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Saliva como fluido diagnoéstico




Objetivos

Repaso de la funcidn salivar
Trasfondo histoérico del estudio de la saliva

Tecnologia para el diagnostico salivar
dentificacion de enfermedades a través de
a saliva

nclusion de pruebas diagnosticas en la
practica dental

Rol del dentista como miembro del equipo
medico




Funcion de las secreciones
sallvares

® Fisico-mecanica; lavado de la

cavidad oral CTIONS
® Recubrimiento de tejidos: S =
hidratacion y formacion de S S —

barrera de permeabilidad
® Modulacion de la flora oral
Regulacion equilibrio de Ca/PO,

@ Anti-acido y neutralizacion de
materiales daninos

® Digestion: formacién del bolo de |
comida y deglucion

®




Glandulas salivares

® Glandulas salivares mayores (en
pares)

» Pardtida- saliva serosa, rica en
amilasa, ducto de Stensen en
cachete

* Submandibular-saliva mixta serosa
y mucosa, rica en mucinas, ducto
de Wharton piso de boca

* Sublingual- saliva mucosa, rica en
mucinas, ductos en piso de boca

® Glandulas salivares menores

* En multiples areas bajo la mucosa
oral, saliva mucosa, produce el
porciento mayor de proteinas en
saliva
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Nieuw Amerogen, et al. Ann. N.Y. Acad. Sci. 1098: 1-6 (2007)



Unidad secretoria sallvar

Unidad salivar ,
Acino
Células mioepiteliales
Ducto intercalado
Ducto estriado
Ducto excretorio

Acino-produce saliva
Seroso- parotida
Mucoso-SLG, glandulas menores
Mixto-SMG

Ceélulas ductales-modifican la saliva

Intercalado-cuboidal, secreta HCO,,
absorbe CI

Estriado-cuboidal, dobleces en
membrana basal, absorbe Na, secreta
K, hipotonicidad

Excretorio-no modificaciones




Produccion de saliva

Secrecion primaria
Producida por los acinos

Primary saliva

5 oz . / mmol/l
Composicion y osmolalidad : Nat 14
similar al plasma : S,

Secrecion ductal | oo

Activamente se secretan y se
absorben iones para producir

Unstim. saliva  Stim. saliv:

saliva hipotonica i e
Depende del flujo salivar e -
o No estimulado-baja [HCO,4] 2 25

o Estimulado-aita [HCO4]
pH 6.8-7.3



Flujo salivar

® Volumen promedio de saliva en 24 h es 1-1.5 litros

® Flujo salivar basal(no estimulado)
* 0.2 ml/min
o SMG 69%

o Par6tida 26%
o SLG 5%

® Flujo salivar estimulado

e 1.0-1.7 ml/min
o Par6tida 69%
o SMG 26%
o SLG 5%

® Aunque la SLG y las menores producen un 10% de la saliva,
producen la mayoria de las proteinas, especialmente
mucosas, critico para la proteccion de los tejidos orales



Condiciones asociadas con
hiposalivacion

® Medicamentos

* Antidepresivos, diuréticos, antihipertensivos, antiemeticos,
narcoticos, polifarmacia

@ Tratamiento de radiacion a cabezay cuello

® Enfermedades autoinmunes
» Sindrome de Sjogren, artritis reumatoide, sarcoidosis

@ Deficiencias inmunes severas (SIDA)
® Menopausia

® Disturbios de alimentacion
e bhulimia, anorexia, malnutricion, deshidratacion

@ Diabetes (tipo | no controlada)
@ Depresion
@® Calculo salivar e infecciones



Trasfondo historico

® Saliva se ha
considerado como un
Indicador de bienestar
por mas de 2000 anos.

* La medicina china
tradicional creia que el
espesor, olor y el sabor de
la saliva podian reflejar
sintomas de condiciones
sistemicas.

En las culturas
occidentales se ha
ignorado la saliva por la
connotacion negativa que
esta representa.
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Trasfondo historico

Culturas en Africa ven la
saliva con significado
espiritual.

En otras, la saliva o el acto
de escupir se utiliza para
espantar el mal y dar
buena suerte (en bodas y
bautizos).




Trasfondo historico

@ Para finales del siglo XIX se empezo6 a analizar las
propiedades de la saliva y su composicion.
* e.g. Actividad digestiva de amilasa

@ Durante el siglo XX se observo que ciertos
componentes de la saliva estaban asociados con ciertas
condiciones.

