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Resumo

0 virus do Papiloma Humano (HPV) é o agente infecioso responsavel por mais infecoes
sexualmente transmissiveis, e esta associado aos cancros do colo do Utero, da cabeca e pescoco
e anogenitais.

Um dos mecanismos de carcinogénese do HPV é a desregulacao de RNA nao codificantes
(ncRNAs) através das oncoproteinas virais. Assim, a literatura tem demonstrado que os ncRNAs
podem ser uma ferramenta clinica util, tendo potencial para serem utilizados como
biomarcadores para o diagndstico, progndstico e preditivos de resposta terapéutica.

O objetivo desta revisao sistemadtica da literatura é sistematizar e analisar o valor clinico dos
ncRNAs em cancros relacionados com a infecao por HPV.

Utilizaram-se as bases de dados PubMed, Web of Science, Scopus e Cochrane e foram
considerados artigos redigidos eminglés ou portugués, cujo objeto de estudo fosse o ser humano
e que relacionassem ncRNAs como biomarcadores em cancros HPV-positivos.

Foram encontrados 1082 artigos e, apds aplicacao dos critérios de inclusao e exclusao, foram
mantidos 90. O ndmero de artigos obtidos apds o processo de avaliacao da qualidade da
evidéncia foi 55.

A andlise detalhada das trés vertentes de interesse clinico - diagndstico, progndstico e
terapéutica - é fundamental para compreender a aplicabilidade clinica dos ncRNAs em diferentes
contextos dos tumores malignos HPV-positivos.

Nos resultados obtidos, observou-se que o cancro do colo do utero é o cancro HPV-positivo mais
estudado e que os miRs foram os ncRNAs mais evidentes, sendo que o miR-21 e o miR-34a
foram os mais explorados e que apresentam um maior potencial como biomarcadores de
diagnastico e progndstico.

Observou-se alguma heterogenia metodoldgica entre os resultados, o que destaca a
necessidade de uma maior padronizacao entre as investigacoes que utilizam ncRNAs como
presumiveis biomarcadores e assim, potenciar a integracao dos ncRNAs na rotina clinica.

O tipo de amostra utilizada nos diversos estudos foi predominantemente de hidpsias invasivas.
Assim, a condugao de mais estudos com técnicas de colheita menos invasivas (bidpias liquidas)

é fundamental.

Palavras-chave: Non-Coding RNA; Human Papillomavirus; Cancers; Tumor Biomarkers; Human



Abstract

The Human Papillomavirus (HPV) is the infectious agent responsible for most sexually
transmitted infections and is associated with cervical, head and neck and anogenitals cancers.
One of the mechanisms of HPV carcinogenesis is the deregulation of non-coding RNAs (ncRNAs)
by viral oncoproteins. Thus, the literature has shown that ncRNAs can be a useful clinical tool, with
the potential to be used as biomarkers for diagnosis, prognosis and predictive of therapeutic
response.

The purpose of this systematic literature review is to assemble and analyse the clinical value of
non-coding RNAs in HPV-related cancers.

The PubMed, Web of Science, Scopus and Cochrane databases searched for articles written in
English or Portuguese, in which were studied human samples, and in which ncRNAs were studied
as biomarkers of HPV-positive tumors.

In this review, a total of 1082 articles were found, and after applying the inclusion and exclusion
criteria, 90 remained. The number of articles obtained at the end of the quality assessment
process was 55.

A detailed analysis of clinical interest - diagnosis, prognosis and therapeutics - is essencial to
understand the clinical applicability of ncRNAs in different contexts of HPV-positive
malignancies.

The results showed cervical cancer is the most studied HPV-positive cancer and that miRs are
the most prominent ncRNAs, with miR-21and miR-34a being the mostinvestigated and showing
the greatest potential as diagnostic and prognostic biomarkers.

There was some methodological heterogeneity among the results, highlighting the need for
greater standardization among studies using ncRNAs as putative biomarkers and thus improving
the application of ncRNAs into clinical routine.

The sample type used in the different studies was predominantly obtained by invasive biopsies.
Given the promising results obtained when using non-invasive methods, conducting more

studies on the ncRNA expression analysis in liquid biopsies is essential.

Keywords: Non-Coding RNA; Human Papillomavirus; Cancers; Tumor Biomarkers; Human



indice

Lista de Siglas e Abreviaturas Vil
indice de Figuras IX
indice de Tabelas X
1. Introducao 1
11.  Virus do PapilomaHumano 1
1.2.  Genoma e Proteinas Virais do HPV 2
1.3.  Modo de Infecao por HPV 4
1.4. Prevencao, Diagndstico e Tratamento dos cancros provocados pelo HPV................... 7
1.41.  Cancrodo Colo do Utero 8
1.4.2.  Cancros Anogenitais 10
1.4.3. (CancrodaCabecae Pescoco M
1.5. RNAs ndo codificantes 12
15.1. ncRNAs Curtos 14
1.5.2. ncRNAs Longos 15
2. Questoes de Investigacao 16
3. Objetivo 17
4. Metodologia 17
41. Tipode Estudo 17
4.2. Selecaodas Palavras-Chave 17
4.3. (Critérios paralocalizacao e selecao de estudos relevantes 17
5. Resultados 20
5.1. RNAs nao codificantes como biomarcadores no diagndstico e progndstico dos cancros

causados pelo HPV 22
51.1.  Cancrodo Colo do Utero 23
5.1.2. Cancros Anogenitais 26
51.3. Cancro da Cabeca e Pescoco 27
6. Discussao 30
7. Conclusao 37
Referéncias Bibliograficas 39
ANEXOS 54




ANEXO 1- Representacao Esquematica da Metodologia de Pesquisa (haseada no método
PRISMA)

54

ANEXO 2 — Dominios e Questdes

55

ANEXO 3 - Outputsresultantes da revisao sistematica

ANEXO 4 - Resultados da Avaliacao da Qualidade da Evidéncia

ANEXO 5 - Informacao Resumo/Chave dos Artigos Selecionados para Inclusao

ANEXO 6 — Poster apresentado no 62 Encontro Nacional de Jovens Investigadores em
Oncologia

56
57
60

88

Vi



Lista de Siglas e Abreviaturas

AJCC - Comité Americano de Estadiamento do Cancro, do inglés American Joint Committee on
Cancer

ASC-H - Células Pavimentosas Atipicas sem Exclusao de HSIL, do inglés Atypical Squamous
Cells, Cannot Rule Out High Grade Squamous Intra-epithelial Lesion

ASC-US - Células Pavimentosas Atipicas de Significado Indeterminado, do inglés Atypical
Squamous Cells of Undetermined Significance

AUC - Area Sob a Curva, do inglés Area Under the Curve

BP - Pares-de-Base, do inglés Base Pairs

CIN — Neoplasia Cervical Intraepitelial, do inglés Cervical Intraepithelial Neoplasia

circRNAs — RNAs Circulares, do inglés Circular RNAs

DNA - Acido Desoxirribonucleico, do inglés Deoxyribonucleic Acid

EGFR - Recetor do Fator de Crescimento Epidérmico, do inglés Epidermal Growth Factor
Receptor

ER — Regiao Precoce, do inglés Early Region

GEO - Sem traducao para portugués, do inglés Gene Expression Omnibus

HPV - Virus do Papiloma Humano, do inglés Human Papillomavirus

HSIL - Lesdes Escamosas Intraepiteliais de Alto Grau, do inglés High-grade Squamous
Intraepithelial Lesions

HSPG - Proteoglicanos de Sulfato de Heparano, do inglés Heparan Sulfate Proteoglycans

LCR - Regiao Longa Reguladora, do inglés Long Control Region

IncRNAs — ncRNAs Longos, do inglés Long non-coding RNAs

LR — Regiao Tardia, do inglés Late Region

LSIL - Lesdes Escamosas Intraepiteliais de Baixo Grau, do inglés Low-grade Squamous
Intraepithelial Lesions

MHC - Complexo Maior de Histocompatibilidade, do inglés Major Histocompatibility Complex
MSP - PCR Especifico para Metilagao, do inglés Methylation-Specific PCR

miRNAs/miRs — Sem traducao para portugués, do inglés MicroRNAs

mRNAs — Acidos Ribonucléicos Mensageiros, do inglés Messenger Ribonucleic Acids

ncRNAs — Acidos Ribonucléicos Nao Codificantes, do inglés Non-coding RNAs

NILM - Negativo para lesao intraepitelial ou neoplasia maligna, do inglés Negative for

Intraepithelial Lesion or Malignancy

Vi



ORFs — Fases de Leitura Aberta, do inglés Open Reading Frames

gRT-PCR - Reacao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real de Transcricao Reversa, do inglés
Reverse Transcription Real Time Polymerase Chain Reaction

piRNAs/piwiRNAs — Sem traducao para portugués, do inglés Piwi-interacting RNAs

PNV — Programa Nacional de Vacinagao Portugués

pRb - Proteina do Retinoblastoma, do inglés Retinoblastoma Protein

RISC — Complexo de Silenciamento Induzido por RNA, do inglés RNA-Induced Silencing Complex
rRNAs — RNAs Ribossémicos, do inglés Ribosomal Ribonucleic Acids

SIL — LesGes Escamosas Intraepiteliais, do inglés Squamous Intraepithelial Lesions

siRNAs — Pequenos RNAs de interferéncia, do inglés Small interfering RNAs

sncRNAs — ncRNAs Pequenos/Curtos, do inglés Small non-coding RNAs

snoRNAs — Pequenos RNAs nucleolares, do inglés Small nucleolar RNAs

snRNAs — Pequenos RNAs nucleares, do inglés Small nuclear RNAs

TCGA - Sem traducao para portugués, do inglés The Cancer Genome Atlas

tRNAs — RNAs de transferéncia, do inglés Transfer RNAs

OMS - Organizacao Mundial de Satide, do inglés World Health Organization (WHO)

Vil



indice de Figuras

Figura1-Percentagem de casos de cancro por agente infecioso no mundo (dados estimados em

2018), segundo WHO e IARC. Adaptado de (5). 1
Figura 2 — Estrutura do genoma viral do género alpha do virus do papiloma humano. Adaptado
de (10). 3
Figura 3 - Explicacao do modo de infecao HPV e interagcao com as proteinas virais. Adaptado de
(9). 5
Figura 4 - Diagrama de Classificacao das Classes de RNAs nao codificantes. Adaptado de (33).

13
Figura 5 - Grafico de Barras da Avaliacao da Qualidade da Evidéncia (em percentagem)............. 21

Figura 6 — Representacao Esquemadtica da Metodologia de Pesquisa (baseada no método

PRISMA) 54
Figura 7 - Poster Cientifico 62 ENJIO 88
Figura 8 - Abstract do poster do 62 ENJIO 89



indice de Tabelas

Tabela 1- Funcao das principais proteinas do HPV de alto risco (1,4,7,9,12) 3
Tabela 2 — Termos de pesquisa desenvolvidos e filtros utilizados em cada base de dados
eletronica 18
Tabela 3 - Valor Clinico potencial dos ncRNAs no cancro do colo do dtero 24
Tabela 4 - Valor Clinico potencial dos ncRNAs avaliados nos cancros anogenitais.........co.... 27
Tabela 5 — Valor Clinico potencial dos ncRNAs no cancro da cabeca e pescogo............ne. 28
Tabela 6 - Resultados da Avaliacao da Qualidade da Evidéncia 57
Tabela 7 - Cancro do Colo do Utero — Diagndstico 60
Tabela 8 - Cancro do Colo do Utero - Diagndstico e Progndstico 72
Tabela 9 - Cancro do Colo do Utero — Progndstico 78
Tabela 10 - Cancros Anogenitais — Diagndstico 79
Tabela 11 - Cancros Anogenitais - Diagndstico e Progndstico 79
Tabela 12 - Cancro da Cabeca e Pescoco — Diagndstico 80
Tabela 13 - Cancro da Cabeca e Pescoco - Diagndstico e Progndstico 83
Tabela 14 - Cancro da Cabeca e Pescoco — Progndstico 87



1. Introducao

1.1. Virus do Papiloma Humano

0 virus do Papiloma Humano (HPV) é um agente infecioso da familia Papillomaviridae, nao
envelopado, de pequenas dimensoes e com uma capside icosaédrica, que possui uma unica
molécula de dcido desoxirribonucleico (DNA), de cadeia dupla com cerca de 8000 pares-de-base
(bp). O HPV caracteriza-se por ser epiteliotrépico, ou seja, infeta especificamente as células
epiteliais cutaneas e/ou mucosas do ser humano, dispondo de potencial para induzir lesdes
proliferativas, tais como verrugas cutaneas. A via de transmissao mais comum do virus é através
do contacto sexual (oral, vaginal ou anal), mas, embora menos frequente, pode também ocorrer
por via vertical, isto € no momento do parto, da mae para o filho (1-3).

O HPV é o microrganismo responsdvel por mais infecoes sexualmente transmissiveis, 0 sequndo
agente infecioso que promove o desenvolvimento de cancro mais prevalente no mundo e
responsavel por 5% de todos os cancros mundialmente (Figura 1). Cerca de 50 a 80% de todos
0s homens e mulheres sao infetados pelo menos uma vez ao longo da sua vida, normalmente
apds pouco tempo do inicio da sua atividade sexual (2,4-6). A maioria destas infecoes é
eliminada pelo sistema imunitdrio (infecdes transientes), mas infecdes persistentes podem levar

a alteracdes pré-malignas e progredir para cancro (2,6,7).

W Helicobacter pylori
M Virus do Papiloma Humano
M Virus da Hepatite B
M Virus da Hepatite C

W Outros Agentes

Figura 1- Percentagem de casos de cancro por agente infecioso no mundo (dados estimados em 2018), sequndo WHO e IARC.
Adaptado de (5).



Até ao momento foram identificados mais de 200 tipos de HPV que infetam o ser humano,
caraterizados em baixo e alto risco, de acordo com o potencial de desenvolvimento de neoplasias
malignas (1-4). Os tipos de baixo risco, como o 6 e 11, podem causar anomalias benignas nas
células, verrugas anogenitais ou papilomas do trato respiratdrio. Ja os tipos de alto risco, onde se
destacam o 16 e 18, sao considerados carcinogénicos para humanos e estao intimamente
relacionados com o desenvolvimento de cancro. Apesar de o risco ser menor, ha evidéncia
cientifica que indica possibilidade de alguns tipos de baixo risco também potenciarem o
desenvolvimento de cancro (4,6-8).

A infecao por HPV é o agente etioldgico mais comum do cancro do colo do utero, sendo
responsavel por 99% dos casos. Este virus também estd associado aos cancros anogenitais
(onde se incluem os cancros anais, vaginais, vulvares e do pénis) e da cabeca e pescoco, onde se
destaca o cancro orofaringeo, mas que pode afetar igualmente a cavidade oral, faringe, laringe, as

glandulas salivares, os seios paranasais e a cavidade nasal (1-3,7,8).

1.2. Genoma e Proteinas Virais do HPV

0 virus do Papiloma Humano é dividido em cinco diferentes géneros (alpha, beta, gama, mu, nu),
mediante as diferencas principalmente nas sequéncias de DNA no gene L1. Cada tipo, de baixo ou
alto risco, encontra-se inserido dentro de cada um destes géneros (9-11).

O género alphaé o mais amplo, mais bemidentificado e alvo de mais estudos. Este género contém
tipos de HPV de alto e baixo risco capazes de infetar o epitélio cutaneo e mucoso, ao contrario
dos restantes géneros que infetam somente o epitélio cutaneo (4,6,9).

Apesar das diferencas dentro de cada grupo de HPV, todos apresentam a mesma organizacao
genética e proteinas em comum (4,10,11). Assim o virus do Papiloma Humano é constituido por
trés principais regides genémicas (Figura 2): uma regido nao codificante, a Long Control Region
(LCR), também denominada Upstream Regulatory Region (URR); uma regido precoce, a Early
Region (ER) e uma regido tardia, a Late Region (LR) (4,8,10,11).

A LCR é constituida por sequéncias reguladoras responsdveis por controlar a transcricao e
replicacao viral. Por sua vez, a ER compreende as fases de leitura aberta, Open Reading Frames
(ORFs) E1, E2, E4 a E7, codificando proteinas com a mesma denominacao, importantes para que
a replicacao e transcricao do virus se realize. Ja a LR contém os genes tardios, L1 e L2 que

produzem proteinas necessarias a montagem dos virdes e formacao da capside (1,8,11).



Apesar desta constituicao geral entre os diferentes grupos de HPV, existem diferencas no
tamanho das sequéncias de DNA e na quantidade de ORFs na sua estrutura. As ORFs E1,E2,L1e
L2, genes conservados entre os diferentes grupos, sao cruciais para a replicacao, escape ao

sistema imune, sobrevivéncia e disseminacao do virus (9,10).
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Figura 2 — Estrutura do genoma viral do género alpha do virus do papiloma humano. Adaptado de (10).

Na Tabela 1estao apresentadas as fun¢oes das proteinas core dos HPV de alto risco, virus estes
envolvidos no desenvolvimento de cancro pela cooperagao conjunta das proteinas virais.
Somente nos HPV de alto risco, as proteinas E6 e E7 conseguem adquirir um rearranjo capaz de
se ligar as proteinas supressoras tumorais p53 e proteina do retinoblastoma (pRb),
respetivamente. Estas ligacoes sao fundamentais para a manutencao da transformacao maligna

induzida pelo HPV de altorisco (2,10,12).

Tabela 1— Funcdo das principais proteinas do HPV de alto risco (14,7,9,12)

Designacao da i
Funcao da Proteina Viral
Proteina do Virus

E uma helicase de DNA, essencial para a replicacdo gendmica do virus. Esta envolvida na ativacio

E1
da proliferacdo e diferenciacao celular, hem como no escape a resposta imunoldgica inata antiviral.
Fator viral de transcricdo, liga-se a E1 para facilitar a iniciacdo da replicacdo viral, tendo um papel
E2 fulcral no ciclo de vida do virus, uma vez que permite a sincronizagao da replicacao do DNA viral com

o DNA da célula hospedeira. Controla negativamente a expressao das proteinas E6 e E7.




Tabela 1 (continuacdo)

Designacao da
Funcao da Proteina Viral
Proteina do Virus
Regula a expressao de L1 e L2. Interage com proteinas do citoesqueleto da célula para facilitar a
£4 libertacao dos virides.
Oncoproteina encontrada maioritariamente no aparelho de Golgi e reticulo endoplasmatico.
Promove a modulacao do sistema imune, inibindo o transporte a superficie celular do complexo
ES5 maior de histocompatibilidade | (MHC-I) e a proliferacdo celular pela formacao de complexos
ativadores de recetores de fatores de crescimento como o Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR). Auxilia as proteinas E6 e E7 na transformagao maligna das células hospedeiras.
Oncoproteina que se liga a p53 degradando-a por ubiquitinacdo, inibindo a apoptose e permitindo a
E6 imortalizacao das células. Tamhém causa perda de adesao e polaridade celular.
Oncoproteina envolvida na degradacao da pRb por ubiquitinacdo. Induz a entrada prematura na fase
E7 S, desregula o checkpoint G1/S do ciclo celular, levando a um aumento da proliferagao celular.
Proteina principal do capsideo, liga-se aos receptores celulares antes da entrada na célula. E
H necessdria para amontagem dos virides e formacao dos capsémeros.
Proteina secundaria do capsideo, necessaria ao encapsulamento do genoma e montagem dos
L2 virides. Favorece a entrada e transporte das particulas virais na célula.

As oncoproteinas E5, E6 e E7 desregulam funcoes essenciais da célula, o que permite o
desenvolvimento de varios hallmarks do cancro, conduzindo a uma acumulacao de erros
genéticos, proporcionando instabilidade gendmica, levando a proliferacao celular desmedida e a

resisténcia a morte celular (14,812).

1.3. Modo de Infecao por HPV

0 modo de infecao do HPV esta intimamente relacionado com a renovacao e diferenciacao
programada dos queratindcitos, infetando primeiramente as células epiteliais indiferenciadas e
primitivas da camada basal por intermédio de micro-lesdes, micro-fissuras ou, mais comumente,
através dos foliculos pilosos (1,9,10). No colo do ttero e no anus, os virus de alto risco tém uma
maior propensao para a zona de transformacao e na orofaringe pensa-se que ainfecao teminicio
nas fossas amigdalinas e na base da lingua (6,8,9,11).

O virus entra no interior dos queratindcitos pela ligacao entre os recetores celulares,
preferencialmente os proteoglicanos de sulfato de heparano (HSPG) encontrados na membrana
celular ou na matriz extracelular, e a proteina L1 do virus. Esta interagao provoca uma alteracao

conformacional da estrutura do capsideo que expde a regiao N-terminal da proteina L2 na



superficie do virus. Através da clivagem da regido N- terminal pela furina (uma protease), umlocal
especifico da proteina L2 fica evidenciado. Este processo é necessdrio para a diminuicao da
afinidade da L1 ao recetor primdrio e para a ligagao e reconhecimento do virus por um segundo
recetor celular (hao HSPG) e consequentemente para o estabelecimento da infecao (9,12,13).

0 método de internalizacao do virus apds a ligacao a célula e a formacao das vesiculas de
endocitose, ainda nao sao hem compreendidos. Apds a entrada do virus na célula, ocorre a
dissociacao entre as proteinas do capsideo, levando a descapsidacao. Posteriormente, a proteina
L2 auxilia na saida do genoma viral dos endossomas e no transporte até ao nicleo, onde decorre
areplicacao do HPV, iniciada pela expressao das proteinas E1e E2 (Figura 3) (9,12). A replicacao
do DNA viral mantém-se, com a funcao essencial das proteinas early em sincronia com a
replicacao do DNA do hospedeiro, nas células basais e parabasais, com um baixo ndmero de
cdpias e num estado epissomal, ou seja, permanecendo no nicleo da célula mas sem integracao

do DNA do virus no genoma humano (8,9,12).
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Figura 3 - Explicacdo do modo de infecdo HPV e interacdo com as proteinas virais. Adaptado de (9).

Os queratindcitos nao infetados migram para as camadas suprabasais e cessam o ciclo celular,
suspendendo a replicacao do seu DNA (9,12). Apesar deste acontecimento, a amplificacdo do

DNA viral e a expressao exacerbada de proteinas do virus (fase proliferativa) ocorre no epitélio



diferenciado e nas camadas superiores, pois a acao das proteinas virais E6 e E7 favorece a
entrada das células infetadas novamente no ciclo celular e a inibicao da apoptose,
proporcionando a amplificacao do genoma do virus e 0 aumento do nimero de cdpias virais por
célula (1,9,1).

Finalizada a amplificacao do genoma viral nas camadas superiores do tecido infetado e a saida
das células do ciclo celular, a progressao da infecao requer a expressao das proteinas estruturais
L1e L2 para efetuar a encapsidacao do genoma e montagem dos virides, concluindo a producao
de novas particulas virais. A maturacao dos virides é efetuada posteriormente e implica a
acumulacao de pontes de dissulfito entre as proteinas L1, criando resisténcia a digestao
proteolitica. Por fim, a libertacao dos virus ocorre por perda normal da integridade nuclear e
citoplasmatica das células infetadas, com a proteina E4 a auxiliar na transposicao dos filamentos
de queratina do epitélio (3,9,11,12).

