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Resumo

Introducéo: A identificagdo de biomarcadores em Oncologia pode permitir melhorias
na acuidade diagndstica, melhorar a selegdo da terapéutica e estabelecer o
prognostico de diferentes neoplasias, nhomeadamente no que diz respeito aos
tumores da cabeca e do pescogo. A quantidade de nicotinamida adenina
dinucleotido (NAD) e de moléculas relacionadas com o seu metabolismo, pela sua
funcdo em reagdes redox ao nivel celular, pode estar envolvida em processos de

carcinogénese e a sua regulagao ser modificada como resposta a neoplasias.

Objetivo: Identificagdo de biomarcadores relacionados com o metabolismo de NAD

em tumores da cabeca e do pescoco.

Métodos: Foi realizada uma pesquisa com termos controlados e naturais em bases
de dados de literatura cientifica, nomeadamente a PubMed®, B-ON e Cochrane.
Foram incluidos estudos experimentais, quase-experimentais, transversais
analiticos ou exploratérios, realizados em doentes adultos com diagndstico de
tumores da cabeca e do pescog¢o, com pesquisa de biomarcadores relacionados

com o metabolismo de NAD, publicados em inglés.

Resultados: Foram incluidas 19 publicacbes, com pesquisa de biomarcadores em
tecido tumoral (63,2%). Os marcadores mais pesquisados foram a nicotinamida
fosforibosiltransferase (NAMPT, 42,1%) e as sirtuinas (31,6%), maioritariamente
utilizando técnicas de imunohistoquimica (42,1%) e de reagdo em cadeia da
polimerase (31,6%). Observou-se um aumento de NAMPT nos tumores da cabeca e
do pescogco em todas as publicagbes incluidas, com resultados variaveis na

expressao de sirtuinas e de CD38.

Conclusdes: O aumento da expressao de NAMPT é consistente em tumores da

cabeca e do pescog¢o como biomarcador de doenga.

Palavras-chave: Tumores da Cabecga e do Pescogo; Biomarcadores; NAD






Abstract

Introduction: Identifying biomarkers in Oncology might allow an increase in
diagnostic accuracy, better patient selection and establishing prognosis for different
types of cancer, namely head and neck cancer. Given its role in redox reactions,
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) and NAD-related molecules might be
involved in carcinogenesis, and their regulation could change as a response to tumor

growth.
Aim: Identifying NAD-related biomarkers in head and neck cancers.

Methods: Controlled and natural terms were used in queries for searching scientific
publications in databases, namely PubMed®, B-ON and Cochrane. Publications in
English, regarding adult patients diagnosed with head and neck cancers, assessing
NAD-related molecule expression were included. Experimental, analytical and

exploratory cross-sectional studies were included.

Results: 19 publications were included, and assessing biomarker expression in
tumor samples (63.2%). Nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT, 42.1%)
and sirtuin (31.6%) expression were the most used biomarkers, and the most used
techniques were immunohistochemistry (42.1%) and polymerase chain reaction
(31.6%). An increase in NAMPT expression was observed in head and neck cancers
in all publications assessing this biomarker, with contradictory results regarding the

expression of both sirtuins and CD38.

Conclusions: The increase in NAMPT expression is consistent among head and

neck tumors as a biomarker for this pathology.

Keywords: Head and Neck Neoplasms; Biomarkers, NAD
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Introducgao

Cancro da cabeca e pescogo

Os tumores malignos da cabega e do pescog¢o correspondem a um grupo de
neoplasias com origem topografica nessa regido, excluindo os tecidos
correspondentes ao sistema nervoso central. Tém na sua maioria origem nas
mucosas da cavidade oral, orofaringe, laringe, hipofaringe e nasofaringe, sendo
classificados de acordo com a sua origem topografica, sendo o tipo histolégico mais
frequente o carcinoma epidermoide ou de células escamosas.” Existem outras
topografias associadas de forma menos comum a este tipo de lesdes malignas,
como as glandulas salivares major e minor, onde se identificam mais comummente
adenocarcinomas ou carcinomas adenoides quisticos, ou ainda a mucosa nasal e

seios perinasais.’

Os carcinomas epidermdides da cabega e do pescogo (SCCHN, do inglés
squamous cell carcinoma of the head and neck) correspondem em conjunto a
sétima neoplasia maligna mais prevalente a nivel mundial, com cerca de 880 000
novos casos registados mundialmente em 2020, e uma mortalidade nesse mesmo
periodo de cerca de 440 000 doentes.? Em Portugal, segundo os dados publicados
pela Organizagao Mundial de Saude, registou-se em 2020 uma incidéncia bruta de
24,9 casos/100 000 habitantes e mortalidade de 11,3 casos/100 000 habitantes.3
Separando por localizagao topografica, regista-se uma maior incidéncia dos tumores
de labio e cavidade oral (10,8 casos/100 000 habitantes), seguida pelos laringeos
(5,2 casos/100 000 habitantes), hipofaringeos (4,0 casos/100 000 habitantes),
orofaringeos (3,7 casos/100 000 habitantes), sendo os menos incidentes os tumores
da nasofaringe (1,2 casos/100 000 habitantes).® A sobrevivéncia global aos cinco

anos varia de acordo com a topografia, entre 25 e 61%.4°

A maioria dos SCCHN encontra-se associada ao consumo de tabaco e alcool,
sendo identificado como fator de risco em 75-85% dos casos.® Estes dois fatores
aparentam ter um efeito sinérgico no processo carcinogénico, existindo um risco
acrescido mesmo para os ndo fumadores com consumo etilico excessivo.® Também
a infegado pelo virus do papiloma humano (HPV, do inglés human papillomavirus)

tem vindo a apresentar uma crescente importancia no processo de carcinogénese
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deste tipo de tumores, nomeadamente dos tumores malignos da orofaringe.”
Estima-se que este fator de risco seja responsavel por 30-35% dos tumores dessa
topografia, sendo identificado noutras localizagbes de SCCHN numa percentagem
muito inferior (menos de 6%).” & Outro fator viral associado a este tipo de neoplasias
€ o virus de Epstein-Barr (EBV, do inglés Epstein-Barr virus), cujo processo de
carcinogénese nos tumores nao queratinizantes e indiferenciados da nasofaringe se
encontra mais estudado.®® De facto, a expressdo de oncoproteinas como o0s
antigénios nucleares Epstein-Barr (EBNA, do inglés Epstein-Barr nuclear antigens) e
as proteinas membranares latentes (LMP, do inglés latent membrane proteins)
encontram-se  envolvidas na carcinogénese, apresentando um  baixo
reconhecimento pelo sistema imunitario do hospedeiro, o que pode facilitar a
progressao do processo carcinogénico.® Outros fatores de risco conhecidos para os
SCCHN sado o género masculino, a exposigao prévia a radiagdo ionizante,
processos infeciosos cronicos, défice de higiene oral, imunosupressao, consumo de
betel e causas congénitas raras.>® De salientar que muitos destes fatores sdo

comuns a outros tumores malignos das vias aerodigestivas superiores.

Os tumores da cavidade oral correspondem aos SCCHN mais frequentes, e
englobam os tumores primarios da lingua (dois tergcos anteriores da lingua),
pavimento bucal, trigono retromolar, rebordo alveolar, palato e mucosa jugal, com
mais de um tergo localizados na lingua ou pavimento bucal. Apesar de se tratar de
uma regiao anatéomica de inspecgao facil, o que permitiria uma identificagdo precoce
de lesbes malignas e com potencial de malignizacao, é frequente o diagndstico com
doenca localmente avangada, uma vez que o0s sintomas iniciais podem ser
inespecificos.® Os sinais e sintomas mais frequentes sdo a presenga de leséo
ulcerativa na cavidade oral com invasao progressiva, ou de lesdo exofitica em
doenca mais avangada; a associagado a queixas algicas pode ocorrer em lesdes
iniciais, apesar de poder ser indolor mesmo em estadios mais avangados. Lesdes
do pavimento bucal estdo mais frequentemente associadas a invasdo mandibular,
enquanto lesdes do rebordo alveolar tém origem habitual em regides de
edentulacdo. Por outro lado, lesdes do trigono retromolar apresentam o potencial de
invasao da musculatura mastigatoria, nomeadamente da regido pterigdide e
parafaringea, podendo levar ao surgimento de trismus mesmo em estadios iniciais.