* Niveles de tiocianato podian diferenciar entre fumadores y no
fumadores (Maliszewski and Bass, 1955).

* Niveles de nitratos en la saliva comparaban con los niveles en la
sangre, los nitratos eran convertidos por bacterias orales a
nitritos y estos a su vez a nitroaminas en el estomago las cuales
estaban asociadas con carcinoma del tracto digestivo. Altos
niveles de nitratos en la saliva podian estar relacionados a esta
condicion (Tannenbaum S., et al., 1974).



Trasfondo historico

@ Los primeros esfuerzos de correlacionar la saliva con
condiciones fisiologicas se concentraron en evaluar los
componentes inorganicos de esta.

» Toxicidad de digitalis se podia monitorear por las concentraciones
de Cay K en saliva (Swanson M., et al., 1973).

» Aparte de esto, los componentes inorganicos ofrecieron poco valor
diagnostico.

® Los componentes organicos de la saliva empezaron a
despertar el interés de los investigadores cuando realizaron
gue algunas substancias se podian detectar facilmente en la
saliva y hasta en niveles mas altos que en sangre.
» Moléculas liposolubles
* Hormonas
e Drogas
* Infeccion de microorganismos (virus de herpes, VIH)



Trasfondo historico

Avances tecnologicos
Reaccion en cadena de polimerasa
Micromatices ADN y proteinas (microarrays)
Espectrometria de masa
Finalizacion del genoma humano

Estos nos han permitido:
Mejorar la escala de deteccion.

Aumentar la produccion analizando multiples
componentes a la vez.

Crear la base de datos para poder comparar
diferencias entre estados normales y anormales y
asi poder establecer los criterios de diagnaostico.



Pruebas diagnosticas comunes

Laboratorios de sangre
Quimica-glucosa, electrolitos
Hematologia: globulos blancos, rojos, plaquetas
Nivel de drogas-metabolitos
Nivel de hormonas
Laboratorios de orina
Proteinas, glucosa, metabolitos de drogas

Liquido cefalorraguideo
Glucosa, proteinas, bacterias, celulas cancerosas

Prueba fecal

Sangre oculta, pruebas microbiologicas (parasitos),
toxinas de C. difficile



Saliva como fluido diagndstico

Ventajas

Facil de recolectar, no invasivo, menos ansiedad
o 6.g. nifios y envejecientes

No requiere personal adiestrado
Facil manejo y almacenaje (no se coagula)
Menos riesgos para el personal de salud

No invade privacidad
o Se pude observar mientras se colecta la muestra



Tecnologia de analisis de saliva

Cromatografia

Técnica para separar los
componentes de una mezcla
de proteinas.

Cromatografia liquida (CL)
con separacion en base a
carga eléctrica o tamafio.

Colector recoge las
fracciones separadas por la
columna de cromatografia
manteniendo separadas las
proteinas.

Las muestras pueden pasar
directamente a un
espectrometro de masa para
deteccion e identificacion.

~“Basic LE System




Techologia de analisis de saliva

@ Electroforesis de gelatina
bidimensional

e Utiliza gelatina de acrilamida para
separar proteinas primero en una
direccion luego se rota el gel 90° y se
corre en otra direccion

* Primera separacion puede ser usando
pl 0 masa nativa de la proteina.

» Segunda direccion se separa en base
a la masa de la proteina
desnaturalizada (SDS-PAGE).

e Se comparan las gelatinas entre dos
condiciones diferentes para ver
diferencias entre las proteinas
presentes.

* Lasaliva aventaja a la sangre en esta
técnica por tener un contenido
proteinico menos complejo.




Techologia de analisis de saliva

Espectrometria de masa

Técnica analitica para
determinar razon de
masa-carga de una

particula cargada (pos.)

Ayuda a determinar la
masa de una partl’CUIa’ o — tex FI:“rll:urn
composicion de una i

muestra, estructura
guimica de una
molécula.

Métodos de ionizacion
varian si la muestra es
liquida (de la CL) o solida
(gelatina de
electroforesis)

electromagnet




Techologia de analisis de saliva

Espectrometria de masa

Resultado-espectro de masa
expresado en masa/carga (m/z).

Comparando el espectro de una d o
muestra con una base de datos de ;
particulas conocidas puedes ’ o
Inferir que particula esta en la :
muestra (las proteinas se digieren
y se reconocen por el espectro de
masa caracteristico de los
péptidos generados).

Se puede utilizar para secuenciar
el péptido si el espectro de masa
no identifica la particula.

