,78 19,56 1,21 18,45 12,67 0,65 <0.0001 

Ribulose 45,78 41,23 0,87 34,7 23,1 2,35 <0.0001 

Ribonolactona 13,56 11,54 2,13 11,8 12,6 0,32 <0.0001 

2-Fosfato de glycerol 3,45 3,74 0,23 10,7 8,54 0,65 <0.0002 

2-desoxilglucose 4,90 2,56 2,10 2,89 1,23 1,45 <0.0003 

Arginina 6,88 5,61 2,56 2,67 2,31 2,35 <0.0001 

Ornitina 4,66 1,44 3,43 1,56 1,81 0,65 <0.0002 

Mevalonolactona 21,78 19,56 1,21 18,45 12,67 0,65 <0.0001 

Legenda: DP: desvio padrão. 

Fonte: Elaborada pela autora.  

       

 

 

 

 

 

 

https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0001882
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0001870
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0001488
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0000847
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0032538
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Tabela 4 - Valores referentes à média, mediana e desvio padrão da concentração 

dos metabólitos salivares em comum para os grupos CCE e controle e, valor-p do 

teste de Mann-Whitney 

 
 

Metabólito Salivar 

Grupo CCE Grupo Controle 

Média Mediana DP Média Mediana DP valor-p 

2-Propil-5-hidroxiácido pentanoico 3,55 15,43 2,44 15,76 8,43 1,09 <0.0001 

Ácido citramálico  4,44 23,5 1,56 10,45 2,56 0,75 <0.0002 

Isovalerilglicina  5,77 11,31 1,09 28,56 2,11 1,55 <0.0004 

Eritrulose  3,67 10,21 3,11 18,45 4,55 1,45 <0.0001 

N-butirilglicina 4,32 14,67 2,44 34,7 2,98 0,65 <0.0001 

Ácido antranílico  5,67 11,3 3,11 11,8 5,22 2,35 <0.0002 

Ácido L-málico-13C4 8,99 3,56 1,23 9,76 8,45 0,65 <0.0002 

Ácido 2-aminooctanóico 2,55 23,5 2,44 17,89 8,77 1,09 <0.0001 

Di-hidrouracilo 4,44 12,43 1,56 3,78 1,35 1,25 <0.0001 

Ácido adípico  6,89 31,8 1,67 21,24 12,87 2,35 <0.0001 

Treitol 5,77 0,87 1,09 2,55 2,33 0,32 <0.0002 

N-acetilserina  1,67 10,34 3,11 15,76 11,31 0,65 <0.0003 

Isovaleroilglicina  11,56 10,51 1,23 10,45 1,23 1,45 <0.0001 

Éster 5-metílico do ácido glutâmico  32,7 25,65 2,31 17,56 3,56 0,23 <0.0001 

Ácido 3-aminoglutárico  33,87 29,3 1,45 28,56 21,21 2,10 <0.0004 

Meso-eritritol 21,78 19,56 1,21 13,56 12,67 1,12 <0.0001 

Ácido L-aspártico-d3 45,78 41,23 0,87 3,45 23,1 2,56 <0.0001 

Ácido L-aspártico 13,56 11,54 2,13 4,90 12,6 3,43 <0.0001 

Metionina 3,45 3,74 0,23 1,89 8,54 0,65 <0.0002 

Citosina 4,90 2,56 2,10 6,88 1,23 1,45 <0.0003 

5-Oxoprolina 1,89 3,71 1,12 0,88 2,44 0,65 <0.0001 

Ácido tiodiglicólico 6,88 5,61 2,56 2,67 2,31 2,35 <0.0001 

4-hidroxiprolina 4,66 1,44 3,43 1,56 1,81 0,65 <0.0002 

Ácido 3-metiladípico 21,78 19,56 1,21 18,45 12,67 0,65 <0.0001 

Legenda: DP: desvio padrão. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

       

  

https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0006293
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A carcinogênese é um processo complexo no qual ocorrem eventos 

celulares e moleculares que resultam na transformação de uma célula normal em 

uma célula neoplásica maligna (Hanahan,Weinberg, 2011; Klaunig, 2018). O 

processo de carcinogênese, que envolve intensa proliferação celular desordenada, 

necessita de grande quantidade de energia, para isso as células cancerígenas 

sofrem reprogramações metabólicas, a fim de acumular elementos como ácidos 

nucleícos, proteínas e lipídios (Cairns, 2011; Schulze, Harris, 2012), além de 

utilizarem redes metabólicas semelhantes aos tecidos normais dos quais têm 

origem (Jang et al., 2013). 