Ja as lesdes da mucosa jugal e do palato duro sdo frequentemente assintomaticas
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em estadios iniciais, condicionando apenas uma alteracdo do relevo e consisténcia
da mucosa, sendo as lesbes da mucosa jugal mais frequentes na linha de oclusao

dentéria.!

A metastizacdo cervical dos carcinomas da cavidade oral pode ocorrer em fases
iniciais da histdria natural da doenca, devido a extensa rede de vasos linfaticos
presente na cavidade oral, estimando-se que 30-40% dos doentes apresentem
ganglios cervicais invadidos ao diagnostico, sendo os niveis IB, Il e Ill os mais

frequentemente envolvidos.® "

Existem lesGes da cavidade oral conhecidas como sendo condi¢des pré-malignas. A
leucoplasia, definida como uma placa de cor branca que nédo pode ser removida de
forma mecéanica, € a lesdo pré-maligna mais frequente da cavidade oral. Apesar de
nao existir uma relacdo direta entre leucoplasia e a existéncia de displasia, a
progressao deste tipo de lesdo para carcinoma invasor pode ocorrer em até 18%
dos casos. As caracteristicas da lesdo permitem estabelecer relacdo com o risco de
desenvolver doenca maligna: lesées homogéneas, sem relevo, com bordos
regulares e bem definidos apresentam uma menor taxa de malignizagdo, podendo
regredir ao longo do tempo; leucoplasias heterogéneas, de aspeto verrucoso,
nodulares ou rugosas e com bordos mal definidos apresentam uma maior
possibilidade de malignizagdo e de presenca de displasia a bidpsia, devendo o seu

tratamento incluir a excisdo.t"

Outra lesao pré-maligna da cavidade oral corresponde a eritroplasia, definida como
uma lesdo ou alteracdo mucosa de cor vermelha, n&o atribuivel a causa
inflamatodria, traumatica ou vascular. Apresenta um maior potencial de malignizacao
do que a leucoplasia, com a existéncia de displasia em 9%, carcinoma in situ em
40% e carcinoma invasor em 51% dos casos. A terapéutica de eleicédo para o
tratamento deste tipo de lesGes é a excisdo cirurgica com margens livres, permitindo

um controlo efetivo do processo carcinogénico.®'?

Ainda no que diz respeito a lesdes pré-malignas, € importante realcar o palato do
fumador invertido, que ocorre quando os fumadores colocam a extremidade do
cigarro em combustao dentro da cavidade oral. Sao alteragdes associadas ao calor
e ocorrem na sua maioria no palato mole, correspondendo a espessamento da

mucosa, com possiveis nodulagbes, associado a eritema, ulceragdo e algumas
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alteragdes de cor branca. O consumo invertido de tabaco € um habito endémico de
algumas regides da india, sendo também prevalente nas Caraibas, Colémbia,

Panama, Venezuela e Sardenha.3

Importancia do diagnéstico precoce

O diagndstico de tumores da cavidade oral implica a obten¢gdo de uma amostra de
tecido da lesdo através da realizagcdo de biopsia. Idealmente, a bidpsia deve ser
realizada por um cirurgido oral, que tem a possibilidade de realizar um exame
objetivo completo da cabec¢a e do pescogo, incluindo a avaliagdo da lesdo local,
sinais indiretos de invasdo de estruturas adjacentes, e avaliagdo das regides de
drenagem ganglionar cervicais. A biopsia a realizar pode ser incisional ou excisional.
Em quase todas as situagdes, a bidpsia incisional € a mais indicada, na margem da
lesdo com tecido ndo tumoral, numa profundidade adequada para o patologista
avaliar a invasao do tumor. A bidpsia excisional fica reservada a lesdes pequenas,
cuja excisdo total com margens seja facilmente assegurada sem compromisso

funcional .’

Como referido anteriormente, o tipo histolégico mais comum identificado na bidpsia
de uma lesdo suspeita € o carcinoma epidermodide, sendo menos frequente a
identificacdo de adenocarcinoma, usualmente com origem em glandulas salivares
minor. Para se poder estabelecer o correto estadiamento da lesdo, para além da
descrigao do tipo histolégico, € necessaria a descricao da profundidade de invasao
da lesado, pois tem implicagbes na definicdo da categoria T da classificagdo da

American Joint Committee on Cancer (AJCC)."®

Em Oncologia, apds o diagnéstico de uma doenga maligna, € essencial a definigao
de um estadiamento rigoroso. Existem diversos sistemas de estadiamento
disponiveis, sendo o mais utilizado o da AJCC, atualmente na sua 82 edicdo, que
utiliza a classificacdo em trés categorias: T, correspondente ao tumor primario, que
define a extensao local da lesdo primaria; N, correspondente a extensao a ganglios
locorregionais; M, correspondente a metastizacdo a distdncia. O estadiamento
permite uniformizar a categorizacdo de doentes, a informagdo prestada entre
profissionais e a definicdo da terapéutica mais adequada para cada doente. A
Tabela 1 resume a classificagdo da AJCC para os tumores malignos da cavidade

oral.’

20



Para estabelecer o estadiamento clinico da lesao tumoral é necessaria a realizacao
de um exame clinico cuidado e de exames complementares de diagndstico. Estes
incluem a realizagcdo de uma tomografia computorizada cervico-toracica com
contraste, essencial para avaliagdo ganglionar e da extensdo éssea do tumor
primario. A realizagdo de ressonéncia magnética pode auxiliar na definicdo da
extensao a tecidos moles envolventes, devendo a sua utilizacido ser considerada de
acordo com a clinica. A avaliacdo de metastizacdo a distdncia com recurso a
tomografia por emissdo de positrées deve ser considerada se existir doenga
ganglionar significativa, que aumente a probabilidade de existéncia de localiza¢des

secundarias.®

Tabela 1: Classificacao TNM da American Joint Committee on Cancer, 82 edigado, para 0s
tumores malignos da cavidade oral. Adaptado de AJCC Cancer Staging Manual.

Categoria T Critérios

Tx N&o foi possivel avaliar o tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor com dimenséo < 2cm e com DOI < 5mm

T2 Tumor com dimensé&o < 2cm € com DOl >5mm mas < 10mm
ou
Tumor com dimens&do> 2cm mas < 4cm e com DOI £ 10mm

T3 Tumor com dimens&o> 4cm ou com DOI > 10mm

T4a Tumor moderadamente avangado, com invasdao de estruturas adjacentes
apenas

T4b Tumor localmente avangado, com invasao de estruturas mais distantes, como o
espaco mastigatério, laminas pterigdides, base do cranio e/ou com
encarceramento da artéria carotida

Categoria N Critérios

Nx Nao foi possivel avaliar ganglios locorregionais

NO Sem metastizacdo de ganglios locorregionais

N1 Metastases em ganglio locorregional unico ipsilateral, com dimensdo menor ou
igual a 3cm, sem extensao extracapsular

N2a* Metastases em ganglio locorregional Unico ipsilateral, com dimens&o superior a
3cm mas menor ou igual a 6cm, sem extens&o extracapsular

N2b Metastases em multiplos ganglios locorregionais ipsilaterais, com dimensao
menor ou igual a 6cm, sem extensao extracapsular

N2c Metastases em ganglios locorregionais bilaterais ou contralaterais, com
dimensdo menor ou igual a 6cm, sem extensao extracapsular

N3a Metastases ganglionares com dimensdo superior a 6cm, sem extenséo
extracapsular

N3b Metastases ganglionares com extens&o extracapsular

Categoria M Critérios

MO Sem metastizacdo a distancia

M1 Metastizagao a distancia

DOI: profundidade de invasdo

*Na classificacdo em pega cirlrgica, sdo incluidas na classificagdo pN2a todas as pegas cirdrgicas com
classificacdo N1 mas com evidéncia de extensdo extracapsular.