Durante uma grande parte do ciclo de vida, o virus permanece quase impercetivel no hospedeiro,
pois as células entram em morte celular naturalmente sem ocorrer citélise, impedindo a
libertacao de citocinas pré-inflamatdrias e, assim, impossibilitando uma resposta imunoldgica
eficaz por parte do organismo humano, prolongando o processo de infe¢ao, podendo desenrolar
uma infecao persistente e consequentemente verificar-se o desenvolvimento de lesdes. O
periodo entre o inicio da infecao e o aparecimento de lesdes pode variar entre semanas e meses.
Nos HPV de alto risco pode verificar-se uma infecao assintomatica, com o genoma viral
unicamente na camada basal, sem ocorrer doenca, ou ser capaz de infetar as camadas epiteliais
superiores com a expressao viral controlada a medida que as células se diferenciam,
desenvolvendo assim uma lesao de baixo grau. Em casos mais graves pode irromper para uma
lesao de alto grau, pré-cancerosa, com desregulacao da expressao dos genes virais e
potenciando o desenvolvimento de neoplasias malignas (1,10).

Na grande parte dos casos de tumores associados ao HPV de alto risco, nao ocorre infecao
produtiva, isto é, nao existe producao de novos virus. Através da quebra da cadeia dupla de
ambos os DNAs viral e celular,desencadeada pela atividade das proteinas E6 e E7, as sequéncias
de DNA do virus permanecem integradas no genoma do hospedeiro, desregulando a sua
atividade e expressao. Esta integracao promove a paragem da replicagao viral mas é essencial
para a promocao da carcinogénese, ocorrendo de forma frequente a fratura da zona ORF E2, que
promove a perda de controlo da E2 na inibicao do funcionamento da E6 e E7, levando a um

incremento desregulado da expressao destas oncoproteinas virais. 0 HPV é necessario mas nao



suficiente para a transformacao maligna das lesoes. Para além da persisténcia da infecao,
integracao viral e da atividade das oncoproteinas (fatores virais), que levam a disseminacao de
células com erros genéticos, a progressao da tumorigénese deve-se também a fatores

ambientais e genéticos do individuo (4,8,14).

1.4. Prevencao, Diagnéstico e Tratamento dos cancros provocados pelo HPV

A prevencao da infecao por HPV e das suas manifestacdes, nomeadamente progressao de
lesdes pré-existentes para cancro, assentam atualmente em duas estratégias principais: a
vacinacao (prevencao primdria) e testes de rastreio para detecao do virus e lesdes pré-malignas
(prevencao secundaria) (2,14).

A vacinacao profilatica contra o virus do papiloma humano é o melhor método de prevencao e
estd indicada pela Organizacao Mundial de Saide (OMS) para raparigas, e sempre que possivel
pararapazes, dos 9 aos 26 anos de idade, tendo uma maior eficdcia quando administrada aos 11-
12 anos, pois sao mais eficazes antes da exposicao inicial ao HPV, ou seja, previamente ao
estabelecimento de qualquer infecao. Por este motivo a vacina, sequndo a OMS, tem como alvo
principal raparigas dos 9 aos 14 anos em uma ou duas doses da vacina, coincidindo com o
intervalo etdrio que antecede o inicio da vida sexual (2,3,15). O Programa Nacional de Vacinagao
Portugués (PNV) inclui, desde outubro de 2020 com a atualizacao do programa, o0 sexo masculino
na vacina HPV e este é realizado a criangas (sexo masculino e feminino) aos 10 anos de idade
contrainfecdes de 9 gendtipos de HPV (vacina nonavalente) em duas doses com intervalos de 6
meses entre ambas (16).

Os trés tipos de vacinas, bivalente, quadrivalente e nonavalente, disponiveis protegem contra os
dois tipos de alto risco mais comuns, HPV16 e HPV18 e sao compostas por proteinas L1
recombinantes do virus, diferentes para cada tipo de virus incluido na vacina, que induzem alta
producao de anticorpos neutralizantes e, consequentemente, uma forte imunidade. Estas sao a
Gardasil®4v, Gardasil®9v e Cervarix®2v. A Cervarix®2v engloba prote¢do contra o HPV16 e
HPV18, sendo hivalente. Por suavez, a Gardasil®4v é uma vacina quadrivalente e protege contra
os tipos de baixo risco HPV6, HPV11 e de alto risco HPV16, HPV18. A vacina nonavalente,
Gardasil®9v, tem como alvo nove tipos do virus do papiloma humano, incluindo os tipos de HPV
de baixo risco: HPV6 e HPV11 e de alto risco: HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV45, HPV52 e
HPV58 (2,3,11,14).
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As vacinas estao desenvolvidas e aprovadas para a prevencao do cancro do colo do utero, mas
também auxiliam na prevencao de verrugas anogenitais, a maioria dos cancros anais, vaginais,
vulvares e a evidéncia cientifica recente comeca a demonstrar que pode, de igual forma, reduzir
o risco do desenvolvimento do cancro orofaringeo e do pénis (2).

Atualmente estao a ser realizados estudos no ambito de desenvolver vacinas apds a infecao se
instalar noindividuo, ou seja, vacinas para contexto terapéutico, como é o caso das que tém como
foco as oncoproteinas E6 e E7 (3,11,17).

A prevencao secundaria é importante para um processo continuo de diminuicao da incidéncia da
infecdo e as suas manifestacoes, iniciado com a vacinagao. Atualmente, apenas existem exames
de rastreio para o cancro do colo do utero. Outros cancros causados pelo HPV, como o caso do
cancro orofaringeo, nao tém, para ja, exames amplamente utilizados.

O diagndstico e tratamento sao afetados e diferem mediante a zona anatémica a ser

intervencionada e o estadiamento da lesao ou tumor.

1.4.1. Cancro do Colo do Utero

De acordo com os dados da Globocan 2022, o cancro do colo do utero é o quarto tumor maligno
com maior incidéncia (6.9%) e mortalidade (8.1%) nas mulheres a nivel mundial (18).

Os fatores de risco para a progressao da infecao persistente para tumor maligno cervical
englobam o comprometimento do sistema imunitario, o uso prolongado de contracetivos orais,
fumo do tabaco, a existéncia de coinfecao, miiltiplos parceiros sexuais e diversas gestacdes (2,8).
Devido aimplementacao de testes de rastreio e vacinagao nos paises desenvolvidos, as taxas de
incidéncia e mortalidade deste cancro tém vindo progressivamente a diminuir. Contudo, verifica-
se que arealidade é oposta nos paises menos desenvolvidos, onde ainda é necessario um maior
acesso e investimento na prevencao, verificando por isso maiores taxas de incidéncia e
mortalidade nestes paises (2,4,8,18,19).

E recomendado como prevencao secunddria, para o cancro do colo do Utero, a realizacao de
citologia cervical, vulgo "teste do Papanicolau”, e/ou de teste HPV-DNA a mulheres, tanto para
rastreio como auxiliar de diagndstico, para que seja possivel a identificacao de mulheres
assintomaticas com presenca de lesdes pré-malignas, permitindo estabelecer um diagndstico e

tratamento antecedentes ao desenvolvimento de cancro.



O teste HPV-DNA é um tipo de teste de rastreio mais sensivel do que a citologia, sendo
importante a realizacdo dos dois procedimentos para a detecao precoce do cancro do colo do
utero.

Os rastreios organizados a nivel mundial tornam-se extremamente fundamentais ja que
reduzem, deste modo, em 50 a 80% os casos de cancro cervical (2,3,20). 0 Servico Nacional de
Sauide recomenda a execucao da citologia cervical a mulheres entre 0s 20 e 0s 30 anos e até aos
60 anos de idade, de cinco em cinco anos (21,22). Apds um teste positivo para a presenca de
HPV/teste de rastreio anormal, é realizada a colposcopia para inspe¢ao da vulva, vagina e colo
do utero; podendo ter, ou ndo, bidpsia associada. A colposcopia é realizada recolhendo uma
amostra de células cervicais, que posteriormente é enviada ao laboratdrio para andlise. E
utilizado o sistema de avaliacao padronizado de Bethesda para classificacao das lesdes,
mediante a sua gravidade, através da observacao das células microscopicamente, pela perda da
razao normal nucleo-citoplasma, alteracao de tamanho e forma nuclear e visualizacao de atipia
celular. O sistema Bethesda inclui a nomenclatura, por um processo crescente de atipia celular,
“negativo para lesao intraepitelial ou neoplasia maligna” (NILM), “células pavimentosas atipicas
de significado indeterminado” (ASC-US), “células pavimentosas atipicas sem exclusao de HSIL"
(ASC-H), lesdes escamosas intraepiteliais de baixo grau (LSIL) e lesdes escamosas intraepiteliais
de alto grau (HSIL) (14,19,20,23).

As HSIL correlacionam-se com achados histoldgicos de alto grau, devendo nestas utentes
realizar-se tratamento excisional para prevenir uma evolucao para tumor invasivo (20).

Outro tipo de prevencao secunddria para este tipo de cancro é a realizacao de testes de HPV
moleculares, onde ocorre a recolha de células cervicais, como na citologia, mas estas sao
testadas para a presenca de DNA de um tipo oncogénico (de alto risco) do virus do Papiloma
Humano.

Apesar do aumento do sucesso da prevencao de cancro pela estratégia de rastreio existente,
torna-se importante melhorar e desenvolver novos processos de detecao do cancro cervical. O
teste de HPV pode levar a alguns falsos positivos aumentando sentimentos de ansiedade no
encaminhamento para colposcopia, podendo levar a diagndsticos e tratamentos excessivos, e
mesmo apresentando alta sensibilidade para o rastreio do cancro do colo do utero, os resultados
positivos tém de ser confirmados com testes mais especificos e se possivel que possam reduzir
a realizacao de colposcopia de forma desnecessaria. Também a citologia tem as suas

desvantagens, por ser um teste menos sensivel leva a uma menor detecdo de lesdes pré-



malignas, havendo a necessidade de uma frequéncia maior de testes citoldgicos ao longo das
décadas para impedir a evolucao para cancro. Assim, novas técnicas estao a ser estudadas e
desenvolvidas para um aumento da fiabilidade, centrando-se no papel de biomarcadores e
outros testes moleculares, como é o caso dos RNAs nao codificantes (ncRNAs) (19,20).

A conizacao (bidpsia em cone), que consiste na remocao de um fragmento de tecido do colo do
utero, é um procedimento importante integrado tanto no diagndstico de lesées como no seu
tratamento, podendo ser suficiente como estratégia terapéutica para o carcinoma microinvasor.
As mulheres com carcinoma invasor estabelecido sao tratadas com radioterapia, quimioterapia
e/ou cirurgia radical (histerectomia), dependendo da progressao vigente (24,25).

No caso do diagndstico histoldgico, as lesées qualificam-se somente por escamosas
intraepiteliais (SIL), outrora mencionadas como neoplasia cervical intraepitelial (CIN). As SIL tém
uma escala de dois niveis, tal como na citologia, LSIL e HSIL. Ja a CIN tinha uma escala de trés
niveis (CIN1, CIN2, CIN3). O CIN1 correspondia a displasia leve, o CIN2 a displasia moderada e o
CIN3 a displasia severa ou carcinoma in situ (7,14).

Os exames de imagem sao também essenciais para auxilio no diagndstico e avaliacao do

tratamento a efetuar (26).

1.4.2. Cancros Anogenitais

Os cancros anogenitais incluem os cancros anais, vulvares, vaginais e do pénis e uma
percentagem varidvel destes cancros esta associada aos HPV de alto risco. Estes tipos de
cancros tém taxas de incidéncia menor do que o cancro do colo do ttero mas, nos ultimos anos,
tém vindo a aumentar (27).

A prevencao secunddria, pela detecao do DNA, torna-se fundamental para os cancros
anogenitais. No entanto, em Portugal, nao existe a execucao deste tipo de rastreios neste grupo
de cancros (28). O rastreio com recurso a citologia € importante para os cancros anais em grupos
de alto risco. Nos restantes tipos de cancros anogenitais (vulvares, vaginais e penianos) nao
existe evidéncia que fundamente a sua utilizacao. No entanto, em mulheres submetidas a
citologia para despite de cancro cervical podem detetar-se, também, lesdes pré-malignas
vulvares e vaginais (27,29).

0 argumento a favor da triagem citoldgica para este tipo de cancros fundamenta-se na taxa de
sucesso na detecao do cancro cervical, no entanto, existem ainda poucos estudos que sustentem

que o screening reduz a incidéncia de cancros anogenitais. Assim, é importante haver mais
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estudos clinicos nesta drea e a pesquisa e implementacao de biomarcadores para aprevencao da
progressao tumoral destes tumores (29).

Os individuos positivos no rastreio citolégico para cancro anal sao encaminhados para
colposcopia anal (anuscopia de alta resolugao), com decisées médicas de tratamento baseadas
no grau de desenvolvimento observado da lesao. A hidpsia é realizada para confirmacao do
diagndstico, com o auxilio de exames de imagem (27,29).

No tratamento de pequenas lesées bem diferenciadas, a excisao pode ser comhinada (ou nao)
com quimioterapia ou radioterapia. No entanto para a maioria das lesoes, a primeira linha de
tratamento consiste em quimioterapia e radioterapia (27).

No caso dos cancros do pénis causados pela infecao por HPV, uma das estratégias de prevencao

é a circuncisao, contribuindo para que a taxa de incidéncia da infecao diminua (29).

1.4.3. Cancro da Cabeca e Pescoco

O numero de casos de cancro da cabeca e pescoco tém vindo a aumentar mundialmente, apesar
da diminuicao do consumo do tabaco e alcool. Este aumento, deve-se a maior taxas de infecao
por HPV, particularmente nos casos de cancro orofaringeo. Este subtipo de cancro da cabeca e
pescoco esta associado aos HPV, particularmente os de alto risco (30,31).

O cancro orofaringeo associado ao HPV tem vindo a surgir de umaforma crescente, afetando, em
maior numero, individuos mais jovens, caucasianos e com varios parceiros sexuais e tem uma
grande proporcao de metdstases regionais, pela capacidade dos linfdcitos de transgredirem a
membrana intermédia basal porosa, levando ao seu desenvolvimento sem a necessidade de
danificar amembrana basal (31,32).

Dado o seu comportamento bioldgico e carateristicas distintas comparativamente a outros
cancros relacionados ao HPV ou cancros orofaringeos HPV-negativos, houve a necessidade de
atualizar o sistema de estadiamento e o protocolo de tratamento desta classe de carcinomas.
Este protocolo de estadiamento foi desenvolvido na oitava edicao do American Joint Committee
on Cancer (AJCC) (33), ndo se aplica a outros cancros da cabeca e pescoco HPV-positivos além
do orofaringeo e tenta diminuir alongo prazo a toxicidade dos tratamentos realizados, através de
doses mais baixas de quimioterapia e radioterapia. Verificou-se e foi descrito no protocolo que a
maioria dos cancros orofaringeos HPV-positivos tém um aumento da proteina p16, assim é
possivel com o auxilio da imunohistoquimica distinguir, nestas circunstancias especificas,

tumores malignos orofaringeos HPV-negativos de tumores positivos para o referido virus, sendo
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fundamental no diagndstico para caraterizar o tipo de cancro e sequir o protocolo adequado
(31,32,34).

Apesar das campanhas de sensibilizacao para a vacinacao terem mais enfoque para o cancro do
colo do utero, vaginal e anal, existem ja varios estudos que sugerem eficdcia das vacinas contra
0 HPV neste grupo de tumores malignos. Contudo, devido ao facto do inicio da vacinacao
profilatica ser relativamente recente, os estudos sé serao confirmatdrios dentro de 10 a 15 anos
(30,31).

Testes citoldgicos, assim como testes moleculares para detecao do HPV, tornam-se
desadequados para estes cancros, nao sendo técnicas validadas e recomendadas nestes casos.
As zaragatoas ou lavados realizados em amostras da cabeca e pescoco podem nao ter células
suficientes para a detecao virica, originando deste modo um nimero consideravel de falsos-
negativos, diminuindo drasticamente a sensibilidade. Relativamente as modalidades
terapéuticas adotadas nos cancros de cabeca e pescoco, podem ser utilizadas a cirurgia,
quimioterapia, radioterapia ou imunoterapia (30).

Os pacientes com carcinomas da cabeca e pescoco positivos para HPV tém melhor progndstico

e sao mais sensiveis aos tratamentos do que aqueles que sao negativos para este virus (30-32).

1.5. RNAs nao codificantes

Os ncRNAs sao transcritos abundantes no genoma humano que nao codificam proteinas. Nos
ultimos anos, os ncRNAs tém sido alvo de maior estudo, nomeadamente na revelacao de novas
classes de ncRNAs e novas funcées, principalmente ao nivel da patologia humana (35,36). Estes
transcritos participam em diversos processos bioldgicos, quer fisioldgicos, como a regulacao da
expressao genética, desenvolvimento e diferenciacao celular e reparacao de danos no DNA;
como patoldgicos, tal como a proliferacao desregulada, mecanismos de escape tumoral e
invasao de tecidos (35-37).

A divisao dos ncRNAs pode ser realizada, mediante a sua funcao, em ncRNAs housekeeping e

ncRNAs reqguladores (Figura 4).
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Figura 4 — Diagrama de Classificacao das Classes de RNAs ndo codificantes. Adaptado de (33).

Os RNAs housekeeping variam de 50 a 500 nucledtidos, sao moléculas que estao
constitutivamente a ser expressas nas células humanas, sendo abundantes e fundamentais para
a viabilidade celular, atuando nos processos de traducao do RNA em proteinas e no splicing
(35,38-40).

Os ncRNAs housekeeping incluem os RNAs de transferéncia (tRNAs), RNAs ribossémicos
(rRNAs), pequenos RNAs nucleares (snRNAs) e pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs) (41,42).

Os tRNAs apresentam uma estrutura secundaria em forma de trevo com 70 a 90 nucleétidos e
saoindispensdveis durante o processo de traducao, descodificando as informacdes da sequéncia
do dcido ribonucléico mensageiro (MRNA), fornecendo aminoacidos a cadeia polipeptidica que se
estd a gerar por reconhecimento especifico de sequéncias de trés nucleétidos do mRNA,
auxiliando os ribossomas na producao de proteinas (38,39,41,43).

RNA ribossémico refere-se a um tipo de acido ribonucléico presente em grande quantidade nas
células, que se origina e matura nos nucléolos e faz parte da constituicdo dos ribossomas (sendo
estes formados por rRNA e proteinas estruturais) (38,44). Os rRNAs contribuem para a ligagao
de fatores extra-ribossomais e proteinas associadas ao ribossoma, fazendo parte essencial da
atividade enzimdtica da traducao de proteinas (39,41).

Os snRNAs correspondem a moléculas de ncRNA que influenciam no splicing do pré-mRNA.

Estes ncRNAs formam complexos através da sua associacao com proteinas, chamados
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pequenas ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs) e assim construindo o spliceossoma,
cooperando na sua funcao de reconhecer intrées (35,39,41,45).

SnoRNAs sao produzidos no nucleoplasma e que atuam no nucléolo das células eucariéticas,
responsaveis por realizar modificacdes nos rRNAs e snRNAs, auxiliando deste modo nas
interacoes quimicas e ligacoes da formacao e sintese do ribossoma e do spliceossoma
(39,42,44). Estudos recentes indicam que os snoRNAs podem também interferir na modificacao
de tRNAs e mRNAs (46).

Os ncRNAs reguladores sao transcritos ainda pouco compreendidos e muito heterogéneos entre
si, produzidos durante certos estagios do desenvolvimento e diferenciacao das células ou em
resposta a alteracoes celulares, podendo regular a expressao genética de diferentes formas
(35,38-40). As subclasses de ncRNAs reguladores, nao housekeeping, sao divididas de acordo
com o numero de nucledtidos que as compoem. Estas inglobam os ncRNAs pequenos ou curtos
(sncRNAs), com 20 a 200 nucledtidos, e 0s ncRNAs longos (IncRNAs), contituidos por mais de

200 nucledtidos (37,47).

1.5.1. ncRNAs Curtos

Dentro do vasto grupo dos sncRNAs, os grupos de RNAs mais explorados sao os microRNAs
(miRNAs/miRs), piwi-interacting RNAs (piRNAs/piwiRNAs) e pequenos RNAs de interferéncia
(siRNAs) (38,42).

O conjunto mais conhecido e estudado é o dos microRNAs, que tem como principal funcao a
regulacao negativa da expressao genética através da sua ligacao a mRNAs e, mediante a sua
complementariedade, induzir a clivagem, degradacao ou inibir a traducao dos mesmos
(39,40,47).

0s miRs sao transcritos pela RNA polimerase Il ou lll em longas moléculas de miRs primérios (os
pri-miRNAS), com fita dupla e estrutura em loop. No niicleo, os pri-miRNAs sdo processados por
um complexo enzimatico contendo a Drosha em miRNAs precursores (pré-miRNAs).
Posteriormente, o pré-miRNA é transportado do nucleo até ao citoplasma através da proteina
Exportina-5, onde é clivado pela Dicer e perde a estutura em loop, formando RNAs de cadeia
dupla. Esta cadeia dupla é composta por um miRNA funcional e por um miRNA complementar
(miRNA®). 0 miRNA funcional associa-se ao complexo RNA-induced silencing complex (RISC)
pela proteina Argonauta-2, formando o miRNA maduro. Este miRNA vai entao encaminhar o RISC

para 0s mRNAs alvo (48).
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Os miRNAs, com 19 a 24 nucleédtidos, associam-se a extremidade 3' dos mRNAs e tém a
capacidade de realizar multiplas ligacoes a varios mMRNAs. Estes estao associados a variadas
patologias como doencas cardiovasculares, cancro e doencas mentais (38,49).

Os piRNAs sao RNAs nao codificantes com comprimento entre 26 a 31 nucleétidos, que sé sao
funcionais através da formacao de complexos com as proteinas da familia Piwi (35,39). Este
grupo de RNAs, associados as proteinas piwi, influenciam no silenciamento de transposoes
durante o desenvolvimento das células germinativas (36,39). Estudos recentes tém
demonstrado que este tipo de ncRNAs, além do seu papel nas células germinativas para a
manutencao da estabilidade gendmica, apresentam também expressao a nivel das células
somaticas, embora a um nivel muito baixo, pelo que se evidencia a necessidade de uma maior
investigacao neste ramo (36,38).

Os siRNAs, pequenos RNAs de cadeia dupla, interferem na producao de proteinas especificas
pela inibicao da expressao de mRNAs alvo (35,41). Estas moléculas originam-se pela clivagem
de RNA de cadeia dupla (dsRNA) pela enzima Dicer e sao incorporadas ao RISC, para assim
auxiliar no processo de degradacao do mRNA e consequentemente no silenciamento genético
(50). Os siRNAs tém de ser totalmente complementares ao mRNA alvo para o silenciamento

genético ser eficaz (48).

1.5.2. ncRNAs Longos

Os RNAs nao codificantes longos sao transcritos reguladores constituidos por mais de 200
nucledtidos, tal como mencionado anteriormente. Estes ncRNAs sao muito semelhantes em
termos de estrutura aos mRNAs, tendo presente também uma estrutura cap na extremidade 5' e
uma cauda poli-(A) na extremidade 3', supondo assim que estes ncRNAs sdo transcritos tal como
0s mRNAs mas nao possuem capacidade de ser traduzidos em proteinas, possuindo um menor
ndmero de exdes e um nivel de expressao baixo (41).