Para o presente estudo foram coletadas primeiramente as amostras de 

saliva de pacientes diagnosticados com CCE antes do início do tratamento 

antineoplásico, para depois serem coletadas, de forma a emparelhar conforme 

sexo e idade, as amostras de saliva dos pacientes do grupo controle. 

 Assim como na epidemiologia descrita na literatura, os pacientes 

diagnosticados com CCE em nosso estudo também se mostraram ser em sua 

maioria homens (77%), tabagistas (68,2%), na sexta década de vida (56,3 ± 10,3 

anos). Em relação ao estágio da doença no qual os pacientes do grupo CCE se 

encontravam no momento do diagnóstico, foi observado que 50% dos casos 

receberam o diagnóstico no estágio 4 e apenas 4,5% no estágio 1. É de suma 

relevância discutir o diagnóstico tardio de CCE em estágios mais avançados 

(Bandeira et al., 2017), sendo desfavorável o prognóstico da doença, qualidade de 

vida dos pacientes, alto custo do tratamento para o sistema de saúde e, não menos 

importante a sobrevida.  

Avaliando os hábitos tabágicos, o grupo CCE apresentou uma maior 

média de fumantes (50%) em relação ao grupo controle (22,7%), o qual mostrou 
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que a grande maioria dos participantes nunca fumaram (59%). A média de 

cigarros fumados por dia no grupo CCE também se mostrou mais elevada (18,2 

± 13,7) comparada ao grupo controle (9,5 ± 15,6), bem como o tempo de consumo 

em anos, o qual foi de 27,7 ± 21,9 anos no grupo CCE e 14 ± 18,1 anos no grupo 

controle, o que resultou consequentemente em uma maior carga tabágica no grupo 

CCE (35,1 ± 13,7 maços/ano) em comparação ao grupo controle (17,6 ± 32,4 

maços/ano). 

Quando aplicado o TFDC, o qual indica o nível de dependência nicotínica, 

foi revelado que no grupo CCE o nível foi baixo, sendo de 3,9 ± 3,1 pontos e 

muito baixo no grupo controle, 1,2 ± 2,3 pontos.  

Novas abordagens diagnósticas para CCE têm sido estudadas em busca de 

realizar o diagnóstico precoce e, a partir deste pensamento, atualmente, o câncer 

bucal é a doença maligna com maior número de estudos por meio da 

metabolômica salivar (Gardner et al., 2020).  A análise metabolômica fornece 

informações detalhadas sobre sistemas e insights relacionados ao estado de saúde 

em que o indivíduo se encontra (Fiehn, 2002; Spratlin et al., 2009; 

Lohavanichbutr et al., 2018).   

Um biomarcador de câncer refere-se a uma substância ou processo 

indicativo da doença no indivíduo, podendo ser um produto liberado pela própria 

neoplasia ou uma resposta específica do corpo frente à doença (Wagner, 

Srivastava, 2012). Gardner e seus colaboradores, através de uma revisão 

sistemática, demonstraram que existem na literatura aproximadamente 72 estudos 

que aplicam metabolômica à saliva humana, nos quais a maioria se concentrou na 

descoberta de biomarcadores de diversas doenças, como câncer bucal, doenças 

periodontais e Alzheimer (Gardner et al., 2020).  Em relação aos biomarcadores 

de CCE, foram descritos 49 metabólitos superexpressos: alanina, taurina, 

leucina/isoleucina, histidina, valina, triptofano, glutamato, treonina, carnitina, 

ácido pipecólico (Sugimoto et al., 2010); pipecolato, s-adenosilmetionina 
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(Ishikawa et al., 2016); lactato, ácido n-eicosanóico (Wei et al., 2011); 

propionilcolina, ácido succínico, ácido lático (Wang et al., 2014b); 1-metil-

histidina, 1,3,4-trifosfato de inositol, d1glicerato-2-fosfato, 4-nitroquilonina-1-