A definicdo da terapéutica no contexto de oncologia depende de uma avaliagao

multidisciplinar, que devera incluir clinicos experientes na area, com cirurgides orais
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e maxilofaciais, oncologistas médicos, radioncologistas, imagiologistas e
anatomopatologistas. Também a presenca de uma equipa de nutrigdo é
fundamental para o sucesso terapéutico destes doentes, dada a localizagdo do
tumor primario que frequentemente impede um aporte nutricional adequado. Deste
modo, a decisdo neste contexto permite maximizar o controlo oncologico e o

progndstico, com melhoria da qualidade de vida.%8

O tratamento de uma neoplasia maligna da cavidade oral implica, sempre que
possivel, uma intervengao cirurgica com abordagem ao tumor primario e dissegao
ganglionar cervical. Deste modo, as recomendacgbes europeias mais recentes
preconizam como tratamento standard para estadios clinicos cT1-2 cNO cMO a
realizagdo de cirurgia, seguida por tratamento adjuvante com radioterapia (com
eventual quimioterapia concomitante) dependendo da presencga de fatores de risco
na analise histolégica da pega cirurgica. Por outro lado, as mesmas recomendacgdes
indicam a realizagdo de cirurgia com terapéutica adjuvante como tratamento
preferencial para estadios cT3-cT4a ou cN1-3 sem metastizacdo a distancia, com
associagdao de quimioterapia ao tratamento adjuvante se houver existéncia de
fatores de mau prognéstico como margens com doenga (resse¢ao R1) ou existéncia
de extensdo extracapsular na avaliagdo ganglionar (pN3b). Ja no caso de doencga
irressecavel, € preconizada a realizacdo de radioterapia e quimioterapia
concomitantes a titulo definitivo ou quimioterapia de indugdo seguida por
radioterapia, também a titulo radical. Por fim, no caso de doenca metastizada
aquando do diagndstico, o tratamento devera ser ajustado para alivio dos sintomas
do doente, com realizacédo de quimioterapia e/ou radioterapia a titulo paliativo.5¢ E
importante salientar que as recomendagdes deverdao ser sempre adaptadas ao
doente em questao, pois as suas comorbilidades poderdo conduzir a necessidade
de individualizacao terapéutica, que devera ser sempre orientada em contexto de

consulta multidisciplinar.

A pesquisa de biomarcadores que permitam a melhoria da acuidade diagnostica e
progndstica, assim como a otimizagdo da escolha de tratamento € uma das areas
de investigacdo mais marcada em Oncologia. De facto, em neoplasias malignas da
mama e do pulmao ja é utilizada com frequéncia a técnica de next generation
sequecing (NGS) com o objetivo de encontrar mutagdes especificas que permitam

instituir uma terapéutica individualizada, com melhoria da resposta e prognadstico.
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Nos SCCHN existem alguns marcadores identificados. A expressdao de EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor) foi identificada como fator preditor
independente de sobrevivéncia global e livre de doencga locorregional nestas
neoplasias.’™ A sobrexpressdo desta tirosina-cinase transmembranar conduziu a
utilizacdo de anticorpos monoclonais em concomitdncia com a radioterapia no
tratamento de SCCHN, nomeadamente de cetuximab, com beneficio em termos de
sobrevivéncia global.’® Também a expressdo da proteina p16, marcador indireto da
infecdo por HPV em SCCHN, evidenciou ser um marcador de bom prognéstico,
nomeadamente em tumores da orofaringe.’ Ainda a expressdo de PDL-1
(programmed death ligand 1) foi identificada como um marcador para selegao de
terapéutica sistémica no contexto de SCCHN recorrente ou metastatico. O estudo
KEYNOTE-048 veio estabelecer a combinacdo de pembrolizumab com um derivado
da platina e 5-fluorouracilo como o regime de primeira linha nestes doentes, ou a
utilizacdo de pembrolizumab isolado em doentes com tumores com expressao de
PD-L1."® Apesar da existéncia dos marcadores supramencionados, existe a
necessidade de identificar novos biomarcadores, por métodos minimamente
invasivos, que permitam estabelecer o progndstico e melhorar a deciséo terapéutica

nos doentes com SCCHN.

Papel do NAD na célula

A molécula de NAD (Nicotinamida Adenina Dinucleétido) é formada por uma
adenosina ligada por dois grupos fosfato a uma ribose, que por sua vez esta ligada
a nicotinamida (NAM). NAD* é a forma oxidada da molécula, inicialmente
descoberta por Harden e Young em 1906, que se converte na sua forma reduzida,
NADH. Estes autores observaram a existéncia um fator que acelerava a
fermentacgao alcodlica, que 25 anos mais tarde foi identificado por Hans Von Euler-
Chelpin como uma adenina, um agucar redutor e um fosfato. Posteriormente, Otto
Heinrich Warburg descobriu a capacidade deste composto de transferir H* de uma
molécula para outra, identificando a NAM como um local onde se efetuavam

reagbes de oxidagdo-redugdo.®

Em conjunto, o par NADH/NAD* esta envolvido na transferéncia de eletrbes entre
moléculas, ou seja, reagbes de oxidagao-redugao (redox), apresentando um papel

fundamental em vias metabdlicas como a glicdlise, na conversao de piruvato para
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lactato e piruvato para acetilcoenzima A, na beta-oxidagdo dos acidos gordos, no
ciclo do acido citrico e na fosforilagdo oxidativa. O NAD tem um papel fundamental
no metabolismo energético, nomeadamente na produgdo de adenosina trifosfato

(ATP) quer por via aerdbia, quer por via anaerobia.®

Enzimas consumidoras de NAD

Para além do seu papel como cofator em vias metabdlicas, o NAD* é também um
substrato essencial de uma vasta gama de proteinas reguladoras. Sdo exemplos
desta fungcdo do NAD as sirtuinas (SIRT), que sdo fundamentais na regulagédo do
metabolismo e no processo de envelhecimento, assim como as poli(ADP-ribose)
polimerases (PARPs), que estdo envolvidas na reparagédo do ADN e na morte
celular. Também as hidrolases de APD-ribose ciclico (cADPR), como a CD38,
necessitam de NAD para a sua fungao, sendo responsaveis pelo controlo de fluxos
intracelulares de calcio, relevantes na resposta imunitaria e que se encontram

frequentemente alterados nos processos de carcinogénese. %20

Alteracbes no metabolismo de NAD* estdo associadas ao envelhecimento e a
diferentes patologias, nomeadamente metabdlicas e neuromusculares.’ O aumento
dos niveis de NAD* aparenta ser benéfico num largo espetro de doencas
associadas a alteragcbes do metabolismo por melhoria da homeostasia
mitocondrial.’® A biogénese mitocondrial e a mitofagia sdo duas vias que regulam o
conteudo mitocondrial e 0 metabolismo, permitindo a manuteng¢ado da homeostase. A
regulacéo rigorosa entre esses processos € essencial para a adaptagao celular em
resposta ao estado metabdlico, nomeadamente como consequéncia de sinais
intracelulares ou do meio extracelular.?’ Em contrapartida. baixos niveis de NAD*
aparentam ter associacdo com patologias como diabetes e alteragbes no

metabolismo lipidico.?

Enzimas de sintese de NAD

Nas reagoes redox o NAD ¢ interconvertido entre as formas oxidada e reduzida. Ja
nas reacdées em que € substrato, existe um consumo de NAD pelas diferentes
enzimas acima referidas, sendo necessarios mecanismos que permitam a reposig¢ao
dos seus niveis intracelulares, de modo a nao existir compromisso das vias

metabdlicas. Deste modo, o NAD intracelular pode ser produzido de novo ou
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originado a partir de percursores moleculares como NAM, acido nicotinico (NA) e

ribosido de NAM (NR)."Na figura 1 encontram se as varias vias de sintese de NAD.