Esto esta atado a que conociendo
la secuencia del genoma humano,
sabemos gue secuencia de amino
acidos debe tener una proteina.
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Tecnhologia de anéalisis de saliva

® Micromatrices

PrepareicDNAPIohE: repareiViiCToaray;

"Normal” Tumor
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Microarray Technology




Techologia de analisis de saliv

® Micromatrices
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Techologia de analisis de saliva

Reaccion en cadena
de polimerasa J——

En tiempo real conocido
como RT PCR o gPCR

o Se utiliza para
cuantificar expresion
de un gene ArgiTaq Colde

Transcriptasa reversa

PCR (RT/PCR)

o Genera ADNc de los
ARNmM para
hibridacion en las
micromatices

DNA pobymerase | |




Proteoma y transcriptoma salivar

Proteoma Transcriptoma
Todas las proteinas Conjunto de todas las
expresadas por un moléculas de ARN,
genoma, celula, tejido u incluyendo ARNm,
organismo. ARNr, ARNty ARN no
Todas las proteinas que codificante prOdUCidOS
encontramos en la por una celula o
saliva poblacion de células.
Puede se por glandula Todos los ARN
individual o recoleccion presentes en saliva

de la saliva completa



Proteoma salivar

WS (2290)

Parotid/SM/SL (12095) Plasma (2698)

Figure 1. Venn diagram showing the overlapping protein identifications among plasma, whole
saliva, and parotid/SM/SL.

- -
Loo J et al. J DENT RES 2010;89:1016-1023 JDR



roteoma salivar

Protein $100-A8

HBA2

Cystatin-A

Hemoglobin subunit beta

Hemoglobin subunit delta

Cystatin-B

Protein S100-A9

Isoform of 14-3-3 protein sigma
Fructose-bisphosphate aldolase A
Isoform 1 of Serum albumin
Actin-cytoplasmic 1

Annexin A1

Glutathione S-transferase P

Isoform alpha-enolase of Alpha-enolase
LOC100126583

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
Isoform M2 of Pyruvate kinase isozymes M1/M2
Alpha-amylase 28

Serotransferrin

Apolipoprotein A-1

Plastin-2

Profilin-1

Isoform 1 of Serpin BS

Highly similar to Human lactoferrin
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Prolactin-inducible protein

Highly similar to Homo sapiens SNC73 mRNA
Isoform 1 of Serpin B3

Alpha-actinin-4

Transthyretin

LOC100126583

31 kDa protein

Isoform 2 of Annexin A2

14-3-3 protein zeta/delta

Tubulin beta-2C chain

HSPA1A

Immunoglobulin J chain

Highly similar to Ig alpha-1 chain C region
IGLV2-14

Transketolase

C&toino-ﬁch secretory protein 3
LOC100126583

Hemopexin

Highly similar to Junction plakoglobin
Polymeric immunoglobulin receptor
Carbonic anhydrase 6

Catalase

Highly similar to Protein Tro alphal H,myeloma
LOC100126583

IGLV2-14

Apolipoprotein Al

Serotransferrin

Isoform 1 of Serum albumin

Hemoglobin subunit beta
Alpha-1B-glycoprotein

Ig kappa chain V-l region DEE
Apolipoprotein A<

Hemopexin

Beta-2-glycoprotein 1

Haptoglobin

Ig kappa chain V-lll region NG9 (Fragment)
Isoform 1 of Alpha-1-antitrypsin

Similar to complement component C3,partial
Alpha-2-macroglobulin

C3 complement C3 (Fragment)

Isoform 1 of Alpha-1-antichymotrypsin
Antithrombin-lll

Leucine-rich alpha-2-glycoprotein

Isoform 1 of Vitamin D-binding protein
Alpha-2-glycoprotein 1, zinc precursor
Ceruloplasmin

Alpha-1-acid glycoprotein 1

Fibrinogen beta chain

Protein AMBP

Alpha-2-HS-glycoprotein

Alpha-1-acid glycoprotein 2

Apolipoprotein E

Apolipoprotein A-V

C4b-binding protein alpha chain

Ig mu heavy chain disease protein
Alpha-2-antiplasmin

F2 Prothrombin (Fragment)

Plasminogen

Transthyretin

Isoform Gamma-B of Fibrinogen gamma chain
Highly similar to Homo sapiens SNC73 mRNA
Isoform 1 of Complement factor H

Isoform 1 of N-acetylmuramoyl-L-ala amidase
Immunoglobulin J chain

Retinol-binding protein 4

Ig kappa chain V-l region HAH

Isoform LMW of Kininogen-1

Isoform 2 of Inter-alpha-trypsin inhibitor hv H4
IGHV4-31

Corticosteroid-binding globulin

IGHV4-31

IGHV4-31

Highly similar to Complement factor B

HBA2

IGK@protein

Figure 2. Array views of the human salivary and plasma proteomes.