óxido, 2-oxoarginina, nitróxido de norcocaína, esfinganina-1-fosfato, 

pseudouridina (Sridharan et al., 2017); colina, ácido hidroxifenilacético, ácido 2-

hidroxi-4-metilvalérico, ácido 3-fenilático, ácido hexanóico, ácido octanóico, 

ácido tereftálico, butirobetaína, ácido 3-4-hidroxifenil-propiônico, ácido 3-

fenilpropiônico, ácido butírico, cadaverina, ácido 2-oxoisovalérico, trimetil-

lisina, ácido glicólico, ácido3-hidroxibutírico, ácido heptanóico (Oshima et al., 

2017); Guanosina-3-monofosfato, uracil, espermidina, 3-glicosil triptofa 

(Mukherjee et al., 2017); e 16 componentes subexpressos: 3-fosfoglicerato, 

carnosina, fosfoenolpiruvato, dihidroxiacetona fosfato (Ishikawa et al., 2016); 

gama-aminobutírico (GABA); fenilalanina, valina (Wei et al., 2011); 

acetilfenilalanina, carnitina, fitosfingosina (Wang et al., 2014b); glicina, prolina 

(Lohavanichbutr et al., 2018); ácido L-homociteico, ubiquinona, ácido 

neuramínico, valerato de estradiol (Sridharan et al., 2017) e ureia (Ohshima et al., 

2017). 

A análise metabolômica não direcionada foi aplicada neste estudo, sendo 

utilizada a técnica de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas 

(GC-MS), que permite a identificação dos metabólitos através de um banco de 

dados. As vantagens da espectrometria de massas são a alta sensibilidade e 

produtividade, permitindo a detecção e identificação de metabólitos. Além disso, 

a combinação de técnicas de separação como a cromatografia, a qual utilizamos 

no presente estudo, expande a capacidade da análise de amostras biológicas 

altamente complexas (Villas-Bôas et al., 2005). 

Em nosso estudo foram encontrados 467 metabólitos diferentes nas 

amostras analisadas. No grupo controle foram encontrados 464 metabólitos, os 

mesmos encontrados também no grupo CCE, o qual apresentou mais 3 compostos 
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que não foram expressos no grupo controle. Foi realizada então a análise 

estatística na qual filtramos para obter os compostos mais significativos para 

ambos os grupos (Tabela 3).  

Após a separação dos componentes no diagrama de Venn, foi realizada a 

análise de componentes principais (PCA) e foi aplicado um filtro para os 

metabólitos que estavam em área de intersecção entre os grupos. Autovalores 

maiores que 1 foram considerados como o número de componentes principais. 

Para o presente estudo, o modelo desenvolvido para análise dos grupos I e II, 

mostrou por meio da tabela de autovalores uma porcentagem de variabilidades. 

Foi possível então verificar que 10 componentes principais demonstraram valor 

de variabilidade igual a 72%, sendo que os dois primeiros componentes principais 

apresentaram uma variabilidade de 36%. 

Num primeiro plano fatorial, observou-se que vários valores ficaram em 

evidente separação entre os metabólitos excretados pelos grupos I e II, no entanto, 

ainda foi possível observar uma dispersão significativa entre eles quando 

avaliados intragrupos. Foi então realizada uma nova avaliação, porém, num plano 

fatorial 2, onde foi possível verificar uma menor dispersão entre pontos 

intragrupos. No entanto, é possível observar uma maior concentração de pontos 

do lado direito do gráfico (grupo CCE), e também há alguns valores anômalos ao 

lado esquerdo do gráfico, o que demonstra uma determinada variabilidade, 

mesmo que pequena.  

A maior separação dos pontos no grupo controle, mostra que esse grupo 

apresenta alteração na concentração dos metabólitos salivares, o que é inerente 

frente à variabilidade apresentada por esses indivíduos, seja em função da dieta 

ou até mesmo do perfil fisiológico de cada um, dados esses diferentes do grupo 

estudo, onde os pontos no gráfico estão mais próximos, o que indica que há maior 

semelhança entre os metabólitos salivares relacionados ao câncer bucal. 

 



45 

   

A base de dados Human Metabolome Database (HMDB) foi utilizada 

para obter a identificação e os dados dos metabólitos de estudo. Em relação aos 

biomarcadores para CCE, foram encontrados nas amostras analisadas, com 

resultados significativos os seguintes compostos: glicina, ácido octanóico e ácido 

glicólico. Outros compostos considerados biomarcadores para CCE também 

foram encontrados, apesar de sem significância estatística, os quais são:  taurina, 

leucina, valina, glutamato, ácido lático e colina. Os compostos expressos apenas 

no grupo CCE foram: glicina, ácido glioxílico e ácido oxovalérico.  