P Quinolinic acid

B

NAMMN

Q

é

NMN

NAMPT inhibitor

Figura 1: Esquema das vias de producdo de NAD* e enzimas chave e sitio de ag&o dos inibidores de NAMPT. 23

A sintese de NAD pela via de novo é realizada a partir de triptofano num processo
de varias etapas enzimaticas também conhecido como via da quinurenina. Esta
ocorre principalmente a nivel hepatico e culmina com a sintese de NA
mononucledtido (NAMN) a partir de acido quinolinico, pela agdo da enzima
quinolinato fosforibosiltransferase (QPRT). O NAMN é entdo convertido em
dinucleodtido de adenina e acido nicotinico (NAAD) e, subsequentemente, em NAD,
pela agcdo da NAD sintetase (NADS)."%23 O NAMN pode também ser obtido através
da conversao do NA pela acao da enzima NA fosforibosiltransferase (NAPRT) na via

de Preiss-Handler.19:24.25

A sintese de NAD a partir de NAM decorre em duas etapas. Na primeira etapa a
NAM ¢é convertida em NAM mononucleétido (NMN) pela enzima NAM
fosforibosiltransferase (NAMPT). O NMN pode ser obtido por outra via salvage (ou
de reciclagem), com utilizacao de NR, que pode ser convertido em NMN através da
NAM ribdsido cinase (NMRK). O NMN é por sua vez convertido em NAD pela
enzima NAM mononucledtido adeniltransferase (NMNAT). Esta enzima apresenta
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diferentes isoformas (NMNAT1, NMNAT2, NMNAT3), que tanto reconhecem NAMN

como NMN como substratos, convertendo-os em NAD.19:26

Papel do NAD no cancro

Como a produgéo de energia e a sinalizagdo dependente de NAD sao cruciais para
a proliferagcado celular, o papel desta molécula no processo de carcinogénese é
relevante. Sendo as alteragdes metabdlicas um dos hallmarks dos tumores
malignos, € expectavel que exista um aumento da necessidade de NAD nas células
tumorais pela sua elevada taxa metabdlica, constituindo as vias de sintese desta
molécula um potencial alvo para as terapéuticas antitumorais.?’?® Deste modo, as
principais enzimas de biossintese de NAD em humanos, NAMPT e NAPRT, estao
envolvidas no desenvolvimento de novas terapias, em tumores com sobrexpressao
de NAMPT e diminuicdo de expressao de NAPRT.2°-31

A NAPRT aumenta os niveis de NAD intracelular e previne o stress oxidativo,
fendbmeno causado por um desequilibrio entre a produgdo e a eliminagao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) em células e tecidos.®> As ROS podem
desempenhar varios papéis fisioldogicos, como sinalizagdo celular, e séao
normalmente gerados como subprodutos do metabolismo do oxigénio. Apesar disso,
agressores ambientais como a radiagao ultravioleta e ionizantes, poluentes e metais
pesados contribuem para aumentar significativamente a produ¢ao de ROS, gerando
stress oxidativo. Deste modo, a prevencao do stress oxidativo € explorada como
uma abordagem terapéutica para prevengdao e tratamento de doencas
oncoldgicas.® Por outro lado, ndo deve ser descurado o papel da radioterapia no
tratamento de doencas oncolégicas, nomeadamente do foro de cabeca e do
pescoco, cuja producao de ROS e indugao de stress oxidativo em células tumorais é
um dos mecanismos radiobiolégicos fundamentais para o seu efeito citotoxico. A
inibicdo de producao de NAD pode potenciar a agao da radiagao ionizante, nao so
por promover a maior producdo de ROS, mas também por diminuir a acado de PARP
e SIRT, uma vez que estas enzimas consomem NAD no processo de reparagao de

ADN e manutencéo da integridade do genoma.343%

Também a auséncia de oxigénio intracelular, a hipoxia tumoral, € um fator de
crescente importancia na investigagdo em Oncologia, condicionando piores

respostas a terapéutica sistémica e com radiagdes ionizantes. Um ambiente
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hipéxico origina uma resposta inicial com consumo de NAD®, rapidamente
contrabalangado pelo recrutamento de NAM para conversdo em NAD, ocorrendo um

aumento dos niveis desta molécula nestas condigdes.3®

E importante conhecer os padrdes de expressdo das diferentes enzimas envolvidas
na producdo de NAD nos tecidos normais e tumores malignos, assim como de
mutagdes que impliguem uma diminuicdo da expressao de NAPRT, para o uso dos
inibidores de NAMPT como regime terapéutico em Oncologia. O NAMPT tem um
papel relevante na imunidade, metabolismo energético e respostas fisiologicas e
fisiopatoldégicas ao stress, influenciando ainda o funcionamento das enzimas
dependentes de NAD, reparacdo do ADN, equilibrio das reacdes redox, sinalizagao
extracelular e regulagdo de células estaminais.?®>3? A titulo de exemplo, a
co-administracdo de inibidores de NAMPT com NA pode condicionar uma acao
inibitoria seletiva de células tumorais. Constituindo uma terapéutica promissora, os
inibidores de NAMPT tém um elevado grau de toxicidade, que pode ser
ultrapassado pelo uso de NA como citoprotetor dos tecidos normais.®? No entanto, a
utilidade clinica dos inibidores de NAMPT ainda € limitada, sugerindo que existe
uma necessidade de refinar a sua agao para que se torne seletiva de células

tumorais.30

Também a expressao de outras enzimas envolvidas no metabolismo da NAD pode
estar envolvida no processo de carcinogénese. A expressao elevada de NAM
N-metiltransferase (NNMT), uma enzima envolvida no metabolismo da NAM, é
frequentemente identificada em diferentes tipos de tumores malignos, estando

associada a uma disrupgdo do metabolismo de NAD.3’
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Objetivos

Tendo em conta a evidéncia existente da expressédo de enzimas relacionadas com o
metabolismo de NAD no processo de carcinogénese, torna-se relevante estudar o
seu papel enquanto potencial biomarcador para diagnéstico, tratamento e

prognostico em Oncologia.

Este trabalho tem como objetivo a obtencdo de evidéncia cientifica sobre
biomarcadores de tumores malignos relacionados com o metabolismo de NAD,
nomeadamente em SCCHN, com base numa reviséo sistematica da literatura. Para
cumprir o objetivo proposto, foram definidos como objetivos especificos a obtengéo
de expressbes de pesquisa de acordo com a metodologia de participantes,
intervencédo, comparagao e outcome (PICO) para diferentes bases de dados de
literatura cientifica e a sistematizacdo da informacédo obtida de acordo com as
recomendagdes da Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analysis (PRISMA).38:39
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Materiais e Métodos

De acordo com o Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions, uma
revisdo sistematica tem como objetivo a recolha de toda a informagao disponivel
para responder a uma questdo cientifica especifica, de acordo com critérios de
incluséo e exclusao pré-estabelecidos, utilizando métodos sistematicos de pesquisa
e recolha de dados por forma a minimizar viés e permitir a obtencao de conclusdes
com o maior nivel de evidéncia possivel.?® Deste modo, este tipo de trabalhos é
considerado como evidéncia de elevada qualidade, por reunir toda a informacao de

relevo sobre uma determinada questao.

O crescimento exponencial da literatura cientifica impde dificuldades na definicao de
estratégias terapéuticas adequadas no contexto das ciéncias da saude,
estabelecendo-se as revisbes sistematicas da literatura como um método de
sistematizacido desta crescente evidéncia e, deste modo, permitindo retirar

conclusdes sobre questdes cientificas especificas.*

A utilizacdo de métodos sistematizados pauta a realizacdo de uma revisédo
sistematica da literatura. A metodologia devera ser rigorosa, sendo crucial definir
uma questao de investigagdo e um protocolo de investigagdo, com documentacao
de todo o processo; assegurar uma pesquisa exaustiva, para garantir que toda a
literatura relevante € incluida; realizar uma pesquisa com elevada sensibilidade,
com formulacdo da mesma em diferentes bases de dados; extracao de dados de
forma independente por dois investigadores, para garantir que a selegdo de
publicagdes para inclusao e a extracao de dados s&o o mais objetivas possiveis. A
utilizacdo de métodos com estes critérios tem como objetivo a redugao de viés de
selecdo, conduzindo a uma metodologia transparente e replicavel por qualquer