Loo J et al. J DENT RES 2010;89:1016-1023

JDR
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Transcriptoma salivar

Transcriptoma

RNA profiling of cell-free saliva using microarray
technology. LiY., etal. J Dent Res. 2004a

Comprobaron la presencia de miles de ARNm en saliva de
pacientes.

Aunqgque hay miles de fragmentos de ARN, representan
sobre 850 genes individuales.

185 ARNm fueron identificados presentes en comun en 10
pacientes saludables.




Depositario de data del proteoma
y transcriptoma sallvar

Salivaomics Knowledge Base

My | : o ’1 . ” ( :
' S? , balwaly Proteome Know]eclge Ba




Biomarcadores de proteoma y
transcriptoma salivar

Biomarcador

Substancia que se utiliza

como indicador de un
estado biolodgico

o Procesos normales
o Procesos patolégicos
o Respuesta a terapia

|dentificacion de
biomarcadores

Se utiliza toda la tecnologia
presentada para
caracterizar el proteomay
transcriptoma salivar

Comparar el proteoma y/o
transcriptoma de individuos
normales y no normales

Proteinas y/o ARN que se
expresen diferencialmente
pudieran representar
biomarcadores de la
condicion



Epidemiologia de cancer oral

® Alrededor de 35000 casos nuevos por ano en EE.UU, con
aproximadamente cerca de 8000 muertes al aino

® Alrededor de 25% de los casos anuales mueren de la condicion

@ Cancer oral es tan comun como la leucemia y reclama mas
vidas que el melanoma o cancer cervical

® 95% de los casos son en pacientes mayores de 40 anos
aungue la incidencia en jovenes adultos esta aumentando

@® La sobrevivencia de cancer oral a 5 afios se ha mantenido
alrededor del 60% principalmente porque el diagnostico
continua siendo en etapas tardias.



Techologia de deteccion
temprana de céncer oral

Normal tissue
Abnormal epithelisl produces fluorescance
tissue and underlying and appears a5 an
stromal disruption cause  PPlegreen glow
foss of fluorescence,
and thus appear dark

Blue Excitation Light l

Epithebum

== Basement Membrane.

Stroma Disruption of
stromal Collagen




Bilomarcadores sallvares de
cédncer oral

Proteoma

Saliva no estimulada de
pacientes controles y con
carcinoma escamoso oral
analizada por MS

409 proteinas en coman. Pt e e et

5 2 p rote I’n aS exp resad aS Polymeric-immunoglobulin receptor (PIGR)
en saliva de carcinoma
oral.

29 proteinas expresadas
en saliva de controles.

Algunas proteinas
comunes estaban

sobrexpresadas o
subexpresadas. Hu S., et al. Clin Cancer Res (2008)




Bilomarcadores sallvares de
cédncer oral

® Proteoma

» 5 proteinas sobrexpresadas en saliva de pacientes con
carcinoma oral fueron validadas como posibles
biomarcadores de cancer oral en conjunto presentaban
sensitividad de 90% y especificidad de 83% (AUC-0.93)

Protein Fold change (mean level) Validation
method

M2BP 1.99 ELISA

Profilin . 0.0003 Immunoblotting
CD59 . 0.00001 Immunoblotting
MRP14 . 0.000002 Immunoblotting

Catalase . 0.000000 Immunoblotting
5

Histone H1 . 0.92 ELISA
S100A12 . 0.82 ELISA
Ras-related protein Rab-7 . 0.61 Immunoblotting
0.32 Immunoblotting
Involucrin . 0.11 ELISA
S100P . 0.05 ELISA

Hematopoietic lineage cell-specific . 0.002 Immunoblotting
protein (




Bilomarcadores sallvares de

cédncer oral

Proteoma

Otras proteinas identificadas en estudios de saliva
como posibles biomarcadores de CCE.

o Antigeno carcinoembriénico
o Defensin-1

o TNF-a

o IL-1,6, 8

o CD-44

o Fibronectina

o Citoqueratina 19

o Antigeno de polipéptido
de tejido

o Endotelin-1

o Cyfra21-1

o Antigeno de cancer 125



Bilomarcadores sallvares de
cédncer oral

Transcriptoma

Saliva no estimulada obtenida de grupo control
(n=32) y grupo de CCE oral (n=32)