Os IncRNAs regulam a expressao genética através do mecanismo de regulagao cis-, ligando-se
perto dos seus locais de transcricao, influenciando a expressao (por ativacao ou repressao) ou o
estado da cromatina de genes vizinhos no mesmo alelo, e trans-, afastando-se dos seus locais
de transcricao e regulando a expressao de proteinas, genes e outras moléculas de RNA mais
distantes, podendo inibir a traducao do mRNA e o splicing (35,37,41).

Dentro dos ncRNAs longos existe uma classe de RNAs nao codificantes conhecida como RNA
circular (circRNA). Os RNAs circulares sao moléculas de RNA de cadeia simples que, tal como o

nome indica, se fecham covalentemente, criando isoformas circulares (35,36,44). Estes
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circRNAs apresentam uma grande variedade de tamanhos (diferindo desde 0s 100 até 0s 10000
nucledtidos) e podem ser formados no decurso de um processo de back-splicing de pré-mRNAs
ou constituidos por exoes, introes, regides nao traduzidas e até tRNAs, apesar da sua biogénese
nao se encontrar totalmente elucidada (35). O back-splicing é um tipo de splicing onde sao
formados circRNAs pela ligacao da extremidade 5' terminal de um exao a montante a
extremidade 3' de um exao a jusante do pré-mRNA. A falta de uma estrutura 5’ cap e uma cauda
poli-(A) a este tipo de RNAs possibilita que estes sejam mais resistentes a uma possivel
degradacao por RNases (51). Algumas das fungdes conhecidas destes RNAs sdo o blogueio da
atividade dos miRNAs (pela ligacao entre ambos, impedindo a acao dos microRNAs aos mRNAs
alvo), regulacao do splicing alternativo e transcricao e partipacao na formacao de complexos de
proteinas (35,44).

A literatura cientifica tem evidenciado que os ncRNAs tém um papel fundamental no
desenvolvimento de diferentes patologias oncoldgicas no ser humano, atuando como indutores
ou supressores tumorais, dependendo do efeito modulador que exercem sobre os seus genes-
alvo, com a sua desregulagao a promover ou antagonizar os hallmarks do cancro (52,53).

Os ncRNAs podem ser detetados ndao sé em tecido tumoral, mas também em diversos fluidos
corporais, como sangue periférico, saliva e urina. De facto, num contexto tumoral, 0s ncRNAs sao
libertados em circulacao pelas células tumorais (denominados ncRNAs circulantes) por, pelo
menos, duas formas: acoplados a proteinas (cell free), ou empacotados em vesiculas
extracelulares, o que lhes confere grande estabilidade em diferentes condicoes, reforcando, de
igual modo, o seu potencial como biomarcadores em bidpsias liquidas (54,55).

Estudos tém vindo a constatar que tumores positivos para HPV tém expressao distinta de
ncRNAs, comparativamente com tumores que sao negativos para este virus. Assim, a
investigacao comeca a demonstrar interesse na andlise da desregulacao deste grupo de RNAs
nos varios cancros procedentes dainfecao por HPV, podendo vir a ser uma ferramenta clinica util
como hiomarcadores para o diagndstico e progndstico nos cancros relacionados com a infecao

por HPV, bem como potenciais alvos terapéuticos nestas patologias (56,57).

2. Questoes de Investigacao

A finalidade da presente dissertacao é dar resposta as seguintes questdes de investigacao:
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e "Serd relevante perspetivar e valorizar os RNAs nao codificantes como hiomarcadores,
no ser humano, para os varios tipos de cancros provocados pelo HPV, quer como auxiliar
de diagndstico, quer como preditivos de resposta?”

e “Existird relevancia futura destes ncRNAs como alvos terapéuticos neste grupo de

tumores malignos?”

3. Objetivo

O objetivo destarevisao sistematica é realizar uma recolha abrangente e rigorosa das evidéncias
disponiveis na literatura atual, com o intuito de sistematizar, organizar e avaliar criticamente os
dados relativos ao papel dos RNAs nao codificantes como biomarcadores em cancros induzidos

pelo virus HPV.

4. Metodologia

4.1. Tipo de Estudo

O tipo de estudo realizado trata-se de umarevisao sistematica da literatura.

4.2. Selecao das Palavras-Chave

As principais palavras-chave utilizadas na revisao sistematica como auxilio inicial para a

noou ] ]

Human Papillomavirus”; “Cancers”; “Tumor

pesquisa de artigos foram “Non-Coding RNA", ;
Biomarkers” e "Human". No entanto, para estruturar uma pesquisa mais concreta dentro das

bases de dados utilizadas, diferentes variacdes e conjugacoes destas palavras foram definidas.

4.3. Critérios para localizacao e selecao de estudos relevantes

Os termos de pesquisa selecionados e os filtros utilizados em cada base de dados para a
estratégia de pesquisa encontram-se apresentados na Tabela 2.

A pesquisa e selecao dos artigos a incluir nesta revisao seguiram as orientacoes e metodologia
PRISMA (58) e o protocolo de pesquisa foi registado na bhase de revisdes sistematicas
PROSPERO (59), com aidentificacdo CRD42023397761.

Na metodologia de pesquisa de artigos cientificos relevantes foram utilizadas as bases de dados
informaticas PubMed, Web of Science, Scopus e Cochrane, considerando artigos publicados

desde janeiro de 2013 até julho de 2023, redigidos em Inglés ou Portugués e cujo objeto de estudo
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fosse o ser humano, fazendo uso dos operadores booleanos para estabelecer uma relacao entre

os vdrios termos. Também na base de dados PubMed, aplicou-se o vocabulario Medical Subject

Headings (MeSH) entre a combinacao dos diferentes termos.

Tabela 2 — Termos de pesquisa desenvolvidos e filtros utilizados em cada base de dados eletronica

Nuimero de
Base de . Filtros .
Termos de Pesquisa » Artigos
Dados Utilizados )
Obtidos
(Non-Coding RNA OR ncRNA OR Untranslated RNA
Intervalo de
OR Long Non-Coding RNA OR IncRNA OR Long
Tempo (2013-
Untranslated RNA OR Small Non-Coding RNA OR 2023)
sncRNA OR Small Untranslated RNA OR Short Non-
PubMed Coding RNA OR microRNA[Mesh] OR miR OR 222
Idioma (Inglés,
Circular RNA OR circRNA OR Piwi-Interacting RNA
Portugués)
OR piRNA OR piwiRNA OR Small Interfering RNA OR
siRNA) AND (Human Papillomavirus Viruses [Mesh]
Humanos
OR HPV) AND Biomarker AND Cancer
("Non—Coding RNA*" OR ncRNA* OR “Untranslat*
RNA*" OR “Long Non-Coding RNA* OR IncRNA* OR
“Long Untranslat* RNA*" OR “Circular RNA*" OR Intervalo de
circRNA* OR “Small Non-Coding RNA*" OR sncRNA*  Tempo (2013-
Web of OR “Small Untranslat* RNA*" OR “Short Non-Coding 2023) 495
Science RNA* OR miRNA* OR microRNA* OR miR* OR “Piwi-

Interacting RNA*" OR piRNA* OR piwiRNA* OR “Small
Interfering RNA*" OR siRNA*) AND (“Human
Papillomavirus*” OR HPV*) AND Biomarker* AND

Cancer*

Idioma (Inglés)
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Tabela 2 (continuacao)

) Nuimero de
Base de ) Filtros )
Termos de Pesquisa » Artigos
Dados Utilizados )
Obtidos
("Non—Coding RNA*" OR ncRNA* OR “Untranslat*
RNA* OR “Long Non-Coding RNA™ OR IncRNA* OR
“Long Untranslat* RNA* OR “Circular RNA*" OR Intervalo de
circRNA* OR “Small Non-Coding RNA* OR sncRNA*  Tempo (2013-
OR “Small Untranslat* RNA*" OR “Short Non-Coding 2023)
Scopus 356
RNA*" OR miRNA* OR microRNA* OR miR* OR “Piwi-
Interacting RNA*" OR piRNA* OR piwiRNA* OR “Small  Idioma (Inglés,
Interfering RNA*" OR siRNA*) AND (“Human Portugués)
Papillomavirus*” OR HPV*) AND Biomarker* AND
Cancer*
(“Non-Coding RNA*" OR ncRNA* OR “Untranslat*
RNA*" OR “Long Non-Coding RNA* OR IncRNA* OR
“Long Untranslat* RNA*" OR “Circular RNA*" OR
circRNA* OR “Small Non-Coding RNA* OR sncRNA*
Intervalo de
OR “Small Untranslat* RNA*" OR “Short Non-Coding
Cochrane Tempo (2013- 9
RNA*” OR miRNA* OR microRNA* OR miR* OR “Piwi- 2023)

Interacting RNA*" OR piRNA* OR piwiRNA* OR “Small
Interfering RNA*" OR siRNA*) AND (“Human
Papillomavirus* OR HPV*) AND Biomarker* AND

Cancer*

Os artigos recolhidos através das diferentes bases de dados eletrdnicas foram transferidos para
aferramenta Rayyan (60) para auxiliar na sua selecao.

Nem todos os artigos obtidos demonstraram pertinéncia para o tema em estudo, pelo que foram
excluidos os que se enquadraram nos critérios de exclusao, a sequir descritos.

Primeiramente, foram eliminados aqueles que se encontravam em duplicado nas bases de dados.
De seguida, apds a leitura do titulo e resumo, os sequintes critérios de exclusao foram
considerados: serem revisoes, livros, meta-andlises, relatos de casos, protocolos, resumos de
conferéncias, artigos retirados, comentdrios de autor/editor, ndo estabelecerem uma associacao

de pelo menos duas das palavras-chave, utilizarem amostras ndao humanas e/ou in vitro, nao
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relacionarem os ncRNAs como biomarcadores em cancros HPV-positivos e nao avaliarem o
valor diagndstico, progndstico ou terapéutico destes ncRNAs.

Apds este processo, realizou-se a leitura integral das referéncias obtidas, fazendo, por fim, a
remocao dos artigos que no seu contetido nao forneceram elementos e dados essenciais, nem
apresentaram consideracdes suficientes para o objetivo da revisao sistematica (ANEXO 1 e
Figura6).

De salientar que todos os artigos obtidos que fazem mencao a cancros do colo do utero foram
considerados HPV-positivos dada a etiologia deste tipo de tumores, como é referida na
introducao desta revisao (1,3,7,8), a excecao daqueles que claramente constataram a presenca
de HPV-negativos nas coortes analisadas. Nestes casos, foram considerados para andlise
apenas os artigos que incluiram até 10% (inclusive) de casos de cancro do colo do ttero HPV-
negativos no numero total de amostras, a excecao daqueles que analisaram separadamente as
amostras HPV-positivas e negativas.

Para a avaliacao da qualidade e robustez dos artigos elegidos (qualidade da evidéncia) e dada a
heterogeneidade do valor dos biomarcadores analisados (diagndstico, progndstico e
terapéutico), utilizou-se um sistema de classificacao baseado na literatura disponivel (61),
adaptado ao tema e com condi¢des pertinentes para a presente revisao sistematica. Os dominios
e questdes implementadas e avaliadas individualmente em cada estudo incluido estao referidas
no ANEXO 2.

Todo o processo metodoldgico de inclusao e de avaliacao da qualidade da evidéncia foi realizado
de forma independente por duas investigadoras (Liliana Alves e Catarina Rodrigues) e as
divergéncias foram discutidas e decididas com uma terceira investigadora (Joana Santos).

Os outputsresultantes do presente trabalho estao enunciados no ANEXO 3.

5. Resultados

A metodologia de pesquisa efetuada, realizada em julho de 2023, devolveu inicialmente 1082
artigos. No ANEXO 1 e Figura 6 encontra-se a representacao esquematica da metodologia de
pesquisa, baseada no método PRISMA, e o nimero de artigos conservados apos cada fase deste
processo. Neste passo, para o consequente processo de avaliacao da qualidade da evidéncia, o

numero de estudos reunidos foi de 90.
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Os resultados obtidos com a avaliacao da qualidade da evidéncia para cada artigo estao
sumariados no ANEXO 4, na Tabela 6 e os seus valores de percentagem representados na Figura
5.

Os dominios avaliados com a qualidade da evidéncia, apresentadas no ANEXO 2 e no Tabela 6,
correspondem a populacao em estudo (pacientes com neoplasias malignas induzidas pelo
HPV)(dominio 1), a avaliacdo do objetivo de estudo do artigo (dominio 2), a metodologia de
detecao utilizada para o HPV e para o hiomarcador utilizado em cada artigo (dominio 3) e por fim,
com o dominio 4 referente a avaliacao da andlise estatistica e demonstracao de resultados.
Apds este procedimento, o nimero final de artigos a serem explorados na revisao sistematica da
literatura restringiu-se a 55, o que corresponde a classificacao final baixa ou intermédia do risco

de viés e auma percentagem de 61% do total de artigos recolhidos.

Avaliacdo da Qualidade da Evidéncia (em percentagem)

0%
Dominio 1 70%

I, 30%
B 52,20%

Dominio 2 47,80%
0%

e 36,70%

Dominio 3 32,20%

I, 1,10%
. 28,90%

Dominio 4 17,80%

I 53,30%
P 4,40%

Classificacao Final 56,70%

I 33,90%
0,00%  10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00% 70,00% 80,00%

M Baixo Intermédio m Alto

Figura 5 - Gréfico de Barras da Avaliacdo da Qualidade da Evidéncia (em percentagem)

De notar que, nos artigos que continham informacao incompleta, foi realizada uma tentativa de
contacto com os autores, a fim de solicitar a informacao em falta.
As carateristicas retiradas de cada artigo foram: autor, data de publicagao, pais(es) da origem das

amostras, grupo(s) controlo(s), localizagao/tipo(s) de amostra(s), biomarcador(es), expressao
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do(s) biomarcador(es) no cancro, método de andlise do(s) biomarcador(es), normalizacao de
expressao, valor de p da expressao na(s) amostra(s) vs. controlo(s), drea sob a curva (AUC), valor
de pda area under curve, percentagens de sensibilidade e especificidade, medidas de associacao
- regressao de Cox, validacdo em diferentes coortes e por fim, o valor clinico dol(s)
biomarcador(es).

A informacao e carateristicas chave dos artigos recolhidos foi compilada, de forma organizada e

resumida, sob a forma de tabela (ANEXO 5) e procedeu-se a sua analise critica.

5.1. RNAs nao codificantes como biomarcadores no diagnéstico e prognéstico dos cancros

causados pelo HPV

Os ncRNAs foram investigados como possiveis marcadores diagndstico e progndstico nos
estudos incluidos. No entanto, de acordo com os critérios de inclusao e exclusao, bem como os
critérios de qualidade da evidéncia estabelecidos, nao foi identificado nenhum estudo que
explorasse os ncRNAs como biomarcadores preditivos de resposta terapéutica.

Os resultados obtidos revelam uma distin¢ao entre lesdes cancerigenas e amostras benignas,
demonstrando também adiscriminacao entre cancros HPV-positivos de cancros HPV-negativos
nos trés diferentes grupos de tumores malignos analisados.

Mediante a informacao reunida e analisada a partir dos artigos obtidos, verificou-se que os
grupos de ncRNAs estudados foram os miRNAs, IncRNAs, circRNAs e sncRNAs. No total, foram
identificados e estudados 85 miRNAs, 22 IncRNAs, 5 circRNAs e 1 sncRNA, os quais foram
avaliados de forma isolada ou em combinacao, através de painéis de ncRNAs. Estes eventuais
biomarcadores foram investigados em amostras de 21 paises distintos, evidenciando a
abrangéncia geografica dos artigos e reforcando a relevancia a nivel global dos ncRNAs para a
investigacao e pratica clinica.

Dos 55 artigos incluidos, a maioria avaliou a expressao dos ncRNAs a partir do método de Reacao
em cadeia da polimerase em tempo real de transcricao reversa (QRT-PCR). Para os casos em que
foi realizada a analise de padroes de metilacao de genes dos ncRNAs, os estudos recorreram ao
tratamento das amostras com bissulfito para posterior realizacao de PCR ou de um PCR
especifico para metilacao (MSP) para a execucao de andlises de padrées de metilacdo de genes
dos ncRNAs. Alguns estudos utilizavam microarrays ou RNAseq para a obtencao de resultados

em andlises in silico de dados obtidos a partir de amostras bioldgicas.
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O tipo de controlos enddgenos utilizados para normalizagao dos resultados apresentou uma
grande variabilidade entre os artigos. Enquanto algumas publicac6es optaram por fazer uso de
somente um controlo enddgeno, que variava de acordo com o estudo, outras investigacoes
aplicaram muiltiplos controlos enddgenos na mesma tipologia de amostra, visando aumentar a
confiabilidade dos dados. Adicionalmente, foram identificados artigos que nao mencionaram
quais os controlos endégenos que foram utilizados (16,4%), o que pode comprometer a
comparacao e arobustez dos seus resultados.

A natureza das amostras utilizadas difere consideravelmente entre os grupos de cancro, pois
cada tumor maligno tem as suas particularidades, como diferentes zonas anatémicas e formas
de colheita da amostra, o que influencia os resultados e interpretacfes, sendo por isso
mencionada mais adiante nesta revisao sistematica.

Todos os ncRNAs referidos nos resultados da presente revisao sistematica evidenciam um valor
de p estatisticamente significativo (p<0,05), contribuindo para arelevancia e validacao estatistica

dos achados.

5.1.1. Cancro do Colo do Utero

Dentro dos artigos estudados e presentes no ANEXO 5, 42 focaram-se no estudo dos ncRNAs
como biomarcadores no cancro do colo do utero, o que representa uma percentagem de 76.4%
do total dos artigos. Nos artigos sobre este tipo de cancro, os ncRNAs foram extraidos de
amostras de tecido tumoral fresco (57,1%), células esfoliadas cervicais (16,7%), soro (14,3%),
tecido tumoral fixado em formalina e incluido em parafina (FFPE) (11,9%), bem como plasma
(11,9%), amostras de citologia de base liquida (7,2%), vesiculas extracelulares de plasma (4,7%),
urina (2,4%) e muco do colo do ttero (2,4%).

A maioria dos artigos concentrou-se em populacdes da China (54,7%). No entanto, também se
observou uma variedade de publicac6es que investigaram amostras provenientes da Hungria,
Portugal, Iraque, Coreia do Sul, india, Paises Baixos, Irdo, Japao, México, Russia. Além disso, um
artigo em especifico recorre a amostras de quatro paises europeus distintos para alcancar as
suas conclusoes, sendo estes: Escdcia, Dinamarca, Eslovénia e Paises Baixos. Adicionalmente,
alguns estudos incluiram analises in silico de dados obtidos a partir de amostras bioldgicas
extraidas de bases de dados amplamente conhecidas, como Gene Expression Omnibus (GEQ) e

0 The Cancer Genome Atlas (TCGA) (62).
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Foram estudados 60 miRs, 2 circRNAs, 13 IncRNAs, 3 andlises de padrao de metilacao e 1
combinacao entre um miR, um IncRNA e um mRNA. Os miRs e IncRNAs foram estudados
isoladamente ou em combinacoes (63).

0 valor clinico mais evidente dos possiveis biomarcadores ncRNAs em estudos que especificam
o cancro do colo de ttero é o diagndstico, contabilizando 41 artigos (97,6%). Por outro lado, o
numero de estudos que investigam o valor provavel progndstico no cancro cervical totaliza
apenas 11. Dentro destes, existe somente 1 estudo que se dedica exclusivamente a investigar
isoladamente o valor clinico progndstico dos ncRNAs no cancro do colo do utero. Cheng et al.
conclui neste artigo em especifico que a combinacao dos IncRNAs LINCO0619, FGF13-AS1,
EMX20S, WT1-AS, C90rf147 e LINCOOS08 é estudado com base num modelo progndstico e este
modelo esta associado a pior sobrevivéncia global no grupo de pacientes de alto risco em
comparacao com os de baixo risco (64).

Na Tabela 3 estao representados quais os diferentes ncRNAs identificados no grupo de cancro
do colo do Utero, assim como o seu valor clinico analisado (valor diagndstico e/ou progndéstico).
Observou-se que o miR-21e 0o miR-34a foram os biomarcadores mais explorados nos diferentes

artigos do cancro do colo do utero.

Tabela 3 - Valor Clinico potencial dos ncRNAs no cancro do colo do dtero

Referéncia(s) ‘ ncRNA Valor Clinico
miRNAs
(65-70) miR-21 Diagndstico
(65,67,70-73) | miR-34a Diagndstico e Progndstico
(7) miR-27a Diagndstico
(7) miR-196a Diagndstico
(7) miR-203 Diagndstico
(72,74) miR-125b Diagndstico
(66,70,75,76) | miR-155 Diagndstico
(66,74,77) miR-9 Diagndstico
(78) miR-20a Diagndstico
(78) miR-92a Diagndstico
(78) miR-141 Diagndstico
(78) miR-183* Diagndstico
(78) miR-210 Diagndstico
(78,79) miR-944 Diagndstico e Progndstico
(78) Combinagao miR-20a, miR-92a, miR-141, miR-183*, miR-210, miR-944 Diagndstico
(70,73,80) miR-218 Diagndstico e Progndstico
(67) let7a Diagndstico
(67) miR-146a Diagndstico
(67) miR-95 Diagndstico
(67) miR-200b Diagndstico
(67) miR-1 Diagnéstico
(67) miR-3130 Diagndstico
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Tabela 3 (continuagao)

Referéncia(s) | ncRNA Valor Clinico
miRNAs
(67) miR-576-3p Diagndstico
(67-69) miR-29a Diagndstico
(67) miR-449h Diagndstico
(67) miR-23b Diagndstico
(67) miR-136 Diagndstico
(67) miR-19a Diagndstico
(67) miR-222 Diagndstico
(67) miR-184 Diagndstico
(67) miR-17 Diagndstico
(81) miR-143 Diagnéstico e Progndstico
(73,74) miR-15b Diagndstico
(74) miR-149 Diagnéstico
(74) miR-375 Diagndstico
(74) Combinagdo miR-15b-5p, miR-375 Diagnéstico
(74) miR-203a-3p Diagndstico
(63,77) miR-192 Diagndstico
(77,82) miR-205 Diagndstico
(70,82) miR-145 Diagnéstico
(83) miR-126-3p Diagndstico
(83) miR-20b Diagndstico
(83) miR-451a Diagndstico
(83) miR-144-3p Diagndstico
(84) miR-638 Diagndstico
(84) miR-521 Diagnéstico
(84) miR-1914 Diagndstico
(85) miR-125a Diagndstico
(86) miR-26b Diagndstico
(86) miR-146b Diagndstico
(86) miR-191 Diagndstico
(86) miR-484 Diagndstico
(86) miR-574-3p Diagnéstico
(86) miR-625-3p Diagnéstico
(86) gg?_b;;agao miR-26b, miR-146b, miR-191, miR-484, miR-574-3p, miR- Diagndstico
(87 miR-18a Diagnéstico
(88) Par miR-21/miR-375 Diagnéstico
(88) Par miR-145/miR-196h Diagndstico
(88) Par miR-20a/miR-375 Diagnéstico
(89) miR-1246 Diagndstico
(90) miR-93 Diagndstico
(70) miR-199 Diagndstico
(70) Combinagdo miR-21, miR-155, miR-199 Diagndstico
(70) Combinagdo miR-145, miR-218, miR-34a Diagndstico
(91) miR-3653 Diagnéstico e Progndstico
(92) miR-100 Diagnéstico e Progndstico
(93) miR-497 Diagnéstico e Progndstico
circRNA
(94) circMTO1 Diagndstico
(95) circ_0000276 Diagndstico
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Tabela 3 (continuagao)

Referéncia(s) ‘ ncRNA Valor Clinico
IncRNA
(96) ANRIL Diagndstico
(97) MVIH Diagndstico
(63) HNF1A-AS1 Diagndstico
(98) S0X21-AS1 Diagndstico
(99) DLEU1 Diagndstico e Progndstico
(100) HOXA-AS3 Diagndstico e Progndstico
(101) PCAT6 Diagndstico e Prognéstico
(64) LINCOO0619 Progndstico
(64) FGF13-AS1 Progndstico
(64) EMX20S Progndstico
(64) WT1-AS Progndstico
(64) C90rf147 Prognéstico
(64) LINCO0908 Progndéstico
(64) Combinacao LINCO0619, FGF13-AS1, EMX20S, WT1-AS, C90rf147, Prognéstico
LINCO0S08
Andlise do padrao de Metilagao

(62,102) Metilacao de FAM19A4/miR124-2 Diagnéstico
(98) Metilacao do IncRNA SOX21-AS1 Diagndstico
(103) Metilacao de IncRNA MEG3 Diagndstico e Progndstico

Outros

(63) | Combinagao miR-192, IncRNA HNF1A-AS1, mRNA VIL1 Diagndstico

5.1.2. Cancros Anogenitais

Aproximadamente 5.4% das publicacdes exploradas (ANEXO 5), correspondendo a 3 estudos,
focaram especificamente no grupo dos cancros anogenitais. As amostras utilizadas nos artigos
que abordaram estes tipos de tumor foram somente amostras FFPE. Estas amostras foram
recolhidas em dois paises: Estados Unidos (1 artigo) e Brasil (2 artigos), revelando a prevaléncia
notavel das pesquisas conduzidas no Brasil (104-106).