investigador que a utilize com os mesmos critérios. 3940

No presente trabalho, e com o objetivo de avaliar a expressao de biomarcadores
relacionados com o metabolismo de NAD em tumores da cabecga e do pescogo, foi
necessaria a execucao de etapas sucessivas para realizacdo de uma revisao
sistematica, nomeadamente: formulacido da questdo de investigacao; definicdo de
critérios de inclusdo e de exclusdo; desenvolvimento de estratégias de pesquisa
com elevada sensibilidade; selecado das publicagcbes a incluir de acordo com os
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critérios pré estabelecidos e avaliacdo da sua qualidade; extracdo de dados dos

estudos selecionados e sintese dos dados recolhidos.4°

Formulacao da questao de investigagao

Uma revisao sistematica da literatura deve conter a discriminacdo dos critérios de
elegibilidade. Estes devem ser delineados com base na questdo de investigagao, no
tipo de desenho dos estudos a incluir, nos seus participantes e nas comparacoes a
estabelecer. Deste modo, o esquema PICO é um dos mais utilizados para
estabelecer a questdo de investigacdo de uma revisdo sistematica e,

consequentemente, as expressdes de pesquisa a utilizar.®

No presente trabalho foi colocada a seguinte questdo de investigagao: existem
biomarcadores relacionados com o metabolismo de NAD com expressao diferencial
em amostras bioldgicas de doentes com tumores de cabega e do pescocgo,
comparativamente a individuos sem diagndstico de neoplasias? A Tabela 2

discrimina a questao acima descrita de acordo com a metodologia PICO.

Tabela 2: Formulacio da questdo de pesquisa segundo o método PICO

Item PICO Descrig¢ao

Participantes Individuos com tumores da cabeca e do pescogo

Intervencéo Recolha de biomarcadores

Comparacgéao Grupo de controlo, constituido por individuos sem tumores da cabecga e do
pescogo

Outcomes Expressao diferencial dos biomarcadores entre os grupos

Localizacao e selecao dos estudos

Numa revisao sistematica da literatura, o processo de selegao de publicagcbes para
inclusao devera ser realizado de forma individual por dois investigadores através da
leitura dos titulos e resumos de todas as publicacdes obtidas pela expressao de
pesquisa, seguida por uma leitura do conteudo integral dos estudos selecionados,
novamente de forma independente.3*4° Numa fase inicial, apds a aplicagcdo das
palavras-chave e de filtros de pesquisa, o titulo e o resumo de cada artigo serao
verificados, sendo incluidos os estudos que estiverem de acordo com os critérios de
inclusdo. Depois deste passo, sera realizada a leitura na integra dos artigos, e serao
considerados nao elegiveis aqueles que apresentem pelo menos um dos critérios de

exclus3o.
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Para o presente estudo, foram inicialmente avaliadas as palavras-chave na base de
dados de descritores em ciéncias da saude (MeSH, do inglés Medical Subject
Headings), na plataforma informatica MeSH Browser, tendo sido obtidos como
termos MeSH “head and neck neoplasm” e “head and neck cancer”. Foram também
considerados os termos “oral cancer’, “‘NAD”, “CD38”, “NAPRT”, “NAMPT”,
“‘PBEF1”, “visfatin”, “level”, “expression”, “quantity”, “activity”, “alteration”, “change”,
‘mutation” e “polymorphism” que, apesar de ndo serem descritores MeSH,
correspondem a termos de pesquisa, pois surgem na literatura especifica da

questao em estudo.

Critérios de inclusao e exclusao

Como acima definido, uma revisdo sistematica obriga a uma definicdo clara de
critérios de inclusao e de exclusdo, com o objetivo de serem obtidas as publicagbes
relevantes para a questéo cientifica em estudo.*® A Tabela 3 resume os critérios de

selecao especificos definidos e aplicados no presente estudo.

Tabela 3: Critério de inclusdo e de exclusdo para selecido dos artigos para a revisdo
sistematica da literatura.

Critério Critérios de inclusao Critérios de exclusao

Idade <18 anos;

Tumores noutras
localizagbes (ex: esofago)
ou outra tipologia de
tumores

Idade = 18 anos

Participantes Diagnostico de neoplasia da cabeca e do pescogo

Auséncia de avaliagio das
variaveis explicitas nos
critérios de inclusdo

Recolha de biomarcadores em doentes com

Intervencao .
neoplasias da cabega ou pescogo

Artigos sem existéncia de
Comparacéao Individuos sem evidéncia de neoplasias grupo de comparagéo sem
diagndstico de neoplasia

Auséncia de avaliagao

Outcomes Expressao diferencial de biomarcadores em diferencial entre grupos
doentes com neoplasias da cabega e do pescogo  dos biomarcadores
recolhidos

Estudos experimentais, quase experimentais,

) " g Revisbes Sistematicas
transversais analiticos ou exploratorios

Tipo de estudo

Outras linguas nao
Inglés constantes dos critérios de
inclusdo

Idioma de
publicacao

Estratégia de pesquisa

Para a identificacdo de estudos relevantes em conformidade com os critérios

definidos, realizaram-se pesquisas que incluiram estudos em inglés, recorrendo as
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seguintes plataformas eletronicas de bases de dados: Cochrane, PubMed e B-ON
(cf. Quadro 1).

Foram utilizados os termos previamente citados, conjugados com os operadores
boleanos da seguinte forma na base de dados Pubmed: ((head and neck neoplasm
[MeSH Terms]) OR (head and neck cancer[MeSH Terms]) OR ("oral cancer")) AND
(NAD OR NAMPT OR PBEF OR PBEF1 OR visfatin OR NAPRT OR NAPRT1 OR
CD38) AND (level OR expression OR quantity OR activity OR alteration OR change
OR mutation OR polymorphism) NOT review. Na B-ON e Cochrane a expressao
utilizada foi: ((head and neck neoplasm) OR (head and neck cancer) OR ("oral
cancer")) AND (NAD OR NAMPT OR PBEF OR PBEF1 OR visfatin OR NAPRT OR
NAPRT1 OR CD38) AND (level OR expression OR quantity OR activity OR
alteration OR change OR mutation OR polymorphism) NOT review AND (humans).

Quadro 1: Introducdo dos descritores em motores de busca cientifica segundo expressdes

de pesquisa.
BT EE Periodo
busca Descritores temporal Limitadores  Resultados
cientifica P

((head and neck neoplasm[MeSH
Terms]) OR (head and neck
cancer[MeSH Terms]) OR ("oral Estudos em
cancer")) AND (NAD OR NAMPT humanos:

S1  PubMed® OR PBEF OR PBEF1 OR visfatin Sem Lingua In’glesa' 125
OR NAPRT OR NAPRT1 OR restricdo Exclus3o de ’
CD38) AND (level OR expression revisdes
OR quantity OR activity OR sistematicas
alteration OR change OR mutation
OR polymorphism) NOT review
((head and neck neoplasm) OR
(head and neck cancer) OR ("oral
cancer")) AND (NAD OR NAMPT Estudos em
OR PBEF OR PBEF1 OR visfatin humanos:

S2 B-ON OR NAPRT OR NAPRT1 OR Sem Lingua In’glesa' 67
CD38) AND (level OR expression restricao Exclusio de ’
OR quantity OR activity OR revisdes
alteration OR change OR mutation sistematicas
OR polymorphism) NOT review
AND (humans)
((head and neck neoplasm) OR
(head and neck cancer) OR ("oral
cancer")) AND (NAD OR NAMPT Estudos em
OR PBEF OR PBEF1 OR visfatin humanos:

S3 Cochrane OR NAPRT OR NAPRT1 OR Sem Lingua In7glesa' 0
CD38) AND (level OR expression restricao Exclusio de ’
OR quantity OR activity OR revisdes

alteration OR change OR mutation
OR polymorphism) NOT review
AND (humans)

sistematicas
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Da pesquisa nas bases de dados foram obtidas 125 publicacdes na base de dados
PubMed®, 67 na base de dados B-ON e nenhuma na base de dados da Cochrane
visto que todos os resultados foram revisbes sistematicas. Foram
consequentemente removidos os estudos duplicados entre bases de dados,
resultando num total de 148 artigos. Apos a anadlise de titulo e resumo foram
excluidas 107 publicagdes por n&do cumprirem os critérios de seleg¢ao, originando um
total de 41 artigos. Apds a avaliagédo do texto integral foram incluidas 19 publicagdes
na presente revisao sistematica. O fluxograma da PRISMA referente as etapas de

selegdo de artigos encontra-se detalhado na Figura 2.38

Registos identfficados pelas bases de dados (n=192)

L4
Registos removidos por estarem duplicados
nas bases de dados (n=44)

Artigos cujos tltulos e ;
resumos foram alvo de ddizca

Identificagdo

Registos excluides (n=107)

aexcluidos por n&o|

v

apresentarem 08 cCritérios  de

egdo

Sel

Artigos em texto integral Artigos excluldos (n=22) por
avaliados para elegibilidade ndo cumprirem os critérios de
Estudos incluldos na reviséo (n=19)

Figura 2: Fluxograma de selecao dos estudos incluidos na revisdo sistematica segundo as
recomendacdes da PRISMA.*8

sd0

Inclu

Extragao dos dados

A extracado dos dados foi realizada por dois investigadores utilizando um formulario
padronizado que incluiu informagdes sobre titulo e autores, ano e pais da
publicagdo, tipo de estudo, localizagdo tumoral, biomarcador pesquisado e
metodologia de pesquisa, tecido de avaliagao e alteracdo de expressao identificada.