A glicina é um aminoácido simples e não essencial. Um indivíduo adulto 

ingere em média de 3 a 5 gramas de glicina diariamente. A glicina está envolvida 

na produção do corpo do DNA, fosfolipídios e colágeno e, na liberação de energia 

(Human Metabolome Database, 2020). Possui uma ligação biossintética com a 

serina. Em conjunto, fornecem precursores essenciais para a síntese de proteínas, 

ácidos nucléicos e lipídios, essenciais para o crescimento das células 

cancerígenas. 

Em estudo relacionado ao metabolismo da glicina e serina no câncer, 

Amelio e colaboradores em 2014, relataram que a hiperativação da via 

biossintética da glicina/serina impulsiona a oncogênese e que a captação e o 

catabolismo de glicina são capazes de promover a carcinogênese. Ainda, a 

biossíntese de serina modula a capacidade antioxidante celular, implicando na 

manutenção da homeostase do tumor (Amelio et al., 2014). 

Jain e seus colaboradores desenvolveram um estudo com células 

cancerígenas de linhagens de rápida e lenta proliferação, foi investigado de forma 

comparativa o efeito da glicina sobre essas linhagens. Foi observado então que 

nas células cancerígenas da linhagem de rápida proliferação, a glicina foi 

consumida, enquanto na linhagem de proliferação lenta a glicina foi sintetizada. 

A partir dos resultados obtidos, foi possível afirmar que a forma como as células 
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cancerígenas interagem com a glicina pode ser utilizada para selecionar células 

cancerígenas de rápida proliferação (Jain et al., 2012). 

 Em um estudo realizado com amostras de saliva, pacientes com estágios 

mais avançados de CCE mostraram subexpressão de glicina em comparação com 

pacientes do grupo controle (Lohavanichbutr et al., 2018). Entretanto, na análise 

de soro sanguíneo realizada por Tiziani e colaboradores, amostras de pacientes 

em estágio inicial foram comparadas com amostras de pacientes em estágio 

avançado, nas quais os níveis de glicina se mostraram superexpressos. Segundos 

os autores, a análise pôde distinguir pacientes com doença de controles e também 

discriminar os estágios no qual o paciente com CCE se encontrava (Tiziani et al., 

2009). 

Redução significativa nos níveis de glicina no plasma sanguíneo de 

pacientes em estágio inicial de câncer de cabeça e pescoço foram relatadas (Ching 

et al.,1984; Kubota et al.,1992), porém, a subexpressão não foi atribuída à própria 

doença, mas à disfagia e consequente ingestão alimentar insuficiente. 

Alguns trabalhos relacionaram também a glicina ou seus metabólitos e 

vias associadas, com o processo de carcinogênese (Locasele et al., 2011; 

Possemato et al., 2011; Zhang et al., 2012) e metástases (Sreekumar et al., 2009). 

Outro composto metabólico também expresso no grupo CCE foi o ácido 

glioxílico ou ácido oxoacético. Este composto orgânico que é um aldeído e 

também um ácido carboxílico, permite a conversão de ácidos graxos em 

carboidratos (Human Metabolome Database, 2020). A base conjugada do ácido 

glioxílico é conhecida como glioxilato (Popov, 2005). Sob certas circunstâncias, 

o glioxilato pode se comportar como uma nefrotoxina ou metabotoxina, podendo 

causar danos aos tecidos renais ou efeitos adversos à saúde em níveis 

cronicamente altos (Milliner, Wilson, 2001; Human Metabolome Database, 

2020). 
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Contrapondo os resultados aqui demonstrados, um estudo utilizando o 

glioxilato supra-fisiológico como tentativa terapêutica foi descrito. O efeito 

antiproliferativo do glioxilato foi avaliado através de um estudo in vitro com 

células de carcinoma de cólon (Patra et al., 2018). A realização de ensaio MTT, 

bem como ensaio de beta-hexosaminidase indicaram que o tratamento com 

glioxilato inibiu significativamente a proliferação de células HT-29 e HCT-116 

(células do câncer de cólon)  devido ao estresse oxidativo. Diante dos resultados 

obtidos, os autores sugeriram que a concentração supra-fisiológica de glioxilato 

pode ser considerado como uma nova estratégia terapêutica para o câncer de cólon 

(Patra et al., 2018). 