Usando micromatrices y validacion por gPCR se
Identificaron 7 ARNm elevados en pacientes de
CCE como posibles biomarcadores.

o IL8, IL1B, DUSP1, H3F3A, OAZ1, S100P, SAT1

o IL8 es la mas elevada y mas sensitiva prueba
individual (ROC 0.85)



Bilomarcadores sallvares de
cédncer oral

1.00

0.80 l
=L
@
c

Transcriptoma

Sensitividad y especificidad
mejora cuando se combinan
los biomarcadores

o IL8, IL1B, OAZ1, SAT1

© senSitiVidad 91%’ ; 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
espec'rﬁcidad 91 %, ROC Specificity

0 95 Li Y et al. Clin Cancer Res 2004;10:8442-8450

A Clinical Cance
== Research




Bilomarcadores sallvares de
cédncer oral

Transcriptoma
Utilizando un modelo

4 © Toal e
de Arbol de —
Clasificacion y L2210 - am
Regresion (CART) se
obtuvo sensitividad y L
especificidad igual al

Split by /L8

SAT<1.13E-14M SAT>1.13E-14M H3F34<207E-16 M H3F34 >207E-16 M
modelo de 2 = T
25 7 27

combinacion de orma- : ’ —"
biomarcadores g
(90.6% y 90.6%)

Li Y et al. Clin Cancer Res 2004;10:8442-8450 A Clinical Cance
=== Research




Bilomarcadores sallvares de
cédncer oral

Transcriptoma

Validacion de biomarcadores en un cohorte de
pacientes con y sin CCE oral en Serbia.
(Brinkmann O., et al., Oral Oncology 47, 2011)
o Biomarcadores de proteoma elevados en la saliva de
pacientes con CCE oral.
IL8, IL1B, M2BP

o Biomarcadores de transcriptoma elevados en la saliva
de pacientes con CCE oral.

IL8, IL1B, SAT1, S100P

o Combinacion de IL1B, SAT7 y DUSP1 resulté en
la sensitividad y especificidad mas alta (89% y
78%, AUC 0.86).

o Tendencia de los biomarcadores a ser mas
sensitivos en los estados avanzados del cancer
(estadios lll y IV).



Bilomarcadores sallvares de
cédncer oral

Limitaciones de biomarcadores de cancer
oral

Condicion es multifactorial por lo tanto
probablemente no exista un biomarcador
especifico (complejidad del sistema dificulta el
poder validar los biomarcadores).

Multiples condiciones afectan la produccion de
la saliva y los tejidos orales por lo tanto
confunden el sistema (e.g. distinguir si la
elevacion de IL8 es secundario a un proceso
iInflamatorio).

Los estudios hasta ahora se basan en grupos de
pacientes con o sin la condicion (llevar el
analisis a condiciones premalignas o estadio I).



Bilomarcadores sallvares de
enfermedad periodontal

Método tradicional de

diagnostico
Profundidad de bolsillo
Sangrado al sondeo
Nivel de adherencia
clinico
Indice de placa dental
Indice gingival
Radiografias

Limitaciones del
meétodo tradicional

Requiere personal
entrenado

Equipo especializado
(radiografico) costoso
Parametros de
diagnostico representan

historial pasado de la
enfermedad

Danos significativos
deben ocurrir antes que
se pueda evaluar el
nivel o severidad de la
enfermedad



Bilomarcadores sallvares de
enfermedad periodontal

® Uso de biomarcadores
para diagnostico
* Analisis de fluido del creviculo
gingival.

o Utiliza filtros de papel para
recoger muestra por sitio
individual

o Es trabajoso

o Costoso pues cada muestra se
analiza independientemente

o Hay que enviar muestras a
laboratorio

o Detecta mediadores
inflamatorios, de destruccién de
tejido conectivo y remodelacién
de hueso

Taba M., et al., Dent Clin North Am 49(2005)



Bilomarcadores sallvares de
enfermedad periodontal

Uso de biomarcadores para diagnostico

Uso de la saliva

o
o
o

Facil y rapida coleccion
No invasivo

No requiere personal
adiestrado

La informacién representa el
estado general del paciente
si esta activo ﬁ, la severidad,
aunque no refleja los lugares
especificos de enfermedad.