A Tabela 4 sumaria os objetivos principais de cada publicacao incluida.
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Tabela 4: Localizagdo tumoral e objetivos das publicagdes incluidas na revisdo sistematica.

Autor, ano  Pais Localizagao Objetivo
Choi et al., Vaérias Pesquisar a expressao de SIRT6 em tumores de cabecga e
a1 USA o .
2021 localizagdes HN  do pescogco em modelos in vivo e em doentes
. Avaliar a expressao de plasmadcitos C19+CD38+ no
Zhang et al., . Laringe e . .
42 China . microambiente tumoral em tumores de cabega e do
2021 orofaringe s .
pescogo HPV positivos e negativos.
Kao et al., oA . Pesquisar a expressao de microRNA miR-31 e de SIRT3
43 Tailandia  Cavidade oral . .
2019 em tumores malignos da cavidade oral.
Determinar o nivel de expressdo de CD38 em tumores
Ge et al., . . malignos da nasofaringe, investigar o papel do CD38 no
f .
2018 China Nasofaringe comportamento bioldgico destes tumores e possiveis
mecanismos envolvidos.
Avaliar niveis seroldgicos de adiponectina, leptina, e
Sowa et al., . - , .
2018% Polénia Parétidas NAMPT em doentes com tumores parotideos benignos e
malignos.
. Avaliar a expressao de NAMPT em doentes com carcinoma
Wang etal., China/ . . . . o (s
16 Cavidade oral  da cavidade oral e avaliar o efeito do trioxido de arsénico
2017 USA ) .
em linhas celulares deste tipo de tumores.
N e ety o
al., 20134 localizacdes HN P9 ¢ ¢
pescogo.
Yu-Duan et DA . Avaliar a expressao plasmatica de NAMPT em doentes com
45 Taildndia  Cavidade oral . .
al., 2013 carcinoma da cavidade oral.
. Determinar as diferencas espectroscopicas entre doentes
Yuvaraj et - . ) . .
49 India Cavidade oral ~ com carcinoma da cavidade oral e controlos no que respeita
al., 2013 a o
a autofluorescéncia a 405nm de excitagao.
Alhazzazsloet USA Cavidade oral Avaliar o papel das sirtuinas no processo de carcinogénese
al., 2011 oral.
Feng et al., Singapura  Nasofaringe Avaliar os niveis de linfécitos circulantes com expressao de
199951 gap 9 CD38 em doentes com tumores malignos da nasofaringe.
Lu et al Pesquisar a expressao de linfécitos T CD8+CD38+,
202052 v China Tiroide CD8+HLA-DR+ e CD4+CD25+ circulantes em doentes com
tumores da tiroide e controlos.
Belousov et . . Pesquisar biomarcadores circulantes em doentes com
53 Russia Tiroide - o o Lo
al., 2019 tumores da tiroide, utilizando técnicas de protedmica.
Sawicka- Analisar a expressao de NAMPT em tecido tiroideu de
Gutaj etal., Polénia Tiroide doentes com doenca de Grave com e sem orbitopatia, bocio
20185 multinodular, tumores malignos da tiroide e controlos.
Turbat- . Avaliar a expressao de NAMPT e cistationa beta-sintetase
Herrera et USA Tiroide em tumores da tiroide
al., 2018% '
Qu et al., . . Pesquisar o papel das sirtuinas nos carcinomas papilares
201756 China Tiroide da tiroide, nomeadamente da SIRT6.
Wu et al., China Tiroide Determinar a expressao de HIC1 e SIRT1 em tumores
201657 papilares da tiroide.
Sawpka- . . Avaliar a expressao de NAMPT em amostras tiroideias
Gutaj etal., Polbnia Tiroide . ) . .
201558 malignas e benignas, utilizandos métodos de PCR.
Shackelford USA Tiroide Avaliar a expressao de NAMPT e de SIRT3 em tumores

et al., 2013%

bem diferenciados da tiroide.
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Resultados

Foram incluidas 19 publicagdes cientificas neste trabalho, cujas caracteristicas se
encontram resumidas na Tabela 5. A maioria dos trabalhos foi desenvolvida na
China ou nos Estados Unidos da América, correspondendo a 52,6%. A maioria dos
artigos incluidos abordou a pesquisa de biomarcadores em tumores da tiroide
(42,1%), seguida por tumores da cavidade oral (26,3%) e da nasofaringe (10,5%).
Trés estudos realizaram a pesquisa de biomarcadores em mais do que um tipo de

tumor da cabecga e do pescocgo (Figura 3).

Localizagao Tumoral
50%

42.1%
40%
30% 26.3%
20%

10.5% 10.5%

10% 5.3% 5.3%
0%

Tiroide Cavidade Nasofaringe Parétidas Laringe e Vérias

oral orofaringe localizagbes

Figura 3: Distribuicdo dos estudos incluidos segundo a localizagao tumoral.

Em termos de amostra biolégica usada para pesquisa do biomarcador, a grande
maioria (63,2%) das publicacbes refere ter realizado a pesquisa em tecido tumoral,
com 31,6% dos estudos a realizar a pesquisa em produto de sangue periférico
(sangue total, soro ou plasma). Apenas um artigo € referente a pesquisa de
biomarcadores na saliva, tendo sido medido o NADH/NAD(P)H por métodos de
espectroscopia de fluorescéncia, identificando-se diferengas no espectro obtido na

excitacao a 405nm (Figura 4, Tabela 5).

Na Figura 5 encontra-se discriminada a distribuicdo das publicagcbes segundo o
biomarcador pesquisado. E possivel verificar que a maioria dos estudos utilizou
como biomarcador alvo a NAMPT (42,1%) e SIRTs (SIRT1, SIRT3 e SIRT6)
(31,6%), sendo a pesquisa da expressdao de CD38 em linfécitos do microambiente

tumoral o biomarcador pesquisado em 26,3% dos casos. Como referido, apenas um
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artigo abordou a pesquisa de NADH/NAD(P)H como biomarcador de tumores de

cabeca e do pescoco.

Tecido
0,
70% 63.2%
60%
50%
40%
30%
20% 15.8%
10.5%
10% 5.3% 5.3%
0%
Tumor Sangue Soro Plasma Saliva

Figura 4: Distribui¢cdo dos estudos incluidos segundo o tecido de pesquisa do biomarcador.

Biomarcador
50%
42.1%
40%
31.6%
30% 26.3%

20%

0,
10% 539

0%
NAMPT SIRT CD38 NADH/NAD(P)H

Figura 5: Distribuicdo dos estudos incluidos segundo o biomarcador pesquisado.