Os ncRNAs avaliados como potenciais biomarcadores no contexto dos cancros anogenitais
incluiram 4 miRs. Especificamente, os miRs investigados foram miR-145, miR-223-3p, miR-107
e miR-21. Além destes, foram considerados 3 circRNAs: ARHGAPS, CORO1C e ZKSCANT1.

O miR-145 foi estudado como possivel biomarcador de diagndstico, revelando uma sob-
expressao em lesoes primdrias tumorais do pénis em comparacao com tecido adjacente nao-
tumoral, sendo a infecao por HPV detetada em 86.5% das amostras tumorais primdrias
examinadas (105).

Os outros 3 miRs apresentam um valor clinico de biomarcadores provaveis de diagndstico com

uma sobre-expressao no cancro do pénis em relacao ao tecido adjacente nao-tumoral (104).
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Jaos circRNAs mostraram um presumivel valor diagndstico com um aumento significativo da sua
expressao em tumores HPV-positivos em relacao a HPV-negativos em cancros da vulva (106).
0 unico ncRNA, neste grupo de tumores, que contém um provavel valor clinico de progndstico é o
miR-107,com o0 aumento da expressao no tecido tumoral do pénis associado a pior sobrevivéncia
livre de doenca (104).

Nos artigos que analisaram os cancros anogenitais nao foram avaliados 0s INCRNAs.

Na Tabela 4 estd resumida a informacao do valor clinico dos ncRNAs referidos nos cancros

anogenitais.

Tabela 4 — Valor Clinico potencial dos ncRNAs avaliados nos cancros anogenitais

Referéncial(s) ncRNA Valor Clinico

miRNAs

(105) miR-145 Diagndstico

(104) miR-223-3p Diagndstico

(104) miR-107 Diagndstico e Prognéstico

(104) miR-21 Diagndstico
CircRNA

(106) ARHGAPS Diagndstico

(106) CORO1C Diagndstico

(106) ZKSCAN1 Diagnéstico

Ademais, os 2 estudos que mencionam o cancro do pénis sao os que obtém amostras de
populacgoes do Brasil. Isto deve-se ao facto de haver uma maior incidéncia destes tumores nesta

regido geogrdfica em relagao a outros paises (104,105,107).

5.1.3. Cancro da Cabeca e Pescoco

Os artigos que incluiram o grupo do cancro da cabeca (ANEXO 5) e pescoco totalizaram 18.2%, o
que corresponde a 10 estudos recolhidos. Estes foram direcionados para a desregulacao dos
ncRNAs em amostras de FFPE, saliva e tecido tumoral fresco. Os estudos focados neste tipo de
cancro foram conduzidos no Reino Unido, Australia, Croacia, Suécia e Estados Unidos. Em
amostras de analises in silico de dados obtidos a partir de amostras bioldgicas foram utilizadas

amostras da Alemanha da base de dados GEO e dos Estados Unidos da base de dados TCGA.
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Os locais anatémicos estudados no grupo de artigos que analisaram o cancro a cabeca e pescoco
foram a orofaringe, sendo este o local mais estudado (8/10), a cavidade oral, a hipofaringe, a
laringe, as amigdalas e a base da lingua.

Nos artigos examinados que englobaram o cancro da cabeca e pescoco, os ncRNAs avaliados
compreenderam um total de 38 miRs, 1sncRNA (YRNA3) e 9 IncRNAs.

A combinacao de ncRNAs neste grupo de cancro foi exclusivamente realizada com microRNAs.
Assim, dentro dos 7 artigos que fazem mencao a miRNAs, a maioria estudou a sua funcao como
biomarcadores em forma de painéis, ou seja, conjuntos de miRs combinados (5/7). Este método
poderd permitir uma andlise mais complexa e uma visao mais abrangente e detalhada do que a
avaliacao de um miR de forma isolada.

A expressao dos miRs e IncRNAs foi varidvel mediante alocalizacao anatémica ou a comparacao
com a coorte controlo, existindo valores clinicos possiveis de diagndstico e progndstico nos dois
grupos de ncRNAs. No caso do sncRNA YRNA3 foi demonstrada que a sua expressao esta
significativamente aumentada em estadios tumorais mais avancados em doentes com cancro
HPV-positivos, concluindo um valor progndstico presumivel para este ncRNA (108).

Na totalidade dos artigos, o valor clinico mais investigado foi o dos ncRNAs como biomarcadores
de diagndstico, representando 7 dos 10 artigos examinados. Por outro lado, a avaliacao do valor
prognostico dos ncRNAs foi abordado em 6 dos 10 estudos avaliados. Esta distribuicao
demonstrou um predominio na utilizacao dos provdveis biomarcadores ncRNAs para fins
diagndsticos, enquanto o seu papel como potenciais marcadores progndsticos, embora
significativo, foi considerado com menor frequéncia, tal como se verificou no cancro do colo do
utero e nos cancros anogenitais.

Na Tabela 5 estd exposto o possivel valor clinico observado dos ncRNAs nos estudos que

mencionavam o cancro da cabeca e pescoco.

Tabela 5 — Valor Clinico potencial dos ncRNAs no cancro da cabeca e pescoco

Referéncia(s) ‘ ncRNA Valor Clinico
miRNAs
(109) miR-16 Diagnéstico
(109,110) miR-29a Diagnéstico
(109) miR-29¢ Diagndstico
(109) miR-150 Diagndstico
(109) miR-205 Diagndstico
(109) miR-363 Diagndstico
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Tabela 5 (continuacao)

Referéncial(s) ‘ ncRNA Valor Clinico
miRNAs
(109) miR-20b Diagndstico
(109) miR-142 Diagndstico
(1) Combinacao miR-142-3p, miR-31, miR-146a, miR-26b, miR-24, miR-193b | Progndstico
(112113) miR-155 Diagndstico e Progndstico
(12) Combinacdo miR-155, miR-185 Diagndstico
m3) Combinacdo miR-21, miR-93, miR-146b, miR-155, miR-182, miR-133b Diagnéstico e Prognstico
(12) miR-193h Diagndstico
M2) miR-185 Diagnéstico e Progndstico
(114) Combinagé.o miR-194, m.iR—449a, miR—3614, miR-7, miR-3529-3p, miR- o
99A-3p, miR-501-3p, miR-1290, miR-548K Diagnostico
(11o15) miR-9 Diagndstico
(110,113) miR-21 Diagndstico
(110) miR-100 Diagndstico
(113) miR-93 Diagndstico
(113) miR-146hb Diagndstico
(113) miR-182 Diagnéstico
(115) miR-210 Diagndstico
(15) Combinacdo miR-191, miR-196b, miR-210, miR-222 Diagnéstico
(15) Combinacdo miR-9, miR-134, miR-210, miR-455, miR-196h Diagnéstico
(1) miR-196h Diagndstico
(115) miR-134 Diagndstico
(115) miR-196a Diagndstico
(115) miR-455 Diagndstico
(113) miR-133b Diagndstico
sncRNA
(108) YRNA3 Progndstico
IncRNA
(116) CDKN2B-AS1 Diagndstico
(1e) TTTY14 Diagnéstico
(116) TTTY15 Diagndstico
(116) PRINS Diagndstico e Progndstico
(16) MEG3 Diagndstico
(116) H19 Diagndstico
(1e) MALAT1 Diagndstico
(116) CYTOR Diagndstico
mn EGOT Prognéstico
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6. Discussao

Com a presente revisao sistemadtica da literatura realizou-se a compilagao da informacao
existente sobre arelevancia dos RNAs nao codificantes no diagndstico e progndstico dos cancros
HPV-positivos. Cada vez mais, o seu papel como biomarcadores tem se tornado mais efetivo,
apesar de ainda serem moléculas com estudos relativamente recentes e ainda em exploracao
cientifica, havendo necessidade de maior desenvolvimento ao nivel do conhecimento dos
ncRNAs e de como estes atuam no organismo humano. Estes possiveis biomarcadores tém
vindo a ser reconhecidos como moléculas supressoras ou indutoras tumorais, em cancros
relacionados com ainfecao por HPV (35,36).

Nos resultados obtidos, consegue observar-se que 0os miRs sao os ncRNAs mais evidentes e
mais estudados, destacando-se como presumiveis marcadores dos cancros HPV-positivos. Isto
acontece, por um lado, porque estes tipos de ncRNAs sofrem menor degradacao e sao mais
estdveis, comparativamente com outras moléculas. Por outro lado, os miRs foram um dos
primeiros ncRNAs a seridentificados, o que contribui para o maior niimero de estudos publicados
face a outros ncRNAs (38,118).

No contexto dos cancros do colo do utero verifica-se que o miR-21 e 0 miR-34a sao 0s mais
frequentemente analisados: o miR-21 foiidentificado como biomarcador de diagndstico e o miR-
34 estudado como biomarcador quer como biomarcador de diagndstico, como de progndstico.
O miR-21 foi avaliado nas amostras tumorais em comparacao com controlos sauddveis ou
amostras nao tumorais como marcador de diagndstico, apresentando-se sobre-expresso em
todos os artigos sobre cancro do colo do utero em que foi avaliado, individualmente ou em
combinacao com outros miRs, tanto em células esfoliadas, tecido tumoral fixado em formalina e
embebido em parafina ou fresco, citologia de base liquida, urina e soro (65-70). Estes dados sao
corroborados pela literatura disponivel. Rokos et al, num estudo conduzido em amostras de
tecido tumoral, lavados cervicovaginais e amostras de sangue, concluiu que o aumento do miR-
21 nas amostras tumorais cervicais estd relacionado com crescimento e invasao tumoral, bem
como com angiogénese e presenca de metastases distantes (65-70,119).

A possibilidade da utilizagao deste miR como biomarcador foi igualmente estudada em cancros
anogenitais e de cabeca e pescoco. Este é examinado também como marcador de diagndstico
sobre-expresso no cancro do pénis e no cancro da mucosa oral, neste ultimo de forma individual
e em combinacao, em compara¢ao com controlos. Por outro lado, se este for comparado de

acordo com a presenca ou auséncia de HPV nos cancros orofaringeos, os cancros HPV-positivos
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apresentam uma diminuicao da sua expressao relativamente aos cancros HPV-negativos
(104,110 113).

Os cancros orofaringeos HPV-negativos sao mais agressivos e tém pior progndstico do que os
HPV-positivos. A literatura efetivamente nao é concordante neste aspeto; Kordic et al, numa
revisao sistemdtica com o objetivo de obter resultados sobre as diferencas da expressao do miR-
21 em tecido tumoral entre pacientes com cancro oral e da orofaringe HPV-positivos em relacao
aos HPV-negativos, concluiu que o status de HPV no cancro oral e orofaringeo nao influencia a
expressao do miR-21(120).

Assim, este ncRNA apresenta bastante potencial para ser utilizado como biomarcador clinico nos
cancros causados pelo HPV. No entanto, ainda sao necessdrios investigacdes adicionais para
validar e estabelecer a sua utilizacao na pratica clinica (119).

No conjunto de artigos incluidos neste trabalho, 0 miR-34a apenas foi explorado no cancro de
colo do utero e a sua expressao é variavel mediante o tipo de amostra em estudo. Em contexto
diagndstico, e quando comparando amostras tumorais com amostras nao tumorais/controlos
sauddveis, 0 miR-34a apresenta-se sobre-expresso quando analisado em células esfoliadas
cervicais e sob-expresso em tecido fresco, soro e urina. Em combina¢ao com outros miRs nas
amostras tumorais de tecido fresco e urina também se revela sob-expresso. Quanto ao seu valor
prognostico, o aumento deste miR em amostras de urina de doentes com cancro do colo do utero
estd associado a uma melhor sobrevivéncia global. Ha evidéncia que este ncRNA se encontra
inativo ou significativamente baixo em amostras de tecido tumoral HPV-positivas, mas nao em
células esfoliadas. E importante realizar mais estudos a este nivel para confirmar a influéncia da
tipologia de amostra na expressao do miR-34a e indagar qual o seu papel nos mecanismos
moleculares relacionados com a carcinogénses em diferentes tecidos e/ou biofluidos
(65,67,70-73,121).

A expressao de microRNAs da familia miR-34 é induzida pela proteina p53. A diminuicao da
expressao do miR-34a pode ser atribuida a mecanismos epigenéticos, mutacoes nos genes da
familia miR-34a ou no gene p53, bem como a acao de inibidores virais da p53, como é o caso da
oncoproteina E6 do HPV (121).

Segundo aliteratura cientifica, em células cervicais infetadas por HPV, a diminuicao na expressao
do miR-34a potencia o bloqueio da apoptose e da progressao do ciclo celular, conferindo
vantagem as células tumorais. Por outro lado, a sua sobre-expressao inibe a viabilidade das

células tumorais HPV-positivas (121-123).
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Os miRs analisados nos cancros anogenitais apresentam igualmente potencial valor como
biomarcadores de diagndstico, nomeadamente no cancro do pénis.

A literatura a focar-se no papel do miR-107, particularmente em HPV, é escassa. No entanto, nos
resultados obtidos no cancro do pénis este é o tinico miR que apresenta valor progndstico, com o
aumento da expressao associado a pior sobrevivéncia livre de doenca.

Ayoubian et al. no seu estudo sobre a fungao dos miRs no carcinoma das células escamosas do
pénis constatou que a infecao pelo HPV parece desencadear expressoes alteradas dos miRs
neste tipo de neoplasias malignas (124).

No entanto, é imperativo que sejam conduzidas pesquisas adicionais direcionadas aos cancros
anogenitais e em coortes com maior nimero de amostras para garantir uma maior fiabilidade na
validade e robustez dos resultados obtidos.

No cancro da cabeca e pescoco, os miRNAs, particularmente os analisados em amostras de
tecido tumoral ou saliva, constituem biomarcadores promissores tanto para diagndstico, como
prognastico de cancros associados ao HPV. Encontra-se estabelecido que as proteinas E6 e E7
do virus HPV conseguem atuar sobre os miRs do hospedeiro, podendo assim alterar a sua
expressao e potenciar os mecanismos moleculares subjacentes ao desenvolvimento do cancro
da cabeca e pescoco, mas ainda existem poucas informacoes de como este mecanismo sucede.
Uma melhor percecdo destas tematicas podera auxiliar na implementacao dos miRs,
particularmente em combinacao em painéis, na prdtica clinica em amostras menos invasivas e
disponibilizar mais ferramentas aos profissionais de saude para aumentar o leque de opcdes de
diagndstico e progndstico dos doentes com carcinomas da cabeca e pescoco (125).

Diversos IncRNAs sao analisados no cancro do colo do utero nos resultados desta revisao e
apresentam-se como potenciais marcadores de diagndstico e progndstico, sendo detetados em
tecido tumoral, citologia de base liquida e plasma. A literatura cientifica atual confirma a possivel
utilizacao dos IncRNAs como promissores biomarcadores no cancro do colo do utero, mas é
necessario haver maior caracterizagao e compreensao dos seus mecanismos de regulacao. Por
esse motivo, é imperativo existir maior investigacao para aumentar o conhecimento e arobustez
para a sua utilizacdao como marcadores tumorais. De igual forma, o conhecimento sobre os
mecanismos de acao dos INcRNAs nos tumores anogenitais e de cabeca e pescoco é ainda

escasso, pelo que mais estudos sao necessdrios (126,127).
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No caso dos cancros anogenitais, mediante os critérios de inclusao e exclusao do corrente
trabalho, os IncRNAs nao foram analisados como biomarcadores, o que corrobora a escassez de
estudos com foco no seu papel como marcadores clinicos.

Embora os IncRNAs envolvidos no cancro da cabeca e pescoco tenham sido avaliados em
diversos artigos, estes restringiram-se a amostras de tecido fresco tumoral. Esta abordagem
restrita de amostras pode limitar a capacidade potencial do seu papel nos cancros da cabeca e
pescoco HPV-positivos. Portanto, é fundamental considerar o aumento de estudos destes
IncRNASs noutros tipos de amostras, como plasma ou saliva, de forma a aumentar o leque de
identificacao de biomarcadores minimamente invasivos.

O IncRNA MEG3 apresenta um valor provavel de diagndstico nos cancros da cabeca e pescoco
em amostras de tecido tumoral, exibindo uma diminuicao da sua expressao em tumores HPV-
positivos em relacao a tumores HPV-negativos. Adicionalmente, constata-se que a metilacao
deste ncRNA no cancro do colo do utero surge aumentada em amostras tumorais de plasma e
tecido fresco, com esta sobre-expressao em plasma de doentes correlacionada com uma pior
sobrevivéncia livre de doenca (103,116).

A metilacao do DNA é uma modificagao epigenética onde ocorre a adi¢ao de um grupo metilo a
citosina nas ilhas CpG do DNA e quando ocorre em células normais pode levar a transformacao
maligna. A hipermetilacao dos genes de ncRNAs promove a alteracao da transcricao, inibindo a
sua expressao e acelerando o desenvolvimento do cancro (128,129).

Este mecanismo molecular corrobora a hipétese do MEG3 ser um potencial biomarcador
supressor tumoral, mesmo em grupos diferentes de cancro, contribuindo com a diminuicao da
sua expressao e a sua hipermetilacao como fatores de risco para o desenvolvimento de cancro
do colo do utero e da cabeca e pescoco associado a infecao pelo HPV.

A metilacao de IncRNAs no cancro do colo do utero foi verificada também com 0 SOX21-AS1. Em
amostras tumorais HPV-positivas de citologia de base liquida, o SOX21-AS1 esta sobre-
expresso, quando comparado com amostras HPV-negativas livres de tumor. Nestas mesmas
amostras, a metilacao do gene SOX27-AS1 esta diminuida, o que promove o aumento deste
transcrito e a progressao para neoplasia (98).

A metilacdo de FAM19A4/miR124-2 foi analisada em dois artigos diferentes e ambos
concluiram que, em células esfoliadas cervicais, a presenca de metilagao no padrao-conjunto
destes dois genes que sao codificados para uma proteina e transcritos para um miR,

respetivamente, aumenta o risco de cancro do colo do uUtero e tem assim um valor clinico de
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biomarcador de diagndstico (62,102). Este painel conjunto proteina/miRNA tem vindo a ser
estudado ja como possivel teste de rastreio na detecao de carcinomas do colo do dtero, com
resultados promissores, podendo ser uma alternativa a citologia (130).

Estudos do padrao de metilagao foram somente observados no cancro do colo do Utero, o que faz
com que o seu valor clinico noutros grupos de cancro HPV-positivos seja ainda pouco explorado.
Seria muito vantajoso considerar a avaliagao de metilacao em cancros anogenitais e da cabeca e
pescoco, de forma a ampliar o conhecimento e compreensao destas modificacdes em diferentes
contextos tumorais HPV-positivos, contribuindo, assim, para a expansao da possibilidade de
entrada de novos marcadores epigenéticos na pratica clinica.

Os circRNAs encontram-se presentes em dois de trés tipos de tumores estudados nesta revisao
sistematica, nomeadamente nos cancros do colo do Utero e anogenitais. Estes ncRNAs sao
encontrados na literatura cientifica também no cancro da cabeca e pescoco, mas pouca
informacao existe neste ambito, o que pode justificar a inexisténcia de resultados sobre o papel
dos circRNAs nos tumores da cabeca e pescoco neste trabalho (131).

No cancro do colo do utero somente sao explorados o circMTO1e o circ_0000276, apresentando
valor clinico de diagndstico e uma sobre-expressao em amostras de plasma e tecido fresco,
respetivamente (94,95). De facto, num outro estudo, a sobre-expressao do circMTO1em tecidos
e linhas celulares de cancro do colo do utero foi relacionada com resisténcia a quimioterapia por
ativacao da autofagia celular (132).

Por outro lado, nos cancros anogenitais foram avaliados 3 circRNAs, ARHGAP5, CORO1C,
ZKSCAN1, em tecido tumoral da vulva fixado em formalina e embebido em parafina,
apresentando uma expressao aumentada em cancros HPV-positivos em comparacao com
aqueles que sao negativos para este virus (106).

Pela escassez de literatura sobre o tema e tal como os IncRNAs, os circRNAs sao ainda objeto de
pouco estudo. Nao obstante, mediante os resultados obtidos nos artigos incluidos neste trabalho,
0s circRNAs possuem valor clinico, uma vez que o padrao de expressao se modifica mediante a
presenca ou auséncia de infecao por HPV. Publicacdes recentes também interligam os circRNAs
afatores de progndstico desfavoraveis, como o desenvolvimento de metdstases para os doentes
com tumores malignos, mas tal relacao nao foi averiguada nos resultados obtidos nesta revisao
(133-135). Nos artigos incluidos, os circRNAs foram considerados biomarcadores provaveis de
diagndstico com a sua expressao aumentada em tumores HPV-positivos comparando a cancros

HPV-negativos e aamostras nao tumorais. Assim, torna-se fundamental realizar pesquisas mais
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aprofundadas e uma caraterizacao detalhada do potencial dos circRNAs nos cancros HPV-
positivos, para que estes possam ser adotados como ferramentas auxiliares de diagndstico,
progndstico e de monitorizacao de resposta clinica, podendo também virem a ser explorados
como estratégias terapéuticas no futuro, para monitorizar a resposta do doente aos tratamentos
e o seu ajuste (133-135).

No grupo de cancros da cabeca e pescoco foi avaliado um outro tipo de ncRNA, além dos
comumente mencionados (miRs, INcRNAs, circRNAs), sendo este 0 sncRNA YRNA3. 0 YRNA3 é
um ncRNA com aproximadamente 100 nucleétidos, que é um transcrito do gene YRNA que se
encontra no locus cromossomico 7g36. Verificou-se que a detecao deste sncRNA mostra uma
sobre-expressao em estadios tumorais avancados quando comparados aos estadios iniciais em
pacientes com cancro HPV-positivo. Este valor progndstico do YRNA3 potencia aimportancia da
realizacdao de mais estudos acerca dos sncRNAs como potenciais marcadores para os
carcinomas associados ao HPV (136).