Objetivo con biomarcadores
en saliva

o Diagnosticar la enfermedad
udiendo distinguir las tres
ses: inflamatoria,
degradacion de tejido
conectivo, perdida 6sea

o Poder predecir pacientes a
riesgo

o Monitorear efecto de
tratamiento



Bilomarcadores sallvares de
enfermedad periodontal

Identificacion de biomarcadores en proteoma salivar

Ramseier CA., et al., J Periodontol
2009

Pacientes divididos en grupos:
saludables, gingivitis, perio leve,
perio moderada/severa.
Colectaron saliva completa no

estimulada y muestras de placa
subgingival

Analizaron biomarcadores
del proteoma usando ELISA,
radioinmuno ensayo,
micromatrices de proteinas

Midieron niveles de
bacterias en placa
subgingival con RT-gPCR



lomarcadores sallvares de
enfermedad periodonta

Median Levels (ranges) and Diagnostic Ability of Salivary Biomarkers and Plaque
Biofilm Pathogens

Group D F Values
Group C Moderate to Comparing Importance:
Group A Mild Chronic Severe Chronic I A and B Score via
Healthry Periodo 5 Periodontitis Versus C Random
(median [range]] (median [range]) (median [range]) A Through and O

38 (10.1 to 2681

o8 [_l:l 1o 4)

221 (0o

1,788.3)
14.3 (0 to 83,151.1)

00 (0 ta

F nudeatum (%)

E ouch




lomarcadores sallvares de
enfermedad periodonta
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El rol de pruebas de salilva en manejo
de caries por evaluacion de riesgo

® Manejo de caries por evaluacion de riesgo promueve gque el manejo
efectivo de las caries dentales debe estar basado en la identificacion y el
manejo de los factores que ponen a riesgo a cada paciente. Si estos
factores no son eliminados, la enfermedad recurre.

@ La inclusion de pruebas salivares en modelos de riesgos de caries
multifactoriales, como CAMBRA, Cariogram, etc., aumentan
significativamente el valor pronosticador de estos modelos.

® Por eso, en este momento, el uso de pruebas salivares puede ser
recomendado como un componente de un abordaje comprensivo para
el manejo de caries por evaluacion de riesgo, en combinacion con otros
factores clinicos y sicosociales.



Factores de saliva tradicionalmente
asociados con actividad de caries

® Flujo salivar
* Significativo solamente como factor de riesgo de
caries en xerostomia severa.
@ Capacidad amortiguadora

(CRT-buffer, Dentobuff, Saliva-Check buffer)

* Llena Puy et al. (2000), Shi et al. (2003): no
correlacion con niveles de caries en ninos.

* Nishikawara et al. (2006). Correlacion con
caries interproximales en adultos.
® Mutans y lactobacilos en saliva
(Dentocult, CRT-bacteria, Saliva-Check)
* Fuerte asociacion con caries
e Umbral usual 10° CFU/mI
* Tiempo de incubacion: 48 hrs

* Valores de sensitividad y especificidad
reportados en literatura son muy variables
(desde 5% a 98%: Van Houte, 1993)




Mutans y lactobacilos salivares y
capacidad amortiguadora no son buenos
pronosticadores de futuras caries.
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ROCs para caries presentes, mutans salivar, lactobacilo salivar y capacidad amortiguadora en un cohorte de nifios
de 13 ainos en Vantaa. H. Hausen: Caries Prediction en “Dental Caries: the Disease and its Clinical Management,
2nd Edition” Ole Fejerskov y Edwina Kidd, editores



Factores salivares que actualmente
estan siendo validados como
pronosticadores de caries

®

Péptidos antimicrobiales (a-defensins)
* Tao et al., 2005

Tipos de oligosacaridos en glicoproteinas salivares

e Denny et al. 2006

GTF (transferasa de glucosil)

e Vacca-Smith et al., 2007

Arginina y actividad de deaminasa de arginina (ADS)
* Nascimento et al., 2009, Gordan et al. 2010

Urea and actividad de ureasa

* Morou-Bermudez et al., 2011

Proteoma salivar mediante espectrometria de masa
* Hartetal.,, 2011



Blomarcadores sallvares de
enfermedades cardiovasculares

Diagnaostico de infarto cardiaco

Basado en evidencia de isquemia miocardial en ECG
0 imagenes y aumento y/o disminucion de
biomarcadores cardiacos en la sangre

o Troponinas |y T

o Quinasa de creatina total

o CK-MB

o Mioglobina

La meta es desarrollar pruebas que ayuden a detectar
el infarto lo antes posible y tambien aquellos donde el