Considerando o método de pesquisa dos referidos biomarcadores, foi mais utilizada
a imunohistoquimica (42,1%) para detetar a proteina, e métodos de PCR,
normalmente PCR quantitativo em tempo real (31,6%), para quantificar o RNA. A
citometria de fluxo foi realizada em 15,8% dos estudos, e em todos eles para
pesquisa da expressdao de CD38. Foi ainda utilizada a técnica de ensaio

imunoenzimatico (ELISA) em 10,5% dos casos. De entre outros métodos utilizados

39



encontra-se a espectroscopia com autofluorescéncia para medir NAD, a
imunofluorescéncia e sequenciacdo de RNA single cell, utilizados na pesquisa de
expressao de CD38, e métodos de protedmica, com realizagdo de eletroforese
bidimensional com espectroscopia de massa para identificacdo do biomarcador

diferencialmente expresso, neste caso para pesquisa de NAMPT (Figura 6).

Tendo em conta a metodologia utilizada, o tipo de biomarcador pesquisado foi
proteina em 78,9% das publicacdes, RNA em 36,8% e intensidade de fluorescéncia

em apenas 5,3% das publicagdes (Figura 7).

Método de pesquisa
50%
42.1%
40%
31.6%
30%

20% 15.8% 15.8%

10.5%
10%

0%
Imunohistoquimica PCR Citometria de Fluxo ELISA Outros

Figura 6: Distribuigcdo dos estudos incluidos segundo o método de pesquisa do
biomarcador.

Biomarcador pesquisado
90%
80%
70%
60%

50%
40% 36.8%

78.9%

30%

20%

10% 5.3%
0%

Proteina RNA Intensidade de
fluorescéncia

Figura 7: Distribuigcdo dos estudos incluidos segundo o tipo de biomarcador pesquisado.
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E possivel observar que todos os estudos com pesquisa de NAMPT verificaram um
aumento da sua expressao em doentes com tumores de cabeca e do pescogo
relativamente aos controlos. Na expressao de SIRTs verificou-se um aumento de
expressao em 66,7% das publicagcbes com avaliacdo deste biomarcador e uma
diminuicdo em 33,3%. Verificou-se ainda um aumento de expressdo de CD38 em
80,0% das publicacbes em que foi pesquisado este biomarcador, com uma
publicagdo a ndo revelar diferencas entre casos e controlos neste parametro
(Tabela 5).
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Tabela 5: Caracteristicas dos estudos incluidos na revisdo sistematica

Sexo . . ..
] .. Casos/ Idade Tecido de _. . . Tecnologia / Técnica
Autor, ano Pais Localizagao casos masculino . Biomarcador Medicao g 8 Resultado
controlos (anos) . pesquisa de detecao
casos (%)
. Varias .
gg;' etal, USA localizagdes 4;62*3 NS NS Tumor SIRT6 Prgﬁ:a’ IHC, real time RT-PCR  Diminuigio da express&o
SCCHN
Presenca de plasmécitos
Zhang et al., . Laringe e o Proteina, IF, sequenciagdo de (CD19+CD38+) aumentada no
202142 China orofaringe 20 38-77 70,0% Tumor CD38 RNA RNA single cell microambiente tumoral em HPV+,
associado a melhor progndstico
— —— = 5
Kaoetal,  riandia Cavidade oral 43/43 MeUE g3 49, Tumor SIRT3 RNA gRT-PCR Diminuigao da expressao em 63%
2019 57,7 dos casos
260613514&]"’ China  Nasofaringe  20/17 Mj(:_;a: 75,6% Tumor CD38 Proteina IHC Aumento da expressdo
Sowa et al., - - Média: o ] Aumento de expressdo, sem
20184 Polénia  Parotidas 59/30 56,3 37,3% Soro NAMPT Proteina ELISA diferenca entre tipos de tumor
\Z/\Se;r;geet al, CSQ:/ Cavidade oral 50/ 10 NS NS Tumor$ NAMPT Proteina IHC Aumento da expressdo
Andrade et Varias Aumento de expresséo de CD38
47 Brasil localizagbes 23/30  28-75 78,3% Sangue CD38 Proteina Citometria de fluxo el P
al., 2013 SCCHN em linfécitos T CD8
Yu-Duan et A : Média: o . =
al 20134 Tailandia Cavidade oral 51/ 57 526 100% Plasma NAMPT Proteina ELISA Aumento da expressdo
. Diferengcas entre doentes e
Yuvaraj et al NADH Intensidade Espectroscopia com  controlos na excitagcdao a 405nm
20134 India  Cavidade oral - 63/60  25-80 NS Saliva NAD(P)H deA . autofluorescéncia no intervalo de 445-460nm e a
fluorescéncia
520nm.
,;Ihazz(;e;zgoet USA Cavidade oral 42/10 NS NS Tumor$ SIRT3 Proteina IHC Aumento da expressdo
Feng et al, Singapura Nasofaringe 28/ 28 NS NS Soro CD38 Proteina Citometria de fluxo Sem diferengas nos  linfocitos
19995 gap 9 CD4+ e CD8+

(continua na pagina seguinte)
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(continuagao da Tabela 5)

Casos/ Idade Sexo

Autor, ano Pais Localizagao casos masculino

Tecido de

Biomarcador Medicao

Tecnologia / Técnica

Resultado

controlos @nos)  casos (%) pesquisa de detecao
Luetal, . - o . , . Aumento da expressdo em
202052 China Tiroide 79/112  19-72 24,1% Sangue CD38 Proteina Citometria de fluxo linfécitos CD8+
Belousov et . - , - ~
al. 20195 Russia Tiroide 60/ 20 NS NS Sangue NAMPT Proteina Protedmica (DIGE, MS) Aumento da expressao
Sf;‘;'c';%’g‘;faj Polonia  Tiroide 40/39 4065  40,0% Tumor NAMPT RNA gPCR Aumento da expressio
Turbat-
Herrera etal., USA Tiroide 48 /12 NS NS Tumor$ NAMPT Proteina IHC Aumento da expressao
2018°°
Qu et al., . . Média: o Proteina e ~
201756 China Tiroide 391745 47.0 27,6% Tumor SIRT6 RNA IHC e qRT-PCR Aumento da expressao
w /. i
Y ::,a ’ China  Tiroide 40 NS  350% Tumor SIRT1 Proéi;;‘\a ®  IHCeqRT-PCR  Aumento da express&o
Sf;‘;'c‘;%'g‘;;aj Polénia  Tiroide 40/67 1881  40,0% Tumor NAMPT RNA gPCR Aumento da expressao
Shackelford et . 711748 NAMPT , Aumento da expressao para
§
al., 2013% USA Tiroide 38/8 NS NS Tumor SIRT3 Proteina IHC ambos os biomarcadores

DIGE: electroforese bidimensional em gel; ELISA: ensaio imunoenzimatico;

IF: imunofluorescéncia;

IHC: imunohistoquimica; MS: espectroscopia de massa; NAMPT: nicotinamida

fosforibosiltransferase; NMR: ressonancia magnética nuclear; NS: nédo especificado; qPCR: reacédo de polimerase em cadeia quantitativa; RT-PCR: reagéo de polimerase em cadeia com

transcriptase reversa; SCCHN: carcinoma epidermoide da cabega e do pescogo; USA: Estados Unidos da América. *Em comparagdo com uma base de dados de tecidos normais; Sutilizagdo de

microarrays de tecidos adquiridos a empresas.
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Pubmed - B-On — 67
125 artigos

artiaos

93 Artigos apos 55 Artigos apos
remocao remogao
duplicados duplicados

44 Artigos

apos

remogao

duplicados

Cochrane — 0 artigos

Figura 8 — Diagrama de Venn sobre sobreposi¢ao de artigos entre bases de dados antes e depois
da selecéo.
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Discussao

A presente revisao sistematica permitiu a identificacdo de distintos biomarcadores

relacionados com o metabolismo de NAD em neoplasias da cabecga e do pescoco.