Nao foram encontrados estudos sobre o papel dos ncRNAs como biomarcadores terapéuticos
nos cancros causados pelo HPV. Os estudos existentes na literatura cientifica sao ainda muito
preliminares a este nivel e focam-se, maioritariamente em estudos pré-clinicos, usando linhas
celulares ou verificando a sua eficacia apenas em modelos animais. Destaca-se, entao, a
importancia da existéncia de mais investigacoes neste ambito, de forma a, futuramente, ser uma
opcao adicional na pratica clinica, possibilitando o aumento de tratamentos mais eficazes e
personalizados (37,137,138).

Nos artigos analisados nesta revisao sistematica, observa-se alguma heterogenia metodoldgica
entre os resultados, o que destaca a necessidade de uma maior padronizacao entre as
investigacoes que utilizam ncRNAs como presumiveis biomarcadores, no contexto do tipo de
amostras utilizadas, normalizacao das amostras, andlises estatisticas e métodos de andlise.
Igualmente, além das diferencas metodoldgicas verifica-se que nem todos os artigos fazem
mencao a sensibilidade e especificidade do biomarcador analisado, forma de detecao, o nivel de
significancia estatistica do biomarcador ou até da forma de normalizagao da expressao. Deste
modo, a aplicacao pratica ainda depende de estudos mais aprofundados, a fim de haver maior
homogeneidade entre estes, para que possam confirmar sua eficdcia, sequranca e aplicabilidade
em ambientes clinicos, para implementacao de diretrizes reprodutiveis, conclusées mais
robustas e assim, aintegracao dos ncRNAs narotina de diagndstico, na evolucao e no tratamento

dos carcinomas causados pelo HPV.
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As limitacoes observadas durante o processo de selecao dos artigos para esta revisao
sistematica foram arestricao de artigos redigidos em Portugués e Inglés, o que pode ter excluido
outros estudos igualmente relevantes em outros idiomas, impossibilitando a leitura dos mesmos
e a obtencao de artigos na integra. De igual forma, por ser um tema abrangente, com diferentes
tipos tumorais, RNAs nao codificantes e com diferentes valores clinicos, o nimero de artigos
obtidos foi superior ao expectado, levando a limitacdes na formulacao das conclusdes

apresentadas e a impossibilidade de realizacao de uma meta-andlise.
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7. Conclusao

Os ncRNAs apresentam um papel cada vez mais de destaque, nao s6 pela crescente investigacao
de novos grupos de ncRNAs, mas também pela descoberta das suas fungoes, especialmente no
ambito da oncologia e no seu envolvimento em varias vias moleculares relacionadas a
tumorigénese induzida pelo HPV.

Assim, estes RNAs mostram um potencial promissor como biomarcadores de diagndstico e
progndstico no conjunto de cancros HPV-positivos. Torna-se muito importante a existéncia de
mais estudos que possam reconhecer estas moléculas como biomarcadores de cancros
causados pelo HPV.

Nesta revisao evidencia-se uma predominancia da abordagem diagndstica em relacao a
progndstica no contexto da investigacao dos ncRNAs como bhiomarcadores dos cancros HPV-
positivos. Isto sugere que, embora exista um reconhecimento do valor diagndstico dos ncRNAs,
a exploracao das suas capacidades progndsticas encontram-se ainda aquém do desejado.
Assim, é do interesse cientifico que se intensifiquem as pesquisas direcionadas ao potencial
prognostico destes ncRNAs, a fim de compreender melhor o seu papel na progressao dos cancros
associados ao HPV.

A andlise detalhada das trés vertentes clinicamente relevantes - diagndstico, progndstico e
terapéutica - é fundamental para compreender a aplicabilidade clinica dos ncRNAs em diferentes
contextos dos tumores malignos HPV-positivos.

O tipo de amostra utilizada nos diversos estudos examinados foi predominantemente de
amostras invasivas, como bidpsias de tecido tumoral ou células esfoliadas. A realizacao de mais
estudos com amostras menos invasivas, como hidpias liquidas (soro, plasma ou urina), é
fundamental, ndo apenas paraminimizar o desconforto dos utentes, mas também porque se trata
de uma abordagem vidvel em contextos de rotina hospitalar, permitindo um acompanhamento
mais frequente. Além disso, essas amostras podem refletir a dinamica dos ncRNAs ao longo da
progressao tumoral e da resposta ao tratamento dos cancros HPV-positivos.

Nos resultados obtidos, observa-se que os miRs sao os ncRNAs predominantes, com o cancro
do colo do ttero a ser o cancro HPV-positivo mais estudado. E, entdo, importante ampliar a
investigacao cientifica focando em outros ncRNAs e noutros tipos tumorais.

Dos miRs analisados, destacam-se o miR-21 e o miR-34a, os mais estudados como
biomarcadores de diagndstico e progndstico, em relacao a outros ncRNAs analisados. O miR-21

demonstra potencial para ser utilizado como biomarcador clinico nos trés tipos de cancros
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associados ao HPV. Contudo, sao necessarios estudos adicionais para validar a sua aplicacao na
pratica clinica. Por outro lado, embora o miR-3443, tenha sido amplamente estudado, a sua andlise
foi limitada ao cancro do colo do utero, indicando a necessidade de mais estudos sobre o papel
como biomarcador nos cancros anogenitais e no cancro da cabeca e pesco¢o HPV-positivos.

0 estudo dos miRs, especialmente o miR-21 e 0 miR-34a3, é crucial para o desenvolvimento de
novos hiomarcadores que possam melhorar o diagndstico e o progndstico em pacientes com
cancros HPV-positivos, contribuindo para avancos significativos na gestao clinica desses
pacientes.

Em conclusao, esta revisao sistematica sugere que os ncRNAs tém um grande potencial para
serem utilizados como biomarcadores de cancros HPV-positivos, quer isolados quer na
combinacao em painel, mas mais estudos, com coortes maiores e multicéntricas, com foco no
estudo de amostras de bidpsias liquidas, com padronizacao das metodologias de analise e com
compreensao mais aprofundada dos mecanismos moleculares envolvidos sao recomendados, a

fim de contribuir para uma aplicacao clinica mais rapida e robusta.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Representacao Esquemadtica da Metodologia de Pesquisa (baseada no método

PRISMA)

Figura 6 — Representacdo Esquemadtica da Metodologia de Pesquisa (baseada no método PRISMA)
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ANEXO 2 — Dominios e Questoes

Dominio 1: Populacao (pacientes com neoplasias malignas induzidas pelo HPV)

e Questdo 1: Os critérios de inclusao/exclusao dos pacientes estao descritos? (Sim-Baixo; Intermédio:
pelo menos um dos dois; Nao-Alto)

e Questdo 2: Grupos em estudo estao bem definidos? (Sim-Baixo; Nao-Alto)

e Questao 3: Nimero por grupo; n<30 (alto risco de viés) (ns30-Alto; 31<n<50-Intermédio; 50<n-Baixo)

e Questao 4: Recrutamento dos pacientes é realizada de forma prospetiva ou retrospetiva?

(Prospetiva-Baixo-; Retrospetiva-Intermédio)

Dominio 2: Avaliacao do Objetivo de Estudo

e Questdo 1: O objetivo do estudo foi especificado? (procura por biomarcadores de diagndstico,
progndstico ou preditivos de resposta?) (Sim-Baixo; Nao-Alto)

e Questao 2: 0 biomarcador foi avaliado no momento adequado de acordo com o objetivo de estudo?

(Sim-Baixo; Nao/Nao Descrito-Alto)

Dominio 3: Metodologia de detecao (HPV/Biomarcador)
e Questao 1: A metodologia foi corretamente explicada? (Sim-Baixo; Nao-Alto)

e Questdo 2: A normalizacdao dos resultados foi avaliada/especificada? (Sim-Baixo; Nao/Nao

Descrito-Alto)
e Questdo 3: Métodos diretos para a detecao do HPV? (métodos indiretos como a avaliacao de p16

associado a alto risco de viés) (Diretos-Baixo; Ambos-Intermédio; Indireto/Nao Descrito-Alto)

Dominio 4: Andlise Estatistica e Demonstracao de Resultados
e Questdo 1: Os testes estatisticos foram corretamente efetuados? (Muito Bem-Baixo; Intermédio-
Relativamente Bem: Mal efetuados-Alto)

e Questdo 2: A andlise estatistica efetuada permite responder a questao colocada? (Sim-Baixo; Nao-
Alto)

e Questao 3: A sensibilidade e especificidade do biomarcador em questao, nos casos em que é
relevante, sao referidas? (Sim-Baixo; Nao-Alto)

e Questdo 4: As limitacdes/viéses sao mencionadas? (Sim-Baixo; Nao-Alto)
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ANEXO 3 - Outputs resultantes da revisao sistematica

A presente revisao sistematica foi realizada no ambito da conclusao do mestrado em Andlises

Clinicas e Saude Publica - ramo de Microbiologia e Satde Publica.

Parte dos resultados desta revisao foram apresentados, sob a forma de poster, no 62 Encontro

Nacional de Jovens Investigadores em Oncologia (ENJIO): Alves, L. F., Amorim, M. M., Santos, J. M.

0.*, Rodrigues, C. A*, "MiRs como biomarcadores em cancros da cabeca e pescoco HPV-
positivos: uma revisao sistemdtica’, Porto, Portugal, 2024 (ANEXO 6, Figura 7, Figura 8)

*dltimos autores conjuntos

Encontra-se em preparacao um artigo cientifico para submissao em revista internacional,

focando em miRs como biomarcadores de diagndstico nos cancros relacionados com o HPV.
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ANEXO 4 — Resultados da Avaliacao da Qualidade da Evidéncia

Tabela 6 - Resultados da Avaliacao da Qualidade da Evidéncia
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Tabela 6 (continuacdo)

Ano 1Q1|Q2|Q3|Q4]1D1]1Q1|Q2]D2]1Q1|Q2|Q3]|D3]Q1|Q2|Q3|04])D4

2021

2023

2016

2021

2022

2022

2022

2021

2015

2018

2017

2021

2021

2018

2020
2020
2015

2019

2014

2015

2021

2020
2020
2018

2022

2022

2020
2021

2018

2015

2019

2021

2019

2018

2013

2016

2018

2019

2019

2020
2020
2021

2022

Referéncia

(152)
(110)
(153)
(82)

(91)

(100)
(113)
(124)
(154)
(155)
(115)
(92)
(156)
(83)

(157)
(84)
(158)
(159)
(160)
(161)
(73)
(162)
(163)
(164)
(97)
(165)
(85)

(86)

(117)
(166)
(167)
(87)

(168)
(88)
(169)
(170)
(102)
(101)
(68)
(69)

(63)

(98)

(171)
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Tabela 6 (continuacdo)

Dominio 1 Dominio 2 Dominio 3 Dominio 4
Referéncia | Ano |Q1]Q2|Q3|Q4)D1]Q1|(Q2]1D2]Q1|Q2|Q3]1D3]Q1|Q2|Q3|Q4]D4 cF
108) J2023) 1 (B |[B|1Ji1]|B|A)iI|B|B|A]JI]|B|[B|A|[A]I |
93 f2o3)1 BB 1 Ji|B|B]B|B|B|A]I]|B|B|A|A]I |
(116) 2020 ) | B I | I{B|A]JI|B|A|AJA]B|B|A|A]I |
(172) 2007y | | B|A| I JA}JB|AJIJA|B|AJA]JI |B|[A|A]JA A
(90) 2019 B | B I | I|B|B|B|B|B|BJB|B|B|A|B]I |
(95) 2023 B|B|A| I JAlB|BJBB | B|A]JI|B|[B|A|A]I |
(89) 2015 | | B I | I {B | BB|JB | B|BJ]B] I B|A|A]JA |

Legenda: Q1= Questdo 1, Q2 = Questao 2, Q3 = Questao 3, Q4 = Questao 4; D1=Dominio 1, D2 = Dominio 2, D3 = Dominio 3, D4 = Dominio 4;
A =Altorisco de viés, B = Baixo risco de viés, | = Risco intermédio de viés; CF = Classificacao Final
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ANEXO 5 - Informacao Resumo/Chave dos Artigos Selecionados para Inclusao

Tabela 7 - Cancro do Colo do Utero — Diagndstico

Autor/ Ano
(Referéncia)

Liu etal. /2020
(65)

Goczeetal./
2015 (71)

Ribeiro etal./
2015 (72)

Jihad etal./
2021(75)

Wangetal. /
2018 (76)

Pais(es)

de origem

China

Hungria

Portugal

Iraque

China

Grupo(s)
Controlo

CS; LPC

LPC
(CIN2-3)

Controlos
com
citologias
normais
HPV-
positivas

Tecido
cervical de
cs

CS+LPC
(CIN1-2)

Tipode
amostra

CE
cervicais
de
doentes
com CCU

Tecido
tumoral
FFPE

CE
cervicais
HPV-
positivas

Tecido
tumoral
cervical

FFPE

CIN3+
Tecido
tumoral
cervical

Biomarcador(es)
estudado(s)

miR-21

miR-34a

miR-27a

miR-34a

miR-196a

miR-203

miR-34a

miR-125b

miR-155

miR-155-5p

Expressao

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

gRT-PCR/
U6 snRNA

gRT-PCR/
55 rRNA

gRT-PCR /
miR-23a

gRT-PCR/
U6 snRNA

gRT-PCR/
U6 snRNA

Significancia
estatistica
(valor de p)

0.018

0.021(1)
0.004 (2)

0.033

0.025

0.016

0.032

0.042

0.004

0.002

<0.05

AUC
(IC95%) /
valor de p

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

0.802
(ND)

ND

ND

Sensibilidade /
Especificidade
(%) (IC 95%)

ND /ND

ND/ND

ND/ND

ND/ND

ND/ND

ND/ND

ND /ND

88% (ND) /
69% (ND)

ND/ND

ND

Medidas de
associacao
{IC 95%)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Valor clinico do biomarcador

Potencialmente diagnéstico
(1 amostras cancerigenas vs.
LPO)
Potencialmente diagnéstico
(1 amostras cancerigenas vs.
€S (1) e vs.LPC(2)
Potencialmente diagnéstico
({ amostras cancerigenas vs.
LPQO)
Potencialmente diagnéstico
(\, amostras cancerigenas vs.
LPQO)
Potencialmente diagnéstico
(\ amostras cancerigenas vs.
LPO)
Potencialmente diagnéstico
({ amostras cancerigenas vs.
LPO)
Potencialmente diagnéstico
(1 amostras cancerigenas vs.
controlos)
Diagnéstico
(\, amostras cancerigenas vs.
controlos)

Potencialmente diagnéstico
(1 amostras cancerigenas vs.
cs)

Potencialmente diagnéstico
(J CIN 3 + amostras
cancerigenas vs. CS+LPCCIN
1-2)
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Tabela 7 (continuacdo)

Autor/ Ano Pais(es)
(Referéncia) de origem
Park etal./ Coreiado
2017 (66) Sul
Liuetal. /2018 China
(78)

Grupo(s)
Controlo

Tecido
cervical de
cs

Tecido
cervical de
cs

Tipode
amostra

Tecido
tumoral
cervical

FFPE

Tecido
tumoral
cervical

Biomarcador(es)
estudado(s)

miR-9

miR-21

miR-155

miR-20a

miR-92a

miR-141

Expressao

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

gRT-PCR/
RNUGB

gRT-PCR /
RNUGB

Significancia
estatistica
(valor de p)

<0.0001

<0.0001

<0.0001

<0.0001

0.0003

<0.0001

AUC
(IC95%) /
valor de p

0.7565
(0.6624-
0.8507)

0.8325
(0.7530-
0.9120)

0.8492
(0.7736-
0.9249)

0.822
(0.760-
0.885)

0.659
(0.582-
0.737)

0.942
(0.912-
0.973)

Sensibilidade /
Especificidade
{%) (IC 95%)

67.3% (52.9-
79.7)

80.0% (66.3-
90.0)
82.7%(69.7-

91.8)
72.0% (57.5-
83.8)
65.4% (50.9-
78.0)
96.0% (86.3-
99.5)
70.7% (57.3-
81.9)
79.3% (71.8-
85.6)
56.9% (43.2-
69.8)
69.0% (60.8-
76.4)
82.8% (70.6-
91.4)
91.7% (86.0-
95.7)

Medidas de
associacdo
{IC 95%)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Valor clinico do biomarcador

Diagnéstico
(1 amostras cancerigenas vs.
cs)

Diagnéstico
(1 amostras cancerigenas vs.
cs)

Diagnéstico
(1 amostras cancerigenas vs.
cs)

Diagnéstico
(1 amostras cancerigenas vs.
cs)

Diagnéstico
(1 amostras cancerigenas vs.
cs)

Diagnéstico
(1 amostras cancerigenas vs.
cs)
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Tabela 7 (continuacdo)

Autor/ Ano Pais(es)
e de
(Referéncia) .
origem
Liuetal./
2.018 = China
(continuagao)
(78)
Liuetal./ .
2020 (80) China

Grupo(s)
Controlo

Tecido
cervical
de CS

Tecido
cervical
deCS

Plasma
de CS

Tecido
tumoral
cervical

HPV-
negativo

Tipo de
amostra

Tecido
tumoral
cervical

Tecido
tumoral
cervical

Plasma
de
doentes
comCCU

Tecido
tumoral
cervical

HPV-
positivo

Biomarcador(es
) estudado(s)

miR-183*

miR-210

miR-944

Combinacao
miR-20a, miR-
923, miR-141,
miR-183* miR-
210, miR-944

miR-218

Expressao

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

gRT-PCR /
GAPDH, U6
SnRNA

Significancia AUC
estatistica (IC95%) /
(valor de p) valordep

<0.0001 0731(;)517-
<0.0001 07?)1. E(;g.g)m-
<0.0001 052 7(255)86—
o o
<0.001 ND
<0.01 ND
<0.01 ND

Sensibilidade /
Especificidade (%)
{1C 95%)

65.5% (51.9-77.5)
79.3% (71.8-85.6)

81.0% (68.6-90.1)
60.7% (52.2-68.7)

62.0% (48.4-74.5)
74.5% (66.6-81.4)

91.4% (81.0-97.1)
87.6% (811-92.5)

ND/ND

ND /ND

ND/ND

Medidas de

associacao

(1C 95%)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Valor clinico do
biomarcador

Diagnéstico
(1 amostras cancerigenas
vs.CS)

Diagnéstico
(1 amostras cancerigenas
vs.CS)

Diagnéstico
(1 amostras cancerigenas
vs.CS)

Diagnéstico
(1 amostras cancerigenas
vs.CS)

Potencialmente
diagnéstico
(\, amostras cancerigenas
vs.CS)

Potencialmente
diagnéstico
( plasma de doentes com
CCU vs.CS)

Potencialmente
diagnéstico
(\ amostras tumorais HPV-
positivas vs. amostras
tumorais HPV-negativas)
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Tabela 7 (continuacao)

Autor/ Ano
(Referéncia)

Sharmaetal./
2016 (67)

P;;l;(aes Grupo(s)

. Controlo
origem

CE

cervicais

india e tecido

cervical

de CS

Tipode
amostra

Tecido
tumoral
cervical

(Estadios

I-llelll-
1v)

Biomarcador(es)
estudado(s)

let-7a

miR-146a

miR-95

miR-200b

miR-21

miR-34a

miR-1

miR-3130-5p

miR-576-3p

miR-29a

miR-443b

miR-23b

miR-136

miR-19a

miR-222

Expres
sao

2

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

gqRT-PCR /
U6 snRNA,
RNU43
snORNA,
Hm/Ms/Rt
U1snRNA

Significancia
estatistica
{valor de p)

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

<0.001

AUC Sensibilidade /  Medidas de

(IC95%) / Especificidade  associacao Valor clinico do biomarcador

valorde p (%) (IC 95%) (1C 95%)

ND /02 N (| amostes cancergenss vs CS)
ND /2 N amostras cancergenss v €S
ND /B N (¢ amostas cancergenss va CS)
i /e N (¢ amostas cancergenss vs CS)
ND /2 N amostras cancergenss v €S
ND /B Ny amostes cancergenss vs CS)
ND /2 N amostras cancergenss s €S
ND T/ N amostras cancergenss v €S
D /B N (¢ amostas cancergenss va CS)
ND AL N amostras cncergenss v €S
ND /B N (¢ amostas cancergenss vs CS)
D /02 N (| amostes cancergenss va CS)
ND /02 N amostras cancergenss v €S
D ND/ND N (| amostes cancergenss va CS)
ND ND /ND ND Potencialmente diagnéstico

({ amostras cancerigenas vs. CS)
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Tabela 7 (continuacao)

Autor/ Ano
(Referéncia)

Sharmaetal./
2016
(continuagao)
(67)

Bonde etal./
2021(62)

Babion etal. /
2018 (74)

Pais(es) de
origem

india

Escdcia,
Dinamarca,
Eslovénia,
Paises
Baixos

Paises
Baixos

Grupo(s)
Controlo

CE
cervicais
etecido
cervical
de CS

LPC

Amostras
cervicais
de CS

Tipo de
amostra

Tecido
tumoral
cervical

(Estadios I-
e llI-1V)

CE cervicais
de doentes
comCCU

CE cervicais

de doentes

com CCE do
ttero

CE cervicais

de doentes

comAD do
ttero

Tecido
cervical de
doentes
com CCE do
ltero

Biomarcador(es)
estudado(s)

miR-184

miR-17

Metilagao de
FAM19A4/miR12
4-2

miR-9-5p
miR-15b-5p
miR-125b-5p
miR-149-5p

miR-375

Combinagao miR-
15b-5p, miR-375

miR-9-5p
miR-15b-5p
miR-125b-5p

miR-149-5p

Combinagao miR-
15b-5p, miR-375

miR-9-5p

miR-15b-5p

Expressao

« ¢ o« >

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

gRT-PCR /

U6 snRNA,
RNU43
SnORNA,
Hm/Ms/Rt
UTsnRNA

RT-PCR
multiplex /
B-actina

gRT-PCR /
RNU24,
miR-423-
5p

Significancia
estatistica
(valor de p)

<0.001

<0.001

ND

<0.005
<0.005
<0.05
<0.05
<0.005
ND
<0.005
<0.005
<0.005
<0.005
ND

<0.05

<0.005

AUC
(ic
95%) /
valor
dep

ND

ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND

Sensibilidade /
Especificidade
(%) (IC 95%)

ND/ND

ND /ND

95.0% (71.0-
99.0) /ND
ND/ND

100% (ND) / ND

69.0% (ND) /
ND

93.1% (ND) / ND

96.6% (ND) /
ND

100% (ND) / ND
ND /ND
100% (ND) / ND
100% (ND) / ND
100% (ND) / ND
100% (ND) / ND

ND /ND

ND/ND

Medidas de
associacdo
{IC 95%)

ND

ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

ND

Valor clinico do biomarcador

Potencialmente diagndstico
(1 amostras cancerigenas vs. CS)

Potencialmente diagnéstico
(1 amostras cancerigenas vs. CS)

Diagnéstico
(presenca da metilagao em amostras
de doentes com CCU vs. CS)