O ácido 3-metil-2-oxovalérico ou ácido oxovalérico, apesar de expresso 

no grupo CCE, não foi considerado estatisticamente significativo. É um 

metabólito anormal que surge da decomposição incompleta de aminoácidos de 

cadeia ramificada. Este cetoácido é considerado uma neurotoxina, acidogênica e 

metabotoxina, causa danos às células e tecidos nervosos e, induz a acidose, o que 

gera múltiplos efeitos adversos. Níveis anormalmente elevados, levam à acidose 

metabólica geral (Human Metabolome Database, 2020). 

Não foram encontrados na literatura estudos relacionando o ácido 

oxovalérico ao CCE ou qualquer outra neoplasia. Encontramos um estudo no qual 

foi utilizada a análise metabolômica não direcionada utilizando como material de 

análise plasma sanguíneo, a fim de explorar os metabólitos relacionados à 

diabetes tipo 2. O ácido oxovalérico, foi um dos compostos metabólicos que 

apresentaram superexpressão conforme a progressão da doença (Shi, 2018). 

Um estudo utilizando GC-MS em amostras de urina, também envolvendo 

o ácido oxovalérico e patologias distintas do câncer, foi apresentado por Lehnert 

e colaboradores (Lehnert et al., 1978). Neste estudo, o ácido oxovalérico foi 

considerado como valor diagnóstico para acidemia propiônica. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mtt-assay
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/beta-n-acetylhexosaminidase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/colon-cancer
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Sugerimos então, a partir da propriedade acidogênica presente no ácido 

oxovalérico, que essa acidose favorece o microambiente tumoral, uma das 

características da carcinogênese (Hanahan, Weinberg, 2011). 

Em relação aos metabólitos que obtiveram valores estatísticos 

significativos  (p<0,005), os quais estão listados na tabela 3, dos 46 metabólitos, 

15 pertencem à subclasse dos aminoácidos, 7 são ácidos graxos, 5 carboidratos, 2 

piridinas, 2 ácidos benzóicos, 2 diéter cíclico , 3 ácidos carboxílico, 1 alfa 

hidroxiácido, 1 amina, 1 beta hidroxiácido, 1 cetona, 1 éster de fostato, 1 

glicerofosfato, 1 benzeno, 1 ureia e de 3, as vias metabólicas não foram 

encontradas. 

Como mostrado acima, a maioria dos metabólitos significativos 

pertencem à subclasse dos aminoácidos.  

Alterações patológicas são frequentemente acompanhadas de 

reprogramações metabólicas, incluindo modificações no metabolismo de 

aminoácidos e proteínas. O processo de carcinogênese, bem como sua progressão, 

é dependente da presença de aminoácidos. As células cancerígenas aumentam a 

captação de aminoácidos para obter maior síntese de proteínas, ácidos nucleícos, 

lipídios e gerar ATP (Hosios et al., 2016; Ananieva, Wilkinson, 2018). As 

superexpressões de vários aminoácidos podem ser atribuídas então a essas 

necessidades metabólicas devido à rápida proliferação celular. 

Revisão sistemática sobre estudos que utilizou análises metabolômicas não 

direcionadas para identificação do valor de metabólitos salivares no diagnóstico 

de câncer, obtiveram o resultado de 140 metabólitos salivares com diferença 

estatisticamente significativa entre pacientes com câncer e controles. Dentre esses 

compostos, a grande maioria pertencia à subclasse dos aminoácidos (Assad et al., 

2020). Estes metabólitos foram relacionados com diversas vias, dentre elas a via 

da glicina/serina, mencionada em nosso estudo.  
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Embora no presente estudo tenha limitações pelo tamanho relativamente 

pequeno da amostra, haja vista que foi utilizada uma amostra de conveniência, 

porém, com poder da amostra calculado em 85% ao final da análise estatística, e, 

portanto, obtivemos resultados relevantes que poderão servir como base para que 

estudos futuros possam analisar profundas concentrações de cada um dos 

metabólitos superexpressos no presente estudo. Mais estudos utilizando análise 

metabolômica são necessários, independentemente do material de amostra, seja 

tecido, saliva ou sangue. 