A NAMPT corresponde a enzima mais frequentemente reportada nas publicacbes
incluidas como biomarcador de tumores de cabeca e do pescoco, tratando-se da
enzima responsavel pela conversdo de NAM em NMN, que por sua vez sera
convertido em NAD pela NMNAT. De facto, todas as publicagdes incluidas
demonstraram um aumento da sua expressao neste tipo de neoplasias, quer a nivel
de amostras tumorais, quer em amostras de sangue periférico, soro ou
plasma.4%46:48,53-555859  Ngs amostras tumorais a sua expressdo foi mais
frequentemente pesquisada por técnicas de imunohistoquimica e PCR quantitativa,
enquanto em amostras periféricas foram utilizadas técnicas de ELISA e de andlise
protedmica. A sobrexpressdao de NAMPT pode estar associada ao processo de
carcinogénese neste tipo de tumores, encontrando-se o nivel de expressao
dependente do grau de diferenciagdo do tumor.® A sua expressdao mais elevada
também ja se encontra descrita em tumores de outras areas anatémicas,
nomeadamente em tumores renais e gastrointestinais.®®-62 O mecanismo inerente a
elevacgao deste marcador ainda nao é totalmente conhecido, sendo colocadas como
hipdteses a sua associagdo a um microambiente pré-inflamatorio,*8%* a
modificagdes no metabolismo celular ao nivel do tumor primario,®® condicionando
uma maior proliferagdo celular e sintese de ADN,*® e podendo este marcador
auxiliar na definicdo do progndstico e constituir um potencial alvo terapéutico.5%8
Sa0 necessarios mais estudos relativos a esta via metabdlica para se poder
estabelecer o papel especifico da NAMPT no processo de carcinogénese nos

tumores da cabeca e do pescoco.

A CD38 corresponde a uma hidrolase de cADPR, responsavel pelo fluxo intracelular
de calcio e associada a respostas imunitarias, cuja fungdo se encontra dependente
de NAD. No presente estudo foi possivel observar um aumento da sua expressao
em linfécitos T CD8+ em amostras de sangue periférico, assim como em amostras
de tecido tumoral. Nas amostras de sangue periférico, a técnica mais utilizada foi a
de citometria de fluxo, pois permite a identificagcao diferencial de linfocitos nesse tipo
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de amostras, com marcacido seletiva de diferentes proteinas por associagao a

técnicas de fluorescéncia.*’

Apenas uma das publicacdes incluidas ndo mostrou diferengcas na expressao de
CD38 em linfécitos CD4+ e CD8+.5%" Trata-se de um estudo realizado em tumores da
nasofaringe, com pesquisa em soro por técnicas de citometria de fluxo. A ndo
identificacdo de expressdo diferencial de CD38 pode estar associada a um poder
estatistico eventualmente insuficiente neste estudo, ou a utilizagcdo de técnicas de
citometria de fluxo com menor acuidade para identificacdo de potenciais diferengas
existentes, uma vez que se trata de uma publicacdo de 1999. A realizacdo de
estudos dirigidos a expressao deste marcador, quer a nivel circulante, quer ao nivel
do microambiente tumoral, podera trazer nova informacédo acerca do seu papel no

processo de carcinogénese nos tumores da cabega e do pescogo.

Como referido previamente, as SIRTs desempenham um papel fundamental na
regulagdo do metabolismo, sendo proteinas dependentes de NAD. Existem
diferentes enzimas desta familia, tendo sido identificadas as SIRT1, SIRT3 e SIRT6
como potenciais biomarcadores neste trabalho. No entanto, dependendo do tipo de
tumor em estudo é observada uma variagcado diferencial na sua expressdo: para
tumores da tiroide foi identificado um aumento consistente da expressao das trés
enzimas,®®581 enquanto para os SCCHN foi observada uma diminuigdo da
expressdo de SIRT6,4" com resultados contraditérios relativos a expressdo de
SIRT3.43%0 A expressdo das SIRTs em neoplasias malignas aparenta estar
dependente da localizagao do tumor primario, com aumento da expressao de SIRT1
em tumores de mama e de prostata,®3%* aumento de expressdo de SIRT6 em
tumores de pulmao e pele,®>%¢ mas com a sua diminuicdo em tumores de pancreas,
mama e carcinoma hepatocelular.”-’! Deste modo, este tipo de moléculas pode
apresentar diferentes fungées no processo de carcinogénese consoante o tipo de
tumor considerado, com potencial papel de gene supressor tumoral ou de
oncogene. Serdo necessarios mais estudos para compreender a influéncia
especifica deste tipo de moléculas no processo de carcinogénese de diferentes

tipos de tumores primarios e a sua influéncia consoante o tipo histoldgico.

Sabe-se que o aumento de expressado de SIRT6 leva a uma diminui¢cao de HIF-1a,
molécula relacionada com estados de hipoxia.*' As células tumorais em hipoxia de

SCCHN tém mecanismos de resisténcia a radioterapia e quimioterapia ja
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previamente reportados.”? Deste modo, a regulagéo da via de SIRT6 pode constituir

um potencial novo alvo terapéutico neste tipo de neoplasias.

Ao contrario das restantes enzimas SIRT, apenas a SIRT3 mostrou um aumento da
sua expressao nos SCCHN, nomeadamente ao nivel da cavidade oral. Os
resultados dispares entre estudos para o marcador SIRT3 podem correlacionar-se
com alguma indefinicdo existente no que diz respeito a sua fungdo. Alguns autores
sugerem que esta molécula tenha interferéncia como fator pro-apoptético,” "
enquanto outros salientam a sua funcéo anti-apoptética, mais consistente com uma
atividade na reducdo de niveis de ROS e num papel ativo no processo de
carcinogénese aquando da sua sobrexpress&o.”>’® Por outro lado, alguns estudos
demonstram que uma diminuicdo de SIRT3 a nivel mitocondrial se encontra
relacionada com um aumento do metabolismo glicolitico, que podera constituir uma
vantagem no processo de proliferagdo celular em neoplasias malignas, apesar do
aumento da sua expressao mitocondrial poder ser um estimulo para a sobrevivéncia
celular aquando da produgdo exacerbada de ROS.”>’® Dada a ubiquidade de
funcbes descritas para a SIRT3, devera existir mais do que um mecanismo de
promogao de carcinogénese e influéncia da sua expressao em tumores malignos,
sendo necessarios mais estudos que permitam uma avaliagao detalhada das vias

intracelulares influenciadas pela modificagao de expressao desta molécula.

Existem diferentes tipos de amostra implicadas no estudo de biomarcadores
relacionados com o metabolismo de NAD em tumores de cabecga e do pescogo. De
facto, alguns autores optam por utilizagdo de amostras periféricas (sangue, soro e
plasma), enquanto outros autores preferem a sua pesquisa em tecido tumoral.
Apesar de as amostras periféricas serem mais acessiveis, 0 que podera ser
benéfico para avaliagdo de variagdo temporal dos biomarcadores, podendo estes
constituir um potencial método de avaliagdo de resposta ao tratamento (e
consequente progndstico), as amostras em tecido tumoral sdo mais especificas,
pois avaliam de forma dirigida a expressdo nas células em estudo, minimizando a

influéncia de fatores externos que possam modificar os resultados esperados.

Neste estudo, foi observada uma maior consisténcia nos resultados relacionados
com a expressdo de NAMPT, podendo constituir esta enzima o biomarcador mais

consensual nos tumores de cabeca e do pescogo. Serdo necessarios mais estudos,
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nomeadamente ensaios clinicos, para avaliar o seu potencial de rastreio,

diagnostico e prognéstico.
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Conclusao

Com o presente trabalho foi possivel identificar como biomarcadores relacionados
com o metabolismo de NAD em tumores malignos da cabecga e pescogo a NAMPT,
a CD38 e as SIRT. Existe uma consisténcia de resultados relacionados com a
NAMPT, com o aumento da sua expressao tanto em SCCHN como em tumores da
tiroide. A expressdo de SIRT em tumores da cabeca e do pescoco podera ser
variavel, e a expressdo de CD38 aparenta estar aumentada em linfocitos T nos

doentes com este tipo de neoplasias.

A sobrexpressdo de NAMPT nestas neoplasias podera traduzir um potencial alvo
terapéutico, permitindo, desta forma, melhorar o progndstico destes doentes e

individualizar a terapéutica de acordo com a sua expressao.

E necessaria a realizacdo de estudos clinicos randomizados que permitam
estabelecer o papel dos diferentes biomarcadores identificados no diagndstico,
seguimento e prognéstico dos tumores de cabega e do pescogo, assim como para

definir a melhor amostra e melhor método para a avaliacdo da sua expressao.
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