Potencialmente diagnéstico
(1 amostras de CCE vs. CS)
Potencialmente diagnéstico
(1 amostras de CCE vs. CS)
Potencialmente diagnéstico
(VL amostras de CCE vs. CS)
Potencialmente diagnéstico
(\ amostras de CCE vs. CS)
Potencialmente diagnéstico
({ amostras de CCE vs. CS)
Sem referéncia concreta ao valor
clinico da combinacao
Potencialmente diagndstico
(1 amostras de AD vs. CS)
Potencialmente diagnéstico
(1 amostras de AD vs. CS)
Potencialmente diagnéstico
(\ amostras de AD vs. CS)
Potencialmente diagndstico
(Y amostras de AD vs. CS)
Sem referéncia concreta ao valor
clinico da combinagao
Potencialmente diagndstico
(1 amostras de tecido de CCE vs. CS)

Potencialmente diagnéstico
(1 amostras de tecido de CCE vs. CS)
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Tabela 7 (continuacao)

Autor/ Ano
(Referéncia)

Babion etal. /
2018
(continuacdo)
(74)

Chengetal./
2022 (94)

Zhangetal./
2018 (96)

Pais(es) de
origem

Paises
Baixos

China

ND (GEO
GSE26511 +
TCGA)

China

Grupo(s)
Controlo

Amostras
cervicais
de CS

Plasma
de CS

Plasma
de
doentes
com CCU
HPV-
negativos

ND

Tecido
adjacente
nao
tumoral

Biomarcador(es)
estudado(s)

Tipode
amostra

MiR-125b-5p

Tecido
cervical de
doentes
com CCE do
ltero

miR-149-5p

miR-203a-3p

miR-375

Plasmade
doentes
com CCU

Plasma de CircMTO1

doentes

com CCU
HPV-

positivos

ND

IncRNA ANRIL

Tecido
tumoral de
doentes
com CCU

Expressao

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

gRT-PCR/
RNU24,
miR-423-
5p

gqRT-PCR/
B-actina,
U6 snRNA

Affymetrix
Human
Genome 61
U133 Plus
2.0 Array /
Affy
packagein
R software

gRT-PCR/
GAPDH

Significancia
estatistica
{valor de p)

<0.05

<0.005

<0.005

<0.005

<0.001

<0.001

0.0062

<0.05

AUC
(1IC 95%)
/ valor
dep
ND
ND

ND

ND
0.9340

(ND)

0.8511
(ND)

ND

ND

Sensibilidade /
Especificidade
(%) (IC 95%)

ND /ND

ND /ND

ND /ND

ND/ND
92.8% (ND}/

86.84% (ND)

56.41% (ND) /
100% (ND)

ND /ND

ND /ND

Medidas de
associacao Valor clinico do biomarcador
(1C95%)
Potencialmente diagnéstico
ND ({ amostras de tecido de CCE
vs. CS)
Potencialmente diagnéstico
ND ({ amostras de tecido de CCE
vs. CS)
Potencialmente diagnéstico
ND ({ amostras de tecido de CCE
vs. CS)
Potencialmente diagnéstico
ND ({, amostras de tecido de CCE
vs. CS)
Anadlise Diagndstico
multivariada: (1 plasma de doentes com CCU
OR:2.587 vs. CS;
(1168-5.733) 1M daexpressao confere risco de
(p=0.019) infecdo por HPV de alto risco)
Diagnéstico
ND (1 plasma de doentes HPV-
positivos vs. doentes HPV-
negativos)
Potencialmente diagnéstico
ND (1 amostras de lesoes
tumorais)
Potencialmente diagnéstico
ND (1 amostras de leses tumorais

vs. tecido adjacente nao
tumoral)
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Tabela 7 (continuacdo)

Autor/ Ano Pais(es)
b de
(Referéncia) .
origem
Farzanehpour
etal. /2019 Irao
(77)
Yuetal./ .
2021(82) SliE)
Kawaietal./ Japio
2018 (83) P

Grupo(s)
Controlo

Amostras
nao
tumorais

Tecido
adjacente
normal de
pacientes
comLPC

ou
cervicite

Cs

Tipode
amostra

Soro de
pacientes
com CCU

Tecido
tumoral
de
pacientes
com CCU

Tecido
tumoral
de
pacientes
com CCU

Muco do
colodo
ltero de
pacientes
com CCE

Biomarcador(es)
estudado(s)

miR-9

miR-192

miR-205

miR-9

miR-192

miR-205

miR-145

miR-205

miR-126-3p

miR-20b-5p

miR-451a

Expressao

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

gRT-PCR/
U6 snRNA

gRT-PCR/
U6 snRNA

gRT-PCR/
RNU48

Significancia
estatistica
{valor de p)

<0.0001

<0.0001

<0.0001

0.0008

<0.0001

0.0005

<0.001

<0.001

ND

ND

ND

AUC
(IC95%) /
valor de p

0.99(0.99-
1.00)

1.00(1.00-
1.00)

0.96 (0.86-
1.00)

0.80(0.66-
0.95)

0.81(0.73-
1.00)

0.79(0.64-
0.95)

0.878(0.724-
0.933)
{p <0.007)

0.881(0.825-
0.938)
(p<0.0071)

0.91(0.84-
0.99)

0.94(0.89-
0.98)

0.96 (0.92-
1.00)

(%) (IC 95%)

100% (ND) /
94.4% (ND)
100% (ND) /
94.4% (ND)
88.2% (ND) /
88.9% (ND)
58.8% (ND) /
94.1% (ND)
75.0% (ND) /
94.1% (ND)
56.2% (ND) /
94.1% (ND)
905 % (ND})/
82.2% (ND)

86.9% (ND) /
88.9% (ND)

86.0% (ND) /
91.0% (ND)

83.0% (ND) /
93.0% (ND)

91.0% (ND) /
95.0% (ND)

Sensibilidade /  Medidas de
Especificidade  associacao

(1C 95%)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Valor clinico do biomarcador

Diagnéstico
(1 soro de doentes vs.amostras
ndo tumorais)
Diagnéstico
(1 soro de doentes vs.amostras
ndo tumorais)
Diagnéstico
(1 soro de doentes vs.amostras
ndo tumorais)
Diagnéstico
(M tecido tumoral vs. amostras ndo
tumorais)
Diagnéstico
(1 tecido tumoral vs. amostras ndo
tumorais)
Diagnéstico
(M tecido tumoral vs. amostras ndo
tumorais)
Diagnéstico
({ tecido tumoral vs. amostras ndo
tumorais)

Diagnéstico
(MM tecido tumoral vs. amostras ndo
tumorais)

Potencialmente diagnéstico
(1 amostras de muco de CCE do
colo do ttero vs. controlos normais);
Valor de significancia nao reportado
Potencialmente diagnéstico
(1 amostras de muco de CCE do
colo do ttero vs. controlos normais);
Valor de significancia nao reportado
Potencialmente diagnéstico
(1 amostras de muco de CCE do
colo do ttero vs. controlos normais);
Valor de significancia nao reportado
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Tabela 7 (continuacao)

Método de

Autor/ Ano Pais(es) Grupols) Tino de Biomarcador(es) andlise / Significancia AUC Sensibilidade /  Medidas de
A de P P Expressao estatistica (IC95%) / Especificidade  associacao Valor clinico do biomarcador
(Referéncia) . Controlo  amostra estudado(s) controlo
origem ) {valor de p) valor de p (%) (IC 95%) (1C 95%)
9 enddégeno
'\gzlco ° dC:JO ) Potencialmente diagnéstico
itero de MiR-144-3 2 ND 0.95(0.90- 89.0% (ND) / ND (1 amostras de muco de CCE do
cientes P 1.00) 93.0% (ND) colo do dtero vs. controlos normais);
Féom CCE Valor de significancia nao reportado
Potencialmente diagnéstico
miR-126-3p PN ND ND ND ND (’[‘amlostras de muco de AD do.colo
do ttero vs. controlos normais);
Valor de significancia ndo reportado
Potencialmente diagnéstico
Muco do miR-20b-5p PN ND ND ND ND (1 amostras de muco de AD dq colo
colo do do ttero vs. controlos normais);
itero de Valor de significancia nao reportado
pacientes Potencialmente diagnéstico
Kawai etal. / com AD miR-451a PN ND ND ND ND ( amostras de muco de AD dq colo
5018 GRT-PCR/ do ttero vs. controlos normais);
(continuacio) Japao cs RNU4S Valor de significancia ndo reportado
(83) § Potencialmente diagndstico
miR-144-3p PN ND ND ND ND (1 anjostras de muco de AD do_ colo
do ttero vs. controlos normais);
Valor de significancia ndo reportado
0.89(0.82- 81.0% (ND) / Potencialmente diagnéstico
miR-126-3p ND ND 0.96) 91.0% (ND) ND Valor de expressao e significancia
Muco do nao reportados
colo do 0.90(0.85- 74.0% (ND) / Potencialmente diagnéstico
. miR-20b-5p ND ND ' . ND (Valor de expressao e significancia
(tero de 0.96) 93.0% (ND) -
ambos 05 nao reportados)
pacientes 0.94(0.90- 83.0% (ND) / Potencialmente diagnéstico
comAD e miR-451a ND ND 0.99) 91.0% (ND) ND (valorde expressao e significancia
CCE nao reportados)
0.93(0.89- 87.0% (ND) / Potencialmente diagnéstico
miR-144-3p ND ND 0.98) 89.0% (ND) ND (Valor de expressao e significancia

ndo reportados)

67



Tabela 7 (continuacdo)

Autor/ Ano
(Referéncia)

Zheng etal./
2020 (84)

Ghanbari et al.
/2022 (97)

Ocadiz-
Delgado et al.
/2021(73)

Pais(es)
de
origem

China

Irdo

México

Grupo(s)
Controlo

Soro de CS

Soro de
doentes
comLPC

Tecido
adjacente
nao tumoral

cs

Tipo de
amostra

Soro de
doentes
com CCU

Soro de
doentes
com CCU

Tecido
tumoral de
doentes
comCCU

Tecido
tumoral de
doentes
com CCU

Soro de
doentes
comCCU

Biomarcador(es)
estudado(s)

miR-638
miR-521
miR-203a-3p

miR-638

miR-521

miR-203a-3p

miR-1914-5p

IncRNA MVIH

miR-15b
miR-34a
miR-218
miR-15b

miR-34a

miR-218

Expressao

S e o« >

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

gRT-PCR/
miR-39-3p

gRT-PCR/

B-actina

gRT-PCR/
pe-

microglobuli
na(p2-M)
mRNA

Significancia
estatistica
(valor de p)

<0.001
<0.001

<0.05

<0.05

<0.01

<0.05

0.01

<0.0001

<0.001
<0.001
<0.01

<0.001
<0.01

<0.01

AUC
{IC95%) /
valorde p

ND
ND

ND
0.681(ND)

(p=0.005)
0.716 (ND)

(p=0.001)
0.651(ND)
(p=0.025)
0.717 (ND)
(p<0.001)
0.8114
(0.7569-
0.8660)
(p<0.0001)

ND
ND
ND

0.8173 (ND)

0.9505
(ND)

0.8421(ND)

Sensibilidade /  Medidas de

Especificidade
{%) (IC 95%)

ND/ND
ND/ND

ND /ND
85.0% (ND) /

86.1% (ND)
62.5% (ND) /

76.92% (ND)
42.5% (ND) /
82.05% (ND)
82.5% (ND) /
61.54% (ND)

67.83% (ND) /
80.0% (ND)

ND /ND
ND/ND
ND/ND

ND /ND

ND/ND

ND /ND

associacao
(IC95%)

ND
ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND
ND
ND

ND

ND

ND

Valor clinico do biomarcador

Potencialmente diagnéstico

({ soro de doentes vs.soro de CS)
Potencialmente diagnéstico

({ soro de doentes vs. soro de CS)
Potencialmente diagnéstico

({ soro de doentes vs.soro de CS)

Diagndstico
({ soro de doentes vs.soro de LPC)

Diagndstico
({ soro de doentes vs.soro de LPC)

Diagndstico
({ soro de doentes vs.soro de LPC)

Diagndstico
({ soro de doentes vs.soro de LPC)

Diagnéstico
(1 tecido tumoral de doentes vs.
tecido ndo tumoral adjacente das
mesmas doentes)

Potencialmente diagnéstico

(M tecido tumoral de doentes vs. CS)
Potencialmente diagnéstico

(\ tecido tumoral de doentes vs. CS)
Potencialmente diagnéstico

({ tecido tumoral de doentes vs. CS)

Diagnéstico
(1 soro de doentes vs. CS)

Diagnéstico
(4 soro de doentes vs. CS)

Diagnéstico
({ soro de doentes vs. CS)
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Tabela 7 (continuacao)

Autor/ Ano Paisfes)
" de
(Referéncia) .
origem

Lvetal./ .
2020 (85) China

Ning etal./ .
2021(86) China

Grupo(s)
Controlo

Plasmade
cs

EVsde
plasmade
doentes
comCCU
HPV-
negativos

cs

Tipo de
amostra

EVsde
plasmade
doentes
com CCU
EVsde
plasmade
doentes
com CCU
HPV-
positivos

Plasma de
doentes
comLPC
(CIN2-3)e
com CCE

Biomarcador(es)
estudado(s)

miR-125a-5p

miR-26b-5p

miR-146b-5p

miR-191-5p

miR-484

MiR-574-3p

miR-625-3p

Combinacao miR-
26b-5p, miR-
146h-5p, miR-191-
5p, miR-484, miR-
574-3p, miR-625-
3p

Expressao

Método de S
andlise / Significancia
estatistica
controlo (valor de p)
enddégeno P
<0.001
gRT-PCR/
miR-16-5p
0.0418
0.00003793
0.0002988
0.00003008
gRT-PCR /
Ath-miR- 0.003040
159a, miR-
1228, miR-
16 0.02331
0.004893
ND

AUC
(IC95%) /
valorde p

0.71129
(0.561-
0.865)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

0.6896
(ND)

Sensibilidade /
Especificidade
(%) (IC 95%)

59.1% (ND) /
84.2% (ND}

ND/ND

ND /ND

ND/ND

ND/ND

ND /ND

ND /ND

ND/ND

80.77% (ND) /
57.14% (ND)

Medidas de
associacao
(1IC 95%)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Valor clinico do biomarcador

Diagndstico
(L no cargo de EVs plasméticas de
doentes vs. CS)

Potencialmente diagnéstico
(L no cargo de EVs plasmaticas de
doentes HPV-positivos vs. doentes

HPV-negativos)

Potencialmente diagnéstico
(1 plasma de doentes com LPC e
CCEvs.CS)
Potencialmente diagnéstico
(1 plasma de doentes com LPC e
CCEvs.CS)
Potencialmente diagnéstico
(1 plasma de doentes com LPC e
CCEvs.CS)
Potencialmente diagndstico
(1 plasma de doentes com LPC e
CCEvs.CS)
Potencialmente diagnéstico
(1 plasma de doentes com LPC e
CCEvs.CS)
Potencialmente diagnéstico
(1 plasma de doentes com LPC e
CCEvs.CS)

Diagnéstico
(1 plasma de doentes com LPC e
CCE vs.CS)
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Tabela 7 (continuacdo)

Autor/ Ano Pais(es)
e de
(Referéncia) .
origem
Zhang etal./ .
2021(87) China
Ivanov etal./ L.
2018 (88) Russia
Strooper et al. Paises
/2018 (102) Baixos
Zamanietal./ Irio
2019 (68)
Zamanietal./ Irdo

2020 (69)

Grupo(s)
Controlo

Soro de CS

Soro de
pacientes
HPV-
positivos
sem CCU

CE cervicais
NILM

CE cervicais
de
pacientes
HPV-
positivos
sem CCU

cs

cs

Tipo de
amostra

Soro de
pacientes com
CCUHPV-
positivos

Soro de
pacientes com
CCUHPV-
positivos

CE cervicais
tumorais
HPV-
positivas

CE cervicais
de pacientes
HPV-
positivos com
ccu

Amostras de

citologia de

base liquida
CIN+CCU

Amostras de

citologia de

base liquida
CIN+CCU

Biomarcador(es)
estudado(s)

miR-18a

miR-21/miR-375

miR-145/miR-
196b

miR-20a/miR-
375

Metilacao de
FAM19A4/miR12
4-2

miR-21

miR-29a

miR-21

miR-29a

Expressa

1]

ND

ND

ND

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

qRT-PCR/
GAPDH

gRT-PCR/
U6 snRNA

PCR/

B-actina

gRT-PCR/
5S-rRNA

gRT-PCR/
5S-rRNA

Significancia
estatistica
(valor de p)

<0.05

<0.05

ND

ND

ND

ND

<0.0001

<0.0001

<0.005

<0.005

AUC
(IC95%) /
valorde p

0.856
(0.800-
0.912)
(p<0.001)

ND

0.978 (ND)
(p=1.42x
10-8)

0.954 (ND)
(p=7.08 x
10-8)

0.951(ND)
(p=114x
107)

ND

ND

ND

0.856
(0.774-
0.938)
0.858
(0.779-
0.937)

Sensibilidade /  Medidas de

Especificidade  associacao
(%) (IC 95%) (IC 95%)
95.2% (ND) / ND

75.7% (ND)
ND / ND ND
ND / ND ND
ND / ND ND
ND / ND ND
ND / ND ND
ND /ND ND
ND / ND ND
84.0% (ND) /
ND
84.4% (ND)
78.0% (ND) /
77.0% (ND) ND

Valor clinico do biomarcador

Diagndstico
(" soro de doentes com CCU HPV-
positivos vs. CS)

Potencialmente diagnéstico
(1 soro de doentes com CCU HPV-
positivos vs. pacientes HPV-
positivos sem CCU)

Potencialmente diagnéstico
(Par de miRs capazes de diferenciar
les6es tumorais de controlos.
Valor de expressao nao reportado)
Potencialmente diagnéstico
(Par de miRs capazes de diferenciar
les6es tumorais de controlos.
Valor de expressao nao reportado)
Potencialmente diagnéstico
(Par de miRs capazes de diferenciar
les6es tumorais de controlos.
Valor de expressao nao reportado)

Diagnéstico
(presenca da metilacdo em
amostras de doentes HPV-positivas
aumenta o risco de CCU)

Potencialmente diagnéstico
(™ emlesdes CIN e CCU vs.CS)
Potencialmente diagnéstico
({ emlesdes CIN e CCU vs. CS)

Diagnéstico
(™ emlesdes CIN e CCU vs.CS)

Diagnéstico
({ emlesdes CIN e CCU vs.CS)
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Tabela 7 (continuacdo)

Autor/ Ano
(Referéncia)

Xuetal./
2020 (63)

Duetal./
2021(98)

Zhangetal./
2023 (95)

Yangetal./
2015 (89)

Lietal./
2019 (90)

Pais(es)
de
origem

China

China

China

China

China

Grupo(s)
Controlo

Tecido cervical
normal

Amostras
normais HPV-
negativas, com

inflamacao
leve

Amostras de
tecido HPV-
positivo com
cervicite
crénica
Tecido
adjacente nao
tumoral
Tecido de
controlos
sauddveis

Tecido tumoral

HPV-negativo

Tecido tumoral
HPV-negativo

Tipo de
amostra

Amostras de
tecido de AD

Amostras de
citologia de
base liquida
de CCUHPV-
positivas

Amostras de
tecido tumoral
HPV-positivo

Tecido
tumoral de
pacientes com
ccu

Tecido
tumoral HPV-
positivo

Tecido
tumoral HPV-
positivo

Biomarcador(es)
estudado(s)

Combinacao
miR-192-5p,
IncRNA HNF1A-
AS1, mRNA VIL1

miR-192-5p
IncRNA HNF1A-

AS1

Metilacao do
IncRNA SOX21-
AS1

IncRNA SOX21-
AS1

circ_0000276

miR-1246

miR-93-5p

Expressao

/T\

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

gRT-PCR/
GAPDH, U6
snRNA

gRT-PCR /
GAPDH

gRT-PCR /
ND

gRT-PCR/
U6 snRNA

gRT-PCR /
UG snRNA,
GAPDH

Significancia
estatistica
{valor de p)

ND

<0.05

<0.05

<0.01

<0.001

0.002

0.0225

0.0012

0.047

<0.001

AUC
(IC95%) /
valor de p

0.9M(0.872-
0.950)
(p=137x10"9)

0.862(0.81-
0.90)
(p=1.66x107")
0.774 (0.711-
0.837)
(p=158x109)
0.846 (0.699-
0.994)
{p <0.007)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Sensibilidade
/
Especificidade
(%) (IC 95%)

ND /ND

ND /ND

ND /ND

100% (ND) /
69.2% (ND)

ND/ND

ND /ND

ND/ND

ND /ND

ND /ND

ND /ND

Medidas de
associacao
{IC 95%)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Valor clinico do biomarcador

Potencialmente diagnéstico
(™ em amostras de tecido de AD
vs. tecido cervical normal)

Diagnéstico
(™ em amostras de tecido de AD
vs. tecido cervical normal)
Diagnéstico
(™ em amostras de tecido de AD
vs. tecido cervical normal)
Diagndstico
(4, em amostras CCU vs.
controlos)
Potencialmente diagnéstico
(™ em amostras CCU vs.
controlos)

Potencialmente diagnéstico
(M em amostras tumorais vs.
cervicite crénica)

Potencialmente diagnéstico
(Y emtecido tumoral vs. tecido
normal adjacente)
Potencialmente diagnéstico
(J emtecido tumoral vs. tecido
normal)
Potencialmente diagnéstico
(Y em tecido tumoral HPV-
positivo vs. tecido tumoral HPV-
negativo)
Potencialmente diagnéstico
(1 em amostras de tecido tumoral
HPV-positivo vs. tecido tumoral
HPV-negativo)

Legenda: AUC - Area sob a curva; IC - Intervalo de confianca; CS — Controlos saudaveis; LPC — Lesées Pré-cancerigenas; CE — Células esfoliadas; gRT-PCR — Reacao em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real;

snRNA —RNA nuclear pequeno; ND — Nao definido; CIN — Neoplasia intraepitelial cervical; FFPE — Fixados em formalina e embebidos em parafina; HPV — Papiloma Virus Humano; CCU - cancro do colo do ttero; CCE -

carcinoma das células escamosas; AD — adenocarcinoma; EVs — Vesiculas Extracelulares; mRNA — RNA mensageiro; NILM - negativo para lesdes intraepiteliais ou malignidade
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Tabela 8 - Cancro do Colo do Utero - Diagndstico e Progndstico

Pais(es)

Autor/ Ano Grupo(s)
(Referéncia) . Controlo
origem
Tecido
Chenetal./ . .
China cervical
2014 (81) de Cs
Aftabetal./ india Urina de
2021(70) s

Tipo de
amostra

Tecido

tumoral

cervical
FFPE

Urinade
doentes
com CCU

Biomarcador(es)
estudado(s)

miR-143

miR-21-5p

miR-155-5p

miR-199-5p

miR-145-5p

miR-218-5p

miR-34a-5p

Combinagao miR-
21-5p, miR-155-
5p, miR-199-5p

Expressao

e

Método de
analise /
controlo

enddégeno

gRT-PCR/
U6 snRNA

gRT-PCR/
U6 snRNA

Significancia
estatistica
(valor de p)

0.029

<0.001

<0.001

<0.001

<0.01

<0.01

<0.01

ND

AUC
(1IC95%)
/ valor
dep

ND

0.971
(0.957-
0.985)

(p <0.001)

0.719
(0.816-
0.907)

(p <0.001)

0.831
{0.869-
0.945)

(p <0.001)

0.575
(0.743-
0.407)

(p <0.001)

0.609
{0.729-
0.482)

(p <0.001)

0.888
(0.781-
1.00)
(p<0.001)

0.942
(0.868-
1.00)
(p <0.001)

Sensibilidade / Meg;das
Especificidade - . <o
(6) (IC95%)  “c 959%)

ND/ND ND
88.0% (ND) / ND
98.0% (ND)
86.7% (ND) /
91.7% (ND) NP
93.8% (ND) / ND
88.3% (ND)
89.1% (ND) /
91.7% (ND) NP
Andlise
67.7%(ND) / m;lt(;v;r: ¥
60.0% (ND) (0.068-
0.702)
Andlise
g33%(Np)/  Multivariad
72.7% (ND) (i 786-
18.325)
100% {ND) /
78.9% (ND) NP

Valor
dep
(Prog.)