A avaliação metabolômica pode representar uma janela de oportunidade 

para o desenvolvimento de medicamentos, identificação de biomarcadores, além 

de possivelmente fornecer terapia direcionada de acordo com a necessidade de 

cada indivíduo. O estudo do metaboloma salivar, nesse contexto, é um forte 

candidato por ser um meio rápido, facilmente acessível e não invasivo, podendo 

ser útil também durante o acompanhamento de diversas patologias, além de ser 

um estudo não oneroso, comparado a outras técnicas analíticas.  

 Compreender a regulação metabólica do câncer é desafiador, mas de 

extrema necessidade. Para obter novas abordagens diagnósticas precisamos 

entender a causa de células cancerígenas serem mais dependentes de determinadas 

vias metabólicas do que de outras. A longo prazo, favorecerá o diagnóstico 

precoce de neoplasias malignas, bem como a descoberta precoce de eventuais 

recidivas da doença, contribuindo para a redução da mortalidade relacionada. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

A análise metabolômica comparativa de amostras de saliva de pacientes 

diagnosticados com CCE a de pacientes sem histórico de neoplasias malignas 

evidenciou 3 metabólitos, glicina, ácido glioxílico e ácido oxovalérico, que têm 

relação com a carcinogênese, atividade antiprolifertativa e acidogenêse do 

microambiente tumoral expressos no grupo CCE.  

Já está bem consolidado na literatura que em processos neoplásicos, há a 

presença de processos oxidativos, os quais podem sintetizar metabólitos capazes 

de potencializar complicações dos casos de neoplasias, dentre eles vários 

aminoácidos, metabólitos esses encontrados no presente estudo. 

A presença de hidrocarbonetos assim como de alguns aminoácidos, permite 

inferir que parte desses metabólitos podem ser provenientes de vias metabólicas 

de microrganismos encontrados na cavidade bucal.  

Apesar das análises de PCA permitir a discriminação do perfil metabólico 

entre os grupos controle e de pacientes, estudos com uma maior população 

amostral, e talvez até maior replicação de resultados, são necessários para a 

identificação de biomarcadores específicos relacionados aos perfis de neoplasias 

bucais.  
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APÊNDICE A – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

 

 

 

Prezado (a) Senhor (a)  

 

Eu, JANETE DIAS ALMEIDA, Professora Titular da Disciplina de Propedêutica 

Estomatológica do Departamento de Biociências e Diagnóstico Bucal do Instituto 

de Ciência e Tecnologia de São José dos Campos - UNESP, portadora do registro 

no Conselho Regional de Odontologia CROSP 40.530, telefone para contato (12) 

3947 9078, irei coordenar um projeto de pesquisa cujo título é “ANÁLISE DO 

METABOLOMA E MICROBIOMA SALIVAR DE PACIENTES COM 

DIAGNÓSTICO DE CÂNCER BUCAL”. O projeto será desenvolvido pelas 

pesquisadoras: Cirurgiãs Dentistas Mariana de Sá Alves CROSP 130.004 e 

Nayara de Sá Rodrigues CROSP 120.220.   O objetivo é realizar uma pesquisa 

sobre câncer bucal e a relação com os microrganismos e metabólitos salivares. 

Estudos no mundo todo, inclusive no Brasil, estão sendo realizados com o 

objetivo de se estudar as amostras salivares para identificar possíveis 

biomarcadores para auxiliar no diagnóstico precoce do câncer bucal, a fim de 

melhorar o prognóstico e qualidade de vida dos pacientes.  Você está sendo 

convidado a participar de um projeto de pesquisa que tem a finalidade de estudar 

as características genéticas e biológicas do câncer bucal e compará-las com 

pessoas sem este tipo de câncer. Pode ser que você não seja diretamente 

beneficiado, mas futuros pacientes poderão ter algum tipo de benefício com o 

estudo. Sua participação neste projeto é totalmente voluntária, não existindo 

nenhum tipo de compensação, privilégio ou benefício. Caso você não aceite 

participar também não existe nenhum tipo de sanção ou prejuízo à sua avaliação 

e tratamento, sendo que você será acompanhado da mesma forma. Não existe 
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nenhum tipo de remuneração, exceto, alguma cobertura de custo com alimentação 

ou transporte caso você seja procurado durante a pesquisa para algum tipo de 

esclarecimento e precise vir até nós. Você poderá contatar os pesquisadores 

através de telefone de nossa faculdade para esclarecimento de quaisquer dúvidas 

acerca da pesquisa. Caso você aceite participar da pesquisa, você responderá a um 

questionário, com algumas perguntas sobre o uso de cigarro e de bebidas 

alcoólicas, alimentação, atividade profissional, hábitos sociais. Tais informações 

são CONFIDENCIAIS, e o sigilo absoluto está garantido.  