ECG no es conclusivo (permite comenzar terapia
cuando es mas efectiva para el paciente, e.g. rtPA)



Blomarcadores sallvares de
enfermedades cardiovasculares

Deteccion de biomarcadores en saliva

Analisis de 21 _
biomarcadores en saliva y ST

CRP

sangre de pamentes CcoN O ks

sin infarto cardiaco agudo %

MPO

Diferencias entre sueroy [zt
saliva :
E-selectin

Ningun biomarcador en Lis

saliva por si solo tiene la e
sensitividad de troponina &

CK-MB

en sangre (AUC 0.99, Tl T
91%, 100%) Fractalkine 05115-

. Rant 0,56 ma——
El mejor resultado en P - —

sCD40-L 0,36 m—"1

saliva fue la combinacion [ =10

0.17 E—

de CRP, MPOy ECG : 1

Median d

(AUC 0.95, 90%, 90%) T ,etal., CTICEETTSS (2009)




Bilomarcadores sallvares de
malighidades no orales

Cancer de seno Cancer de pancreas
Analisis de proteoma en saliva de Analisis de transcriptoma en
pacientes de carcinoma de seno saliva de pacientes con
detecta presencia elevada de c- carcinoma de pancreas y
erB-2 (HER?2) y CA-15-3 los cuales normales por medio de
habian sido identificados en suero micromatrices y qPCR se
ESSS%;‘?'“V'dad 87% y especificidad identificaron 12 biomarcadores

(0]

Analizando distintas

Analisis de proteomay combinaciones de biomarcadores

transcriptoma de saliva identifico 8

genes y una proteinas (CA6) se obtuvo una combinaciéon de 4
sobrexpresados como posibles biomarcadores con sensitividad
biomarcadores de saliva para de 90% y especificidad de 95%
carcinoma de seno (sensitividad (AUC=0.971)

83%, especificidad 97%)



Bilomarcadores sallvares de
sindrome de Sjogren

WEIEUNERICROINERUERES Deteccion de biomarcadores
a anos diagnosticar en saliva de pacientes con SS
desde que comienzan los 10 pacientes con SS 'y 10
sintomas controles
Saliva completa analizada
Criterios de diagnostico o Gelatina bidimensional y
Signos y sintomas espectrometria de masa
objetivos de resequedad para detectar proteinas
de ojos y boca o Micromatrices de ADN para
Histopatologia (biopsia) de detectar ARNm y qPCR
glandula salivar para confirmar 3Xp|'9$|6n de
Prueba positiva en sangre los genes

de autoanticuerpos anti- Hu S, et al., Arthritis Rheum
SSAvy/o anti-SSB 2007:55



Bilomarcadores sallvares de
sindrome de Sjogren

® Biomarcadores en saliva de pacientes con SS

* De un total de 325 proteinas en las gelatinas, 42 estaban
diferencialmente expresadas entre pacientes y controles

o 27 péptidos sobrexpresados en saliva de SS
* Proteina mas sobre expresada fue a-amilasa salivar
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Bilomarcadores sallvares de

&

sindrome de Sjogren

Biomarcadores en saliva de
pacientes con SS
328 ARNmM diferencialmente

expresados en saliva de
pacientes con SS y controles

168 genes sobrexpresados en
SS

11 genes de los mas
expresados fueron validados
por gPCR

Gene mas sobrexpresado fue
G1P2 (500x)




Blomarcadores sallvares de
enfermedad renal

Biomarcadores en evaluacion

Cortisol, nitrito, acido Urico, Na,

Cl, amilasa, lactoferina, pH
Pre- and Post-Dialysis ESRD Patient Saliva Samples

Cortisol Patient #17 Patient #18

Niveles en saliva pueden indicar
presencia insuficiencia adrenal
en pacientes de ESRD

Nitritos y acido urico
Prueba colorimétrica puede

ayudar a determinar cuando el
paciente necesita dialisis

Blicharz TM., et al., Clin Chem 2008:54



Bilomarcadores sallvares de

diabetes tipo 2

Detection de biomarcadores

Estudio con 2 grupos,
controles (n=4) y diabéticos
tipo 2 (n=4)

Saliva analizada por MS

65 proteinas
diferencialmente expresadas

Pudieran ser Utiles para
establecer diagnostico sin
tener que hacer prueba de
sangre