Valor clinico do biomarcador

Potencialmente diagnéstico

({ amostras cancerigenas vs.

ND CS); Progndstico (\, também
associada ao tamanho do tumor

e ametdstases ganglionares)

Diagnéstico
ND (1 amostras de urina de doentes
com CCU vs. CS)

Diagnéstico
ND (1 amostras de urina de doentes
com CCU vs. CS)
Diagnéstico
ND (1 amostras de urina de doentes
com CCU vs.CS)
Diagnéstico
ND ({' amostras de urina de doentes
com CCU vs.CS)
Diagnéstico
(J, amostras de urina de doentes
com CCU vs. CS); Prognéstico
(1 daexpressao em doentes
com CCU associada a melhor SG)
Diagnéstico
({' amostras de urina de doentes
com CCU vs. CS); Progndstico
(1 daexpressdo em doentes
com CCU associada a melhor SG)

0.01

0.003

Diagnéstico
ND (1 amostras de urina de doentes
com CCU vs. CS)
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Tabela 8 (continuagao)

Autor/ Ano Palj(es) Grupo(s)
(Referéncia) ae Controlo
origem
Urinade
s
Aftabetal./
2l india
(continuagéo) Tecido
(70) adjacente
nao
tumoral

Tipo de
amostra

Urina de
doentes
comCCU

Bidpsia
de tumor
de
doentes
com CCU

Biomarcador
(es)

estudado(s)

Combinacao
miR-145-5p,
miR-218-5p,
miR-34a-5p

miR-21-5p

MiR-155-5p

miR-199-5p

miR-145-5p

miR-218-5p

miR-34a-5p

Combinacao
miR-21-5p,
miR-155-5p,
miR-199-5p
Combinacao
miR-145-5p,
miR-218-5p,
miR-34a-5p

Expressao

é

Método de s . L
o Significancia
andlise / o
estatistica
controlo Ty

enddégeno P

ND
<0.001
<0.001
<0.001

qRT-PCR/ .

U6 snRNA S
<0.001
<0.001

ND

ND

AUC
(1IC95%) /
valor de p

0.969
{0.912-
1.000)

(p<0.001)
0.993
{0.975-
1.000)

(p <0.0007)
0.976
{0.935-
1.000)

(p<0.0001)
0978
{0.964-
1.000)

(p<0.0001)
0.946
(0.881-
1.000)

(p <0.0007)
0.995
{0.983-
1.000)

(p <0.0007)
0.826
{(0.713-
0.940)

(p<0.0001)

1.000

{1.000-
1.000)

(p<0.0001)

0.932
(0.839-
1.000)
(p <0.0007)

Sensibilidade /
Especificidade
(%) (IC 95%)

100% (ND) /
92.8% (ND)

98.0%(ND)/
85.0%(ND)

95.0%(ND)/
72.9%(ND)

96.5%(ND)/
92.7%(ND)

90.0%(ND)/
75.0%(ND)

85.0%(ND)/
92.7%(ND)

73.2%(ND)/
91.0%(ND)

100.0%(ND)/
100.0%(ND)

100.0%(ND)/
88.9%(ND)

Medidas Valor i
de . Valor clinico do
associacao (Prog) biomarcador
(IC 95%) 9-

Diagndstico
({ amostras de urina de
doentes com CCU vs. CS)

ND ND

Diagnéstico
(1 amostras de tecido de
doentes com CCU vs. tecido
adjacente nao tumoral)
Diagndstico
(1 amostras de tecido de
doentes com CCU vs. tecido
adjacente nao tumoral)
Diagndstico
(1 amostras de tecido de
doentes com CCU vs. tecido
adjacente ndo tumoral)
Diagnéstico
(J amostras de tecido de
doentes com CCU vs. tecido
adjacente ndo tumoral)
Diagnéstico
(J amostras de tecido de
doentes com CCU vs. tecido
adjacente nao tumoral)
Diagnéstico
(J amostras de tecido de
doentes com CCU vs. tecido
adjacente nao tumoral)
Diagnéstico
(1 amostras de tecido de
doentes com CCU vs. tecido
adjacente nao tumoral)
Diagnéstico
(J amostras de tecido de
doentes com CCU vs. tecido
adjacente ndo tumoral)

ND ND

ND ND

ND ND

ND ND

ND ND

ND ND

ND ND

ND ND
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Tabela 8 (continuagao)

Autor/ Ano
(Referéncia)

Aftabetal /
2021
(continuagéo)
(70)

Park etal./
2019 (79)

Pais(es)
de
origem

india

Coreia do
Sul

Grupo(s)
Controlo

Soro de
cs

CS; Tecido
adjacente
nao
tumoral

Tipo de
amostra

Soro de
doentes
com CCU

Tecido
tumoral
cervical

FFPE

Biomarcador
(es)

estudado(s)

miR-21-5p

MiR-155-5p

miR-199-5p

miR-145-5p

miR-218-5p

miR-34a-5p

miR-944

Expressao

Método de
andlise /
controlo

enddégeno

gRT-PCR/
U6 snRNA

qRT-PCR/
RNUGB

Significancia
estatistica
(valor de p)

<0.001

<0.01

<0.001

<0.01

<0.001

<0.001

<0.0001

AUC
(1IC95%)
/ valor
dep

ND

ND

ND

ND

ND

ND

0.79
(0.71-
0.86)

(p<0.001)

Sensibilidade /
Especificidade
(%) (IC 95%)

ND/ND

ND /ND

ND /ND

ND /ND

ND /ND

ND /ND

ND/ND

Medidas de
associacao
(IC95%)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Andlise
Multivariada:
HR:3.5(1.1-
1.2)

Valor de p
(Prog.)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Sobrevivéncia
global: log-
rank:
0.003
Andlise
Multivariada:
0.034

Valor clinico do
biomarcador

Potencialmente
diagnéstico
(1 soro de doentes
com CCU vs. soro de
cs)
Potencialmente
diagnéstico
(1 soro de doentes
com CCU vs. soro de
cs)
Potencialmente
diagnéstico
(1 soro de doentes
com CCU vs. soro de
cs)
Potencialmente
diagnéstico
({ soro de doentes
com CCU vs. soro de
cs)
Potencialmente
diagnéstico
({ soro de doentes
com CCU vs. soro de
cs)
Potencialmente
diagnéstico
({ soro de doentes
com CCU vs. soro de
cs)
Diagnéstico
(1 amostras FFPE
tecido cervical vs. CS):
Prognéstico
(1 daexpressao em
doentes com CCU
associada a pior SG)
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Tabela 8 (continuagao)

Autor/ Ano Pan:ées)
(Referéncia) .
origem
Zhang etal./ .
2017 (103) China
Dongetal./ )
2022 (99) China

Grupo(s)
Controlo

Plasma
de CS

Tecido
adjacente
nao
tumoral

Plasma
de
doentes
com CCU
HPV-
negativo

Tecido
cervical
de CS

Tecido
tumoral
HPV-
negativo

Tipo de
amostra

Plasma
de
doentes
com CCU

Tecido
tumoral
cervical

Plasma
de
doentes
com CCU
HPV-
positivo

Tecido
tumoral
cervical

Tecido
tumoral
HPV-
positivo

Biomarcador
(es)

estudado(s)

Metilacao do
IncRNA MEG3

IncRNA DLEU1

Método de
Expressao andlise /
controlo
enddégeno
T
™
MSP /
ND
/]\
T
gRT-PCR/
GAPDH
/]\

Significancia
estatistica
(valor de p)

<0.01

<0.01

<0.001

<0.001

<0.01

AUC
(1IC95%) /
valor de p

0.867 (ND)
(p <0.001)

ND

0.730 (ND)
(p=0.030)

0.951(ND)

0.867 (ND)

Sensibilidade / Megfas
Especificidade assodiacio
(%6) (C95%) % 959@6)
833% (ND) / "('g oo
79.8% (ND) 7 ‘005)
ND/ND i

OR:6.406
63.1% (ND} / (2.718-
84.2% (ND) 15.099)
(p<0.001)
SG:HR:
90.6% (ND) / 2.437
91.9% (ND) (1.612-
3.329)
87.8% (ND) / ND

81.6% (ND)

Valor de p
(Prog.)

SLD:0.0004
(Kaplan-
Meier)
Andlise
Multivariada:
0.045

ND

ND

Andlise
Multivariada:
0.004
Log-rank:
0.0004

SG:
Log-rank:
0.0026

Valor clinico do
biomarcador

Diagnéstico
(1 plasmade
doentes com CCU vs.
CS); Prognéstico
(1 daexpressao em
doentes com CCU
associada a pior SLD)
Potencialmente
diagnéstico
(1 tecido tumoral de
doentes com CCU vs.
tecido adjacente)
Diagnéstico
(1 plasmade
doentes com CCU
HPV-positivos vs.
CCU HPV-negativos);
Prognéstico
(1 dametilagao éum
fator derisco para
CCU associado a
infecdo por HPV)
Diagnéstico
(1 tecido tumoral vs.
tecido de CS);
Prognéstico
(1 daexpressao
associada a pior SG)
Diagnéstico
(1 tecido tumoral
HPV-positivo vs.
tecido tumoral HPV-
negativo);
Prognéstico
(1 daexpressao no
tecido tumoral HPV-
positivo associada a
pior SG)
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Tabela 8 (continuagao)

Autor/ Ano
(Referéncia)

Cuietal./
2022 (91)

Xuetal./
2022 (100)

Yamanaka et
al. / 2022
(92)

Pais(es)
de
origem

China

China

Japao

Grupo(s)
Controlo

Tecido
cervical
adjacente
nao
tumoral

Tecido
tumoral
HPV-
negativo

Tecido
cervical
adjacente
nao
tumoral

Soro de
cs

Tecido
cervical
de CS

Tipo de
amostra

Tecido
tumoral
cervical

Tecido
tumoral
HPV-
positivo

Tecido
tumoral
cervical

Soro de
doentes
com CCU

Tecido
tumoral
cervical

Biomarcador(es)
estudado(s)

miR-3653

IncRNA HOXA-
AS3

miR-100

Expressao

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

gRT-PCR /
U6 snRNA

gRT-PCR/
U6 snRNA,
GAPDH

gRT-PCR /
miR-16

Significancia
estatistica
(valor de p)

<0.05

<0.05

<0.001

<0.001

<0.01

AUC
{1C 95%)
/ valor
dep

0.915
(ND)

0.902
(ND)

ND

0.879
(0.7976-
0.9609)

ND

Sensibilidade /
Especificidade
(%) (IC 95%)

80.9% (ND) /

91.1% (ND)

67.0% (ND) /
94.9% (ND)

ND/ND

91.2% (ND) /
80.4% (ND}

ND/ND

Medidas de
associacdo
(IC95%)

HR: 2.447
(1.293-
4.629)

ND

HR:3.224
(1.399-
7.431)

ND

ND

Valor de p
(Prog.)

SG: Andlise
multivariada
:0.006
Kaplan-
Meier:
<0.001

ND

Andlise
multivariada
:0.006
Kaplan-
Meier:
<0.001

SLD:
0.0396

ND

Valor clinico do
biomarcador

Diagnéstico
(" tecido tumoral vs.
tecido adjacente);
Prognéstico
(1 daexpressao no
tecido associada a
pior SG)
Diagnéstico
(1 tecido tumoral
HPV-positivo vs.
tecido tumoral HPV-
negativo)
Potencialmente
diagnéstico
(" tecido tumoral vs.
tecido cervical
adjacente);
Prognéstico
(1 daexpressao no
tecido associada a
pior SG)
Diagnéstico
({ soro de doentes
com CCU vs. soro de
cs);
Prognéstico
(I daexpressdono
soro associada a pior
SLD)
Potencialmente
diagnéstico
(J tecido tumoral vs.
tecido de CS)
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Tabela 8 (continuagao)

Autor/ Ano
(Referéncia)

Lvetal/
2019 (101)

Luoetal./
2013 (93)

Pais(es)
de
origem

China

China

Grupo(s)
Controlo

Tecido
cervical
adjacente
nao
tumoral

Tecido
cervical
adjacente
nao
tumoral

Tipo de
amostra

Tecido
tumoral
cervical

Tecido
tumoral
cervical

Biomarcador(es)
estudado(s)

IncRNA PCAT6

miR-497

Expressao

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

gRT-PCR/
GAPDH

gRT-PCR /
UG snRNA

Significancia
estatistica
(valor de p)

<0.01

<0.01

AUC
{1C 95%)
/ valor
dep

ND

ND

Sensibilidade /
Especificidade
(%) (IC 95%)

ND /ND

ND /ND

Medidas de
associacdo
(IC 95%)

SG:HR:
3.018
(1.287-
4.238)
SLD: HR:
3.221
(1.345-
4556)

ND

Valor de p
(Prog.)

SG: log-rank:
0.0024;,
Andlise

Multivariada:

0.012

SLD: log-rank:

0.0042;
Andlise
Multivariada:
0.009

SG: log-rank:
0.0036

Valor clinico do
biomarcador

Potencialmente
diagnéstico

(M tecido tumoral

vs. tecido cervical

adjacente);
Prognéstico
(1 daexpresséo no

tecido associada a

pior SG e SLD)

Potencialmente
diagnéstico

(J tecido tumoral

vs. tecido cervical

adjacente);
Prognéstico
(Y daexpressaono
tecido associada a
pior SG)

Legenda: AUC — Area sob a curva; IC — Intervalo de confianca; CS — Controlos sauddveis; LPC — Leses Pré-cancerigenas; CE — Células esfoliadas; gRT-PCR — Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real;

snRNA -RNA nuclear pequeno; ND — Nao definido; CIN — Neoplasia intraepitelial cervical; FFPE - Fixados em formalina e embebidos em parafina; HPV - Papiloma Virus Humano; CCU - cancro do cdlo do titero; CCE — carcinoma

das células escamosas; AD - adenocarcinoma; EVs — Vesiculas Extracelulares; mRNA — RNA mensageiro; NILM — negativo para lesoes intraepiteliais ou malignidade; SG — sobrevivéncia global; SLD - Sobrevivéncia livre de

doenca; OR - Odds Ratio; HR — Hazard Ratio
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Tabela 9 - Cancro do Colo do Utero — Progndstico

Método de

Autor/ Ano Pais(es) Grupo(s) Tipo de Biomarcador(es) ~ andlise / Sngmflgépcla CIDE Sensnb.nl.nd.a de / Mednd? s (.1e CELer Valor clinico do
. Expressao estatistica (IC95%) / Especificidade associacao dep .
(Referéncia) . Controlo  amostra estudado(s) controlo biomarcador
origem A (valor de p) valorde p (%) (IC 95%) (IC95%) (Prog))
- Potencialmente
Andlise rogndstico quando em
INcRNA LINCOO619 ND ND ND ND/ND multivariada: ~ 0.000  Pregnosticoq
HR:41.868 associagao com os
’ restantes InCRNAs
- Potencialmente
Andlise rogndstico quando em
INCRNA FGF13-AS1 ND ND ND ND/ND multivariada: ~ 0.0015  Pregnosticoq
HR10.906 associagao com os
' restantes IncCRNAs
- Potencialmente
Andlise rogndstico quando em
IncRNA EMX205 ND ND ND ND/ND multivariada: ~ 0.000  Pregnosticoq
HR1194 associagao com os
' restantes IncCRNAs
- Potencialmente
Tecido Andlise rogndstico quando em
: . INCRNA WT1-AS ND ND ND ND/ND multivariada: 0,032  Pregnosticoq
cervical Tecido associacao com 0s
Chengetal. / ND ; HR:1.220
adjacente tumoral ND restantes IncRNAs
2020 (64) (TCGA) N - .
nao cervical Andlise Potencialmente
tumoral IncRNA C90rf147 ND ND ND ND /ND multivariada: 0,055 ~ Prognosticoquandoem
HR:0.052 associagcao com os
’ restantes IncRNAs
- Potencialmente
IncRNA Andlise rogndéstico quando em
ND ND ND ND/ND multivariada: ~ 0.009  Pregnosticoq
LINCO0908 HR:0187 associacao com 0s
e restantes IncRNAs
Potencialmente
Combinacao SG: progndéstico
LINCO0619, FGF13- Lo - (modelo progndstico
AS1, EMX20S, ND ND ND ND/ND ND rangk~ baseado na combinacao
WT1-AS, C90rf147, 0 00151 estd associado a pior SG
LINCO0908 ’ no grupo de doentes de

alto risco vs. baixo risco)

Legenda: AUC - Area sob a curva: IC - Intervalo de confianca; CS - Controlos sauddveis; LPC — Lesoes Pré-cancerigenas; CE — Células esfoliadas; gRT-PCR — Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real;
SnRNA —RNA nuclear pequeno; ND - Nao definido; CIN — Neoplasia intraepitelial cervical: FFPE — Fixados em formalina e embebidos em parafina; HPV — Papiloma Virus Humano; CCU - cancro do cdlo do ttero; CCE - carcinoma
das células escamosas; AD — adenocarcinoma; EVs — Vesiculas Extracelulares; mRNA — RNA mensageiro; NILM — negativo para lesées intraepiteliais ou malignidade; SG — sobrevivéncia global: SLD — Sobrevivéncia livre de

doenca; OR — Odds Ratio; HR — Hazard Ratio; TCGA — Atlas do genoma do cancro
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Tabela 10 - Cancros Anogenitais — Diagndstico

Método de N . . .
5 . . = o Significancia AUC Sensibilidade /  Medidas de
Autor{ Ar!o PBIS'(ES) Grupofs) LIEDG.2 Biomarcadorles)  Expressa 22/ estatistica (IC95%) / Especificidade  associacao  Valor clinico do biomarcador
(Referéncia) de origem Controlo amostra estudado(s) 0 controlo (valor de p) valor de (%) (IC 95%) (IC 95%)
endégeno P P °
Tecido
. tumoral da . Potencialmente diagnéstico
. Estados Tecido de CircRNA .
Kolitzetal. / } vulva RNAseq / (1 tecido tumoral HPV-
2022 (64) Un|d9§ da cv HPV- FFPE ARHGAPS, T ND ND ND N/ 12 ND positivo vs. tecido tumoral
Ameérica negativos CORO1C, ZKSCANT1 X
HPV- HPV-negativo)
positivos
Pinho etal. / achgtc:fr?te tu;eocrlglodo qRT-PCR/ Potencialmente diagndstico
2021(105) Brasil nao tumoral pénis miR-145 N2 RNUGB 0.004 ND ND /ND ND (ti,dt;::g;l:;c;;arllgg tpuenrllsr\gls).
do pénis FFPE )

Legenda: AUC - Area sob a curva: IC - Intervalo de confianca; CV — Cancro da vulva; RNA-seq — sequenciamento de RNA; ND — ndo definido; HPV - virus do papiloma humano; FFPE - Fixados em formalina e embebidos em

parafina; qRT-PCR - Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real

Tabela 11 - Cancros Anogenitais - Diagndstico e Progndstico

7 Método de L AUC - .
Autor/ Ano i) Grupo(s) Tipo de Biomarcador(es) < analise / Slgnlﬁfar_lua (IC 95%) Sen5|b_|lld_ade / MEd'd.a s 9 € valorde Valor clinico do
(Referéncia) de Controlo amostra estudado(s) Expressao controlo estatistica / valor de Especificidade  associacdo p(Prog) biomarcador
origem ) (valor de p) (%) (IC 95%) (1C 95%) :
enddgeno p
Diagnéstico
miR-223-3p 0 <0001  080(ND)  ND/ND ND ND (1 tecidotumoral do
pénis vs. tecido
adjacente nao tumoral)
Diagnéstico
Tecido . (1 tl?C.IdO tumqral do
adjacente Tecido SLD: log- pénis vs. tecido
Pinho et al. / Brasil 3o tumoral MiR-107 PN gRT-PCR / <0.001 0.77 (ND) ND /ND ND rank: adjacente nao t}JmoraI);
2020 (104) do pénis RNU6B (p<0.001) Prognéstico
tumoral do 0.042 <
énis FFPE (1 daexpressao no
P tecido associada a pior
SLD)
Diagnéstico
. 0.80 (ND) (1 tecido tumoral do
miR-21-5p P <0.001 (p<0.001) ND /ND ND ND pénis vs. tecido

adjacente ndo tumoral)
Legenda: AUC - Area sob a curva: IC - Intervalo de confianca; CV — Cancro da vulva; RNA-seq — sequenciamento de RNA; ND — ndo definido; HPV - virus do papiloma humano; FFPE - Fixados em formalina e embebidos em

parafina; qRT-PCR - Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real; SLD - Sobrevivéncia livre de doenga
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Tabela 12 - Cancro da Cabeca e Pescoco — Diagndstico

Autor/ Ano Pais(es) Grupo(s)
e de
(Referéncia) . Controlo
origem
Tecidos HPV-
negativos de
cancro OF, CO,
HF elaringe
Emmett et al. Reino
/2021(109) Unido
Tecidos HPV-
negativos de
cancro OF

Tipo de
amostra

Tecidos
FFPE HPV-
positivos de
cancro OF,

CO,HFe

laringe

Tecidos
FFPE HPV-
positivos de

cancro OF

Biomarcador(es)
estudado(s)

miR-16

miR-29a

miR-29c

miR-150

miR-205

miR-363

miR-16

miR-20b

miR-142

miR-150

miR-363

Expressa
0

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

gRT-PCR/
RNU-48

Significancia
estatistica
(valor de p)

0.01

<0.0001

0.0001

0.001

0.01

0.004

0.009

0.009

0.033

0.033

<0.001

AUC
{IC 95%)
/ valor
dep
ND
ND
ND
ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Sensibilidade /
Especificidade
(%) (IC 95%)

ND /ND

ND/ND

ND /ND

ND /ND

ND/ND

ND/ND

ND /ND

ND /ND

ND/ND

ND/ND

ND /ND

Medidas de
associacao
(IC 95%)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Valor clinico do biomarcador

Potencialmente diagnéstico
({ tecido tumoral HPV-positivo
vs. tecido tumoral HPV-negativo)

Potencialmente diagnéstico
(1 tecido tumoral HPV-positivo
vs. tecido tumoral HPV-negativo)

Potencialmente diagnéstico
(1 tecido tumoral HPV-positivo
vs. tecido tumoral HPV-negativo)

Potencialmente diagnéstico
({ tecido tumoral HPV-positivo
vs. tecido tumoral HPV-negativo)

Potencialmente diagnéstico
(7 tecido tumoral HPV-positivo
vs. tecido tumoral HPV-negativo)

Potencialmente diagnéstico
(Y tecido tumoral HPV-positivo
vs. tecido tumoral HPV-negativo)

Potencialmente diagnéstico

(L tecido de tumores OF HPV-
positivo vs. tumores OF HPV-
negativos)

Potencialmente diagnéstico

({ tecido de tumores OF HPV-
positivo vs. tumores OF HPV-
negativos)

Potencialmente diagnéstico

({ tecido de tumores OF HPV-
positivo vs.tumores OF HPV-
negativos)

Potencialmente diagndstico

(L tecido de tumores OF HPV-
positivo vs. tumores OF HPV-
negativos)

Potencialmente diagnéstico

(1 tecido de tumores OF HPV-

positivo vs. tumores OF HPV-

negativos)
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Tabela 12 (continuacdo)

Autor/ Ano Pais(es)
e de
(Referéncia) .
origem
Weeramange
etal. /2023 Austrélia
Mm4)

Simic etal./ .