Para o estudo, será necessário coletar cerca de 3,0 mL de saliva que você irá cuspir 

em um pote de plástico, para os pacientes com diagnóstico de câncer bucal e 

também para os pacientes sem diagnóstico de câncer bucal (grupo de pacientes 

controle). Para os pacientes com diagnóstico de câncer bucal, além da coleta da 

saliva será realizada também um raspado de células do interior da sua boca, que 

será feita com uma escova e um fragmento de 0,5 cm do tumor que será retirado 

durante o procedimento cirúrgico para diagnóstico e/ou tratamento. Pacientes sem 

lesão bucal serão convidados a participar para que as suas amostras salivares 

servirão de comparação com pacientes com câncer de boca. O material será 

adequadamente armazenado para ser utilizado posteriormente. Não existe risco 

de contaminação, uma vez que o material utilizado para coleta de saliva é 

descartável e o material utilizado nos procedimentos cirúrgicos é esterilizado. Em 

decorrência do procedimento cirúrgico, que poderá ser uma biópsia ou mesmo o 

tratamento você poderá sentir um pouco de dor, ter ferimento na boca semelhante 

a uma afta, irritação no local, infecção, ou ainda sangramento. Tais sintomas são 

os próprios sintomas decorrentes do procedimento, não havendo um agravamento 

pela participação no estudo. Você sairá do procedimento com receita e orientação 

para dor ou sangramento. Caso haja algum problema maior, você poderá entrar 

em contato com os pesquisadores, e os mesmos o atenderão rapidamente para a 

resolução do problema. Na grande maioria das vezes isto não lhe trará nenhum 
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prejuízo, pois não são complicações graves e nem vão alterar o seu tratamento. O 

material coletado será analisado nos laboratórios de Patologia Bucal, 

Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Odontologia, ICT-UNESP, assim 

como no Laboratório Dempster de espectrometria de massas da Escola 

Politécnica, Universidade de São Paulo, USP. O material será armazenado em 

freezer a -80°C no Laboratório de Microbiologia e Imunologia do Instituto de 

Ciência e Tecnologia de São José dos Campos/UNESP. Além disso, alguns 

materiais serão armazenados em blocos de parafina e ficará guardado por muitos 

anos, e poderá ser utilizado em outras pesquisas do mesmo tipo. Em nenhum 

momento da pesquisa será realizado algum tipo de manipulação genética ou 

modificação do DNA. Sua participação é voluntária e poderá trazer benefícios 

diretos para os estudos do impacto do tratamento do câncer, do tabagismo, 

etilismo ou outros fatores relacionados à doença. As informações obtidas serão 

analisadas sem que seu nome apareça. O Sr (a) tem o direito de ser informado 

acerca dos resultados finais ou parciais. Se tiver alguma consideração ou dúvida 

sobre a ética do desenvolvimento do projeto, poderá entrar em contato com o 

Comitê de Ética (CEP) do Instituto de Ciências e Tecnologia de São José dos 

Campos - UNESP, situado na Av. Engº Francisco José Longo, 777 – CEP 

12245000, São José dos Campos-SP, telefone (12) 39479028, e-mail 

ceph@fosjc.unesp.br e comunicar-se com a Coordenadora Profa. Dra. DENISE 

NICODEMO. Informo ainda, que está garantida a sua liberdade de retirada do 

consentimento e de participação a qualquer momento. Também não haverá custo 

nem pagamento pela sua participação voluntária.  