Los niveles de a-1-antitripsina
aumentan segun la severidad de
la condicion

o Control<Prediabético<Diabético

Rao PV, et al., J Proteome Res
2009: 8



Rol de la saliva en la deteccidon
de substancias de abuso

Por anos se ha usado la saliva
para detectar sustancias
controladas

Existe la tecnologia de
medidores portatiles que permite
el analisis fuera de laboratorio

Drogas detectables en saliva

Cocaina, marihuana, anfetaminas y
metanfetaminas, opiatos, fenciclidina
(PCP), barbituricos,
benzodiacepinas, etanol, nicotina

Philips Roadside Drug Test Kit



Uso de la saliva en la deteccion

de enfermedades infecciosas
\Vilg

Sistema comercialmente disponible

de Orasure Technologies (OraQuick
ADVANCE® Rapid HIV-1/2 Antibody
TestHepatitis

Hepatitis
Virus de hepatitis A, B y C puede ser
diagnosticado por deteccion de IgM
en saliva.

Virus de papiloma humano

OralDNA Labs usa PCR para detectar

en saliva presencia y tipo de virus
(HPV16 & 18).




Uso de |la saliva para monitoreo
de drogas y hormonhas

O]

O]

Debe existir una buena correlacion entre los niveles
de la droga u hormona en sangre y en saliva

Las drogas u hormonas detectadas se caracterizan
por ser moléeculas pequefas, lipofilicas, no ionizadas
gue pueden pasar la membrana celular

Puede ser ventajoso pues se detecta la forma libre de
la droga que es la que es activa farmacologicamente.

Ejemplos
» Drogas: Ciclosporina, fenitoina, carbamacepina, litio, digoxin

 Hormonas: cortisol, estradiol, aldosterona, testosterona,
progesterona, insulina. (Puede ser util para monitoreo del
sistema endocrino ya que la facilidad de recolectar saliva
permite tomar muestras secuenciales)



Uso de pruebas diagnosticas
en la oficina dental

@ Objetivo del lab en chip

* Instrumentos miniaturizados para deteccion y
cuantificacidon de multi-marcadores en la oficina

dental

@ Aplicacion de tecnologia para identificar
pacientes que requieren monitoreo o tratamiento

e Detectar cancer oral cuando es tratable

@ Concepto aplica a otras enfermedades

» Enfermedades orales y sistémicas

* Las personas ven mas al dentista que a los médicos

* El dentista puede ser parte integral del manejo
medico de los pacientes discerniendo para

condiciones que entonces pueda referir al tratamiento
correcto y monitorear el progreso de estas



Tecnologia para pruebas en
Punto de Contacto (POC)

B
Diabetic Type 1|

el

. Alzheimer’s Lung Cancer

—ay

rancreatfc Cancer

Uldl dliCci

2JOgrern s 2yHdrorme

Wei, F, Patel, P, Liao, W, Chaudhry, K, Zhang, L, Arellano-Garcia, M, Hu, S, Elashoff, D, Zhou, H, Shukla, S, Shah, F, Ho, C M,
and Wong, D T Electrochemical sensor for multiplex biomarkers detection. Clin Cancer Res, 2009; 15: 4446-4452.




Tecnologia para pruebas en
Punto de Contacto (POC)

Handheld Oral Health Diagnostics Using Bio-active
Nanoscale Detection

A next-generation handheld diagnostic
platiorm delivers precision analysis

'Adm'n'ster the patient sample directl
of oral fluids. ini pati ple directly

into a dispesable microfiuidic cartridge.

It's smart. Distinguish between The detector analyses the bio-content
several oral pathogens and cancer of the sample and provides a concise,
biomarkers. reliable readout.

It's fast. Perform targeted tests
in just minutes.

it's painless. Make use
of the body's natural
diagnostic medium, no
needles required.

it's easy to use.
A technological fusion:

microfluidics, optical The surface of the fluid channel houses

cell detection and 4 a micro-patterned array of active biomolecules.
nanobiotechnology come [

together in a compact diagnostic ¢

| as | E




Conclusiones

@ Diagnostico salivar es no invasivo, bajo costo y facil
para personal de salud y pacientes

@ Biomarcadores han sido validados para cancer oral e
identificados para otras enfermedades

@ Latecnologia esta en camino de aprobacion para
conducir las pruebas clinicas necesarias para
comercializacion

@ Esta tecnologia puede transformar la medicina
diagnostica y salvar vidas con discernimiento simple,
economico y rutinario y deteccion temprana