 

Eu, portador do RG de_________________ número declaro que, o pesquisador 

_____________________________________________________ me convidou 

a participar dessa pesquisa, tendo me explicado detalhadamente a finalidade, e 

lido comigo este termo de consentimento. Minhas dúvidas foram esclarecidas.  
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Autorizo a utilização das informações que serão por mim fornecidas ao responder 

os questionamentos e dos resultados obtidos. Declaro conhecer o que será feito, 

que foi garantida a confidencialidade e o acesso permanente aos esclarecimentos, 

e que minha participação não implicará em nenhum custo. Sendo assim, ACEITO 

participar. Caso seja de minha vontade posso desistir a qualquer hora sem que 

haja nenhum prejuízo ao meu tratamento.  

 

Assinatura do paciente ____________________________________ 

 

Assinatura do Pesquisador _________________________________ 

 

São José dos Campos, __ de ________________________ de 20__. 
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APÊNDICE B – Ficha de coleta de dados sobre o estudo 

 

 

Parte I – Identificação e questões relacionadas à frequência e quantidade 

consumida de cigarros e bebidas alcoólicas 

 
Nome: 

Sexo: Cor: 

Idade: Data Nasc: 

Residência: 
Bairro: Cidade: 

Estado: Fone: 

Profissão: 

Você fuma? 

Se fuma, qual o tipo? 

Há quanto tempo? 

Qual a frequência do seu consumo de cigarros? 

Quantos cigarros/dia? 

Caso ex-fumante, parou há quanto tempo? 

Você faz uso de bebidas alcoólicas mesmo que seja com pouca 

frequência? 

Sim Não 

Qual a frequência do seu consumo de bebidas alcoólicas? 

Diário (˃1x/dia) Diário (1 x ao dia) 

1 a 3 vezes por semana Mensal 

Que tipo de bebida você consome quando bebe? 

Cerveja Uísque 

Batida Vinho 

Caipirinha Outras 

Quantas doses (copos) você consome num dia típico em que está bebendo? 

1 a 2 10 ou mais 

3 a 4 Cerveja 350 ml 

Quantas doses (copos) você consome num dia típico em que está bebendo? 

5 a 6 Vinho 120 ml 

7 a 9 Destilado (whisky, vodca, pinga) 36 ml 

Você faz uso de cigarro e álcool simultaneamente? 

Sim Não 

Quando você bebe, consome mais cigarro? 
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Sim Não 
Quanto a mais você consome? 

Você faz, ou já fez, uso de outras substâncias químicas? 

Sim Não 

Quais?  

Com que frequência você consome, ou consumia, estas substâncias? 

Diário (˃1x/dia) 1 a 3 vezes por semana 

Diário (1 x ao dia) Mensal 

Faz uso de algum medicamento? 

Sim Não 

Qual(is)? 
Fonte: Bandeira, 2018. 

 

 

Exame clínico: 

 

 

1) Extra-bucal: 

 

 

2) Intra-bucal:  
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Parte II - Estadiamento (TNM) e tratamento oncológico 

 

 

 

Neoplasia de cavidade bucal 

S
ít

io
 p

ri
m

á
ri

o
 (

ep
ic

en
tr

o
 d

a
 l

es
ã
o
) 

Palato duro 

Soalho 

Soalho 

Língua 

Direito 

Esquerdo 

Anterior 

 
 

Língua 

Ventre 

Dorso 

Bordo D 

Bordo E 

 
 

Gengiva 

Superior 

Inferior 

Direita 

Esquerda 

Área retromolar D 

Jugal D 

Jugal E 

Retromolar E 

T
ra

ta
m

en
to

 

Cirúrgico Exclusivo 

Radioterápico Exclusivo 

Quimioterápico Exclusivo 

Cirurgia + Radioterapia Complementar 

Cirurgia + Radioterapia E Quimioterapia Complementar 

- Radioterapia + quimioterapia 

- Dose Radioterapia 

- Quimioterápicos utilizados 

- Protocolo Utilizado 

E
st

a
d

ia
m

en
to

 

TNM pré-operatório 

TNM pós-operatório - Achados patológicos: 

Margem livre X comprometida 

Linfonodos livres X comprometidos 

Extravasamento extra capsular 

Estágio Clinico 

  Fonte: Bandeira, 2018.  
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ANEXO A - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (1) 

 

 “Estudo genético dos principais fatores de risco no prognóstico de pacientes com 

carcinoma de células escamosas da cavidade bucal” 
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ANEXO B - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa (2) 

 

“Tabagismo e sua interrelação com leucoplasia e carcinoma de células escamosas 

bucal: análise metabolômica e citomorfogenética” 
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