2023 (110) Crodcia

Grupo(s)
Controlo

Salivade CS
HPV-
positivos

Tecidos
HPV-
negativos
de cancro
daCO

Tecidos
HPV-
negativos
de cancro
da OF

Tipode
amostra

Salivade
tumores
OF HPV-
positivos

Tecidos
HPV-
positivos
de cancro
daCO

Tecidos
HPV-
positivos
de cancro
da OF

Método de
Biomarcador(es) Expressio analise /
estudado(s) p controlo
enddgeno
Painel miR-194-
5p, miR-4493,
miR-3614-5p, GRT-PCR/
miR-07-5p,
X ND SNORD-
miR-3529-3p, 96A
miR-99A-3p,
miR-501-3p, miR-
1290, miR-548K
miR-9 ™
miR-21 N
miR-100 N
qRT-PCR/
miR-16-5p,
miR-9 ™ miR-181-
5p, miR-
191-5p
miR-21 N
miR-29a ™
miR-100 N%

Significancia
estatistica
(valor de p)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

AUC

(IC95%) /
valor de p

primer PCR:

0948

(0.896-1)
miRCURY™
LNA miRNA

PCR:
0.98
(0.943-1)

ND/ND

ND/ND

ND /ND

ND /ND

ND/ND

ND/ND

ND /ND

Sensibilidade /
Especificidade
{%) (IC 95%)

miScript™ primer
PCR:91.3%
(79.7-96.6) /

86.7% (62.1- 96.3)

miRCURY™ LNA
miRNA PCR:
93.5% (79.3-98.2)
/
93.8% (71.7-98.9)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Medidas de
associacao
{IC 95%)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Valor clinico do biomarcador

Potencialmente diagnéstico
(a combinacao, na saliva, tem
capacidade de diferenciar
tumores OF HPV-positivos vs.
saliva de CS HPV-positivos)

Potencialmente diagnéstico
(1 tecido de tumores COHPV-
positivo vs. tumores CO HPV-
negativos)
Potencialmente diagnéstico
(L tecido de tumores CO HPV-
positivo vs. tumores CO HPV-
negativos)
Potencialmente diagnéstico
(L tecido de tumores CO HPV-
positivo vs. tumores CO HPV-
negativos)
Potencialmente diagnéstico
(1 tecido de tumores OF HPV-
positivo vs. tumores OF HPV-
negativos)
Potencialmente diagnéstico
(V tecido de tumores OF HPV-
positivo vs.tumores OF HPV-
negativos)
Potencialmente diagnéstico
(1 tecido de tumores OF HPV-
positivo vs. tumores OF HPV-
negativos)
Potencialmente diagnéstico
(V tecido de tumores OF HPV-
positivo vs. tumores OF HPV-
negativos)
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Tabela 12 (continuacdo)

Autor/ Ano Pais(es) Grupo(s)

(Referéncia) de origem Controlo
Saliva de
doentes
com CCP

HPV-

negativos

Wanetal./ o

2017 (115) Austrdlia

Saliva CS

Tipo de
amostra

Saliva de
doentes
com CCP
HPV-
positivos

Saliva de
doentes
com CCP
HPV-
positivos

Biomarcador(es)
estudado(s)

miR-210

Combinagao miR-
191, miR-196b,
miR-210, miR-

222

miR-9

miR-134

miR-196a

miR-196b

miR-455

Combinagao miR-

9, miR-134, miR-

210, miR-455;
miR-196b

Expressa
0

ND

“:ﬁg‘:g: ‘}e Significanda ~ AUC  Sensibilidade /
controlo estatistica (IC95%) /  Especificidade
A (valor de p) valor de p (%) (IC 95%)
<0.01 ND ND/ ND
ND ND ND /ND
<0.001 ND ND /ND
SNORD-
96A
<0.001 ND ND /ND
<0.001 ND ND / ND
<0.0001 ND ND /ND
65.0% (ND) /
ND CEDD) 95.0% (ND)

Medidas de
associacao
{IC 95%)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Valor clinico do biomarcador

Potencialmente diagnéstico
({ saliva de doentes com CCP
HPV-positivos vs. saliva de
CCP HPV-negativos)
Potencialmente diagnéstico
(Na saliva, combinagao tem
capacidade de diferenciar
doentes com CCP HPV-
positivos vs. CCP HPV-
negativos)

Potencialmente diagnéstico
(1 saliva de doentes com CCP
HPV-positivos vs. saliva de CS)

Potencialmente diagnéstico
({ saliva de doentes com CCP
HPV-positivos vs. saliva de CS)

Potencialmente diagnéstico
(1 saliva de doentes com CCP
HPV-positivos vs. saliva de CS)

Potencialmente diagnéstico
(1 saliva de doentes com CCP
HPV-positivos vs. saliva de CS)

Potencialmente diagnéstico
(1 saliva de doentes com CCP
HPV-positivos vs. saliva de CS)

Diagnéstico
(Na saliva, combinagao tem
capacidade de diferenciar
doentes com CCP HPV-
positivos vs. CS)

Legenda: AUC - Area sob a curva; IC - Intervalo de confianca; HPV - virus do papiloma humano; OF - orofaringeo; HF — Hipofaringeo; CO - cavidade oral: FFPE - Fixados em formalina e embebidos em parafina; CS - controlos

sauddveis; CCP — cancro de cabeca e pescoco; ND — Nao definido; gRT-PCR - Reacao em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real

82



Tabela 13 - Cancro da Cabeca e Pescogo - Diagndstico e Progndstico

Autor/ Ano
(Referéncia)

Bersani et al.
/2018 (112)

Paljées) Grupo(s)
N Controlo
origem
Tecido nao
tumoral das
amigdalas
Suécia

Tecido tumoral
das
amigdalas/base
dalingua HPV-
negativos

Tipo de
amostra

Tecido tumoral
FFPE das
amigdalas/base
da lingua HPV-
positivos

Tecido tumoral
das
amigdalas/base
da lingua HPV-
positivos

Biomarcador(es)

estudado(s)

miR-155

miR-193b

miR-155

miR-185

Combinacao
miR-155, miR-
185

Expressao

N (miR-
155)
4 (miR-
185)

Método de T
s Significancia
analise / .
estatistica
controlo (valor de p)
enddgeno P
0.00054
0.00000062
qRT-PCR / 0.00006
miR-191-
5p, miR-
361-5p,
miR-451a
0.016
ND

AUC
(IC
95%) /
valor de

p

ND

ND

0.66
(ND)

0.63
(ND)

0.71
(ND)

Sensibilidade

/

Especificidade
(%) (IC 95%)

ND /ND

ND/ND

ND/ND

ND/ND

ND/ND

Medidas
de Valor de p
associacao (Prog.)
(IC95%)
ND ND
ND ND
SLD:
Wilcoxon-
Mann-
ND Whitney:
0.021
Log-rank:
0.01
Log-rank:
ND 0.04
ND ND

Valor clinico do
biomarcador

Potencialmente
diagnéstico
({ tecido de
tumores HPV-
positivos vs. tecido
normal)
Potencialmente
diagnéstico
(1 tecido de
tumores HPV-
positivos vs. tecido
normal)
Diagndstico
(1 tecido de
tumores HPV-
positivos vs. HPV-
negativos);
Prognéstico
(1 daexpressdo no
tecido HPV-positivo
associada a pior
SLD)
Diagnéstico
({ tecido de
tumores HPV-
positivos vs. HPV-
negativos)
Progndstico
(V daexpressaono
tecido HPV-positivo
associada a pior
SLD)
Potencialmente
diagndstico
(A combinagao
permite diferenciar o
statusde HPV)
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Tabela 13 (continuagdo)

Autor/ Ano Pafs(es)

- de
(Referéncia) .

origem

Estados

Mehterov et Unidos
al./ 2022 da

(113) América

(TCGA)

Grupo(s)
Controlo

Tecido
adjacente
nao
tumoral
da
mucosa
oral

Tecido
tumoral
da
mucosa
oral HPV-
negativo

Tipo de
amostra

Tecido
tumoral
da
mucosa
oral

Tecido
tumoral
da
mucosa
oral HPV-
positivo

Biomarcador(es)
estudado(s)

miR-21-5p
miR-93-5p
miR-146b-5p
miR-155-5p
miR-182-5p
miR-133b
Combinacao
miR-21-5p, miR-
93-5p, miR-
146b-5p, miR-
155-5p, miR-
182-5p, miR-
133b
miR-93-5p

miR-155-5p

miR-133b

Expressao

ND

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

Significancia
estatistica
(valor de p)

6.5x102

3.45x10

554 x107

0.0016

3.6x10-°

-6
ND 2.33x10

ND

0.00025

0.00044

0.00172

AUC
{1C 95%)
/ valor
dep
ND
ND
ND
ND

ND

ND

0.91(ND)

ND

ND

ND

Sensibilidade

/

Especificidade
{%) (IC 95%)

ND /ND

ND/ND

ND /ND

ND /ND

ND /ND

ND/ND

98.0% (ND) /

60.0% (ND)

ND/ND

ND/ND

ND/ND

Medidas de

A Valor de p
associacao (Prog)
(IC 95%) ;
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
SLD: andlise
HR:1.3 (11- multivariada:
16) 0.015
’ Kaplan-
Meier: 0.01
ND ND
ND ND
ND ND

Valor clinico do biomarcador

Potencialmente diagnéstico
(1 tecido tumoral da mucosa
oral vs. tecido adjacente)
Potencialmente diagnéstico
(1 tecido tumoral da mucosa
oral vs. tecido adjacente)
Potencialmente diagnéstico
(1 tecido tumoral da mucosa
oral vs. tecido adjacente)
Potencialmente diagnéstico
(1 tecido tumoral da mucosa
oral vs. tecido adjacente)
Potencialmente diagnéstico
(1 tecido tumoral da mucosa
oral vs. tecido adjacente)
Potencialmente diagnéstico
(L tecido tumoral da mucosa
oral vs. tecido adjacente)
Diagnéstico (combinagdo tem
a capacidade de diferenciar
lesdes tumorais de tecido nao
tumoral);
Progndstico
(aumento da expressao
associado a pior SLD)
Potencialmente diagnéstico
(1 tecido de tumores HPV-
positivos vs. HPV-negativos)
Diagnéstico
(1 tecido de tumores HPV-
positivos vs. HPV-negativos)
Diagnéstico
(V tecido de tumores HPV-
positivos vs. HPV-negativos)
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Tabela 13 (continuagdo)

Autor/ Ano
(Referéncia)

Kopczynska
etal. /2020
(116)

Pais(es)
de origem

ND (TCGA
+ UALCAN)

Grupo(s)
Controlo

Tecido
tumoral
de CCP

HPV-
negativo

Tipo de
amostr

Tecido
tumoral
de CCP
HPV-
positivo

Biomarcador(es)  Expressa

estudado(s) 0
IncRNA CDKN2B- 2
AS1

IncRNATTTY14 ™
INcRNATTTY15 P
IncRNA PRINS ™
IncRNA MEG3 N
IncRNA H19 N

Método de
andlise /
controlo

enddgeno

ND

Significancia
estatistica
(valor de p)

<0.0001

<0.0001

0.0042

0.029

0.0004

0.0084

AUC
(IC95%) /
valor de p

0.9202
(0.8719-
0.9685)
p<0.001

0.7767
(0.6808-
0.8727)
p<0.001
0.6649
(0.5579-
0.7718)
p=0.0042

0.6255
(0.5163-
0.7348)

p=0.0296

0.703
(0.5955-
0.8104)
p=0.0004
0.6521
(0.5476-
0.7565)
p=0.0083

Sensibilidade /
Especificidade
(%) (IC 95%)
ND /ND

ND/ND

ND /ND

ND/ND

ND /ND

ND/ND

Medidas de
associacdo
(IC95%)
ND

ND

ND

ND

ND

ND

Valor de Valor clinico do
p(Prog) biomarcador
Diagnéstico
ND (7 tecido de tumores
HPV-positivos vs. HPV-
negativos)
Diagndstico
ND (1 tecido de tumores
HPV-positivos vs. HPV-
negativos)
Diagndstico
ND (1 tecido de tumores
HPV-positivos vs. HPV-
negativos)
SG: log-
rank
(Mantel- Diagnéstico
Cox):0.00 (" tecido de tumores
73 HPV-positivos vs. HPV-
negativos);
SLD:log- Prognéstico
rank (1 associado a melhor
(Mantel- SGeSLD)
Cox):0.03
43
Diagnéstico
ND ({ tecido de tumores
HPV-positivos vs. HPV-
negativos)
Diagnéstico
ND ({ tecido de tumores

HPV-positivos vs. HPV-
negativos)
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Tabela 13 (continuagdo)

Autor/ Ano Pais(es)
- de
(Referéncia) .
origem
Kopczynska et ND
(ciat/inaugago) L
¢ UALCAN)

(me)

Grupo(s)
Controlo

Tecido
adjacente
nao tumoral

Tipo de Biomarcador(es)
amostra estudado(s)
IncRNA CDKN2B-
AS1
INcRNATTTY14
Tecido
tumoral de IncRNA H19
Cccp
IncRNA MALAT1
IncRNA CYTOR

Expressao

T

Método de
analise /
controlo

enddgeno

ND

Significancia
estatistica
(valor de p)

111x10®

5.59 x10”7

3.90x10°2

1.64 x10%2

1.63x102

AUC
(IC 95%)
/ valor de
p

ND

ND

ND

ND

ND

Sensibilidade
/
Especificidade

(%) (IC 95%)

ND /ND

ND /ND

ND /ND

ND /ND

ND /ND

Medidas de
associacdo
(IC95%)

ND

ND

ND

ND

ND

Valor
dep
(Prog.)

ND

ND

ND

ND

ND

Valor clinico do
biomarcador

Potencialmente
diagnéstico
(M tecido tumoral de
CCP vs. tecido
adjacente)
Potencialmente
diagnéstico
({ tecido tumoral de
CCP vs.tecido
adjacente)
Potencialmente
diagnéstico
({ tecido tumoral de
CCP vs.tecido
adjacente)
Potencialmente
diagnéstico
(M tecido tumoral de
CCP vs.tecido
adjacente);
Potencialmente
diagnéstico
(M tecido tumoral de
CCP vs.tecido
adjacente)

Legenda: AUC - Area sob a curva; IC - Intervalo de confianca; HPV — virus do papiloma humano; OF — orofaringeo; HF — Hipofaringeo; CO — cavidade oral; FFPE — Fixados em formalina e embebidos em parafina; CS — controlos

sauddveis; CCP — cancro de cabeca e pesco¢o; SLD - Sobrevivéncia livre de doenca; SG — Sobrevivéncia global
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Tabela 14 - Cancro da Cabeca e Pescogo — Progndstico

Método de Significancia AUC Sensibilidade Medidas de
Autor/ Ano  Pais(es) de Grupo(s) Tipo de Biomarcador(es) = anlise / gniricar (1IC 95%) / - Valor de Valor clinico do
. . Expressao estatistica e associacao .
(Referéncia) origem Controlo amostra estudado(s) controlo Tl ) /valor  Especificidade (IC 95%) p(Prog) biomarcador
enddgeno P dep (%) (IC 95%)
Potencialmente
Tecidos Tecidos progndstico
HPV- HPV- (1 emtecidos CCP
positivos de positivos de HPV-positivos com
CCP com CCP com T 0.0443 ND ND/ND ND ND estadiamento lll ou
estadiamento = estadiamento IV vs.
Gualas et al Alemanha loull oulV estadiamento | ou
/ 2823 (105) (GEO: sncRNA YRNA3 ND )]
GSE65858) . . Potencialmente
Tecidos Tecidos prognéstico
osl?tli::/\é; de osl?tli::/\é; de (1 em tecidos CCP
P P 0 0.0330 ND ND/ND ND ND  HPV-positivos com
CCP com CCPcom ;
i ; estadiamento HlI+1V
estadiamento = estadiamento .
vs. estadiamento
1+l N+1V
1+11)
Potencialmente
— progndstico
Tecidos Tecidos ;?Q?TS_G;O (Modelo de
Gao etal./ Estados HPV- HPV- miR-31 miF?: gqRT-PCR Kaplan- prognéstico
y Unidos da positivos de positivos de . ND / ND ND ND /ND ND Meier: baseado na
2013 (111) - o . 1463, miR-26b, AR
América baixoriscode  altoriscode . ND 0.0063 comhinacao dos
miR-24 - .
cancrodaOF  cancrodaOF . ' miRs associado a
miR-193b i
pior SG no grupo de
altorisco)
SLD:HR:0.7128 .
. SLD: Progndstico
Tecido de (0.5117-0.9931) .
Kolendaetal.  ND(TCGA+ 1o acs  doentescom  IncRNAEGOT ND ND ND ND ND/ND  SGHR-07008 00452 (U tecidosdoentes
/2018 (117) UALCAN) ccp (0.5352- SG: com CCP associado

0.9175) 0.0096 apior SLD e SG)
Legenda: AUC - Area sob a curva; IC — Intervalo de confianca; HPV — virus do papiloma humano; OF — orofaringeo; HF — Hipofaringeo; CO — cavidade oral; FFPE — Fixados em formalina e embebidos em parafina; CS — controlos

sauddveis; CCP — cancro de cabeca e pesco¢o; SLD - Sobrevivéncia livre de doenca; SG — Sobrevivéncia global
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MiRs como biomarcadores em cancros da cabeca e pescogo HPV-positivos: uma revisao sistematica

Liliana F. Alves'!, M. Manuela Amorim?, Joana M.O. Santos"’, Catarina A. Rodrigues?®
1Escola Superior de Sadide (EZS)—Insmulo Politécnico do Porto, Portugal
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*Ultimos Autores Conjuntos
Introducdo Resultados (2)
O Virus do Papiloma Humano (HPV) é o agente infecioso responsavel por mais infe¢es Tabela 1: Revis3o dos estudos induidos, avaliando o potencial dos miRs como biomarcadores de CCP HPV-positivos
sexualmente transmissiveis, e estd associado ao desenvolvimento de cancro da cabeca e Tipo de
pescogo (CCP), com predominancia nas regides da orofaringe e da cavidade oral. Um dos Autor I microRNA(s) estudado(s) Valor Clinico
mecanismos de carcinogénese do HPV é a desregulagdo de microRNAs (miRs) através das R1E e T
oncopm’temas virais. Assim, estudos tém demonstrado que os miRs podem ser uma ferramenta S e e
cllnlca'ut_ll, tendo 'p.otenual para serem \:tlll'zados como biomarcadores para o diagnéstico, =TT e e B
prognostico e preditivos de' respt')sta terapéutica dos CCP. ) DO RRI50 PR A
O objetivo deste trabalho é realizar uma revisdo sistematica sobre o potencial dos miRs como Emmettetal./2021 | Tecido FFPE oy - s e
o 5 g miR-205 Potencialmente diagnéstico
biomarcadores de CCP HPV-positivos. e PO e
miR-20b Potencialmente diagnéstico
Materiais e Métodos miR142 Potencialmente diagndstico
T A Weeramange et al./ R Painel miR-194-5p, miR-449a, miR-3614-5p, miR-07-5p, miR-3529-3p, = s b
Foram utilizadas as base's de dados PubMed, Web of Science, Scopus e Cochrane e: as palavras- 3635 Saliva OF miR-99A-3p, mift501-3p, miR-1290, miR-SABK Potencialmente disgnéstico
« ) " 0, ) o ”
chave_ Non:Codlng RNA_ A ~Human I?nplllc:mavlrus’ ; “Cancer”; “Tumor BIO{narkers Ae Human = e e
deﬁr!mdo dlferen.tes variagGes e conjugagBes desfa.s palavra's para a pesquisa fie ar?lgos.. Foram » ) et PR g
considerados artigos publicados desde 2013, redigidos em inglés ou portugués, cujo objeto de Simicetal /2023 | Tecido Fresco Ec? = s
% ¢ 2 Sy miR-100 Potencialmente diagnéstico
estudo fosse o ser humano e relacionavam miRs como biomarcadores em CCP HPV-positivos. =R e T
Este trabalho inseriu-se numa revisdo sistematica original em curso  (PROSPERO e
7 P i = miR-210 Potencialmente diagnéstico
CRD42023397761) considerando todos os cancros et r com a infe¢do
4 . Combinagio miR-191, miR-196b, miR-210, miR-222 Potencialmente diagnstico
por HPV (colo do utero, CCP, anogenitais).
miR-9 Potencialmente diagndstico
Wi 172017 sal ND. miR-134 Potencialmente diagndstico
i :
Resultados (1) P e miR-1963 Potencialmente disgnéstico
Para o presente trabalho, obteve-se 7 artigos, relacionando miRs e CCP. Todos os artigos obtidos LN Pusasciaiahta diagniaco
focaram na desregulacio dos miRs em amostras de tecido (5) ou de saliva (2) de pacientes com mRA3S Potanclaluianta disgodstice
CCP HPV-positivos, comparativamente com individuos saudaveis ou cancros HPV negativos. O Combinaglo miR-9, miR-134, miR-210, miR-455; miR-196b Disgnosticn
local anatémico mais estudado foi a orofaringe (5/7). Foram estudados 38 miRs, quer em ST MiR:155, Potenclaimente diagndstico
o) ~ . . . . . o .. fecido
combinagdo (painel), quer isoladamente. O miR mais estudado foi o miR-155. A maioria dos miR-193b Potencialmente diagnéstico
artigos (5/7) estudou painéis de miRs como biomarcadores. A expressdo de alguns miRs é Bersani et al. / 2018 OF miR155 Diagnbstico; Progndstico
variavel mediante a localizagdo anatomica ou a comparagdo com a coorte controlo. O valor T Fraa miR-185 Diagndstico; Progndstico
clinico mais estudado foi como biomarcadores de diagnéstico (6/7), seguido de progndstico Combinagio miR-155, miR-185 Potencialmente disgnéstico
(3/7), ndo tendo havido nenhum artigo a explorar o valor preditivo de resposta terapéutica. iR2L Potencialmente disgndstico
Os resultados estdo sintetizados sob a forma de tabela (Resultados 2, tabela 1). i Potencialmente disgndsiico
miR-146b Potencialmente diagnéstico
Discussdo/Conclusido miR-155 lelmente disgnéstico
. . . . . . e iR-182 Pots l te diagnéstic
E possivel concluir que os miRs, particularmente de tecido tumoral ou saliva, constituem Me"‘ez%’;;‘ /| ectdo Fresco © - eene v e
- oty /e (e iR-133b P iall iagnéstic
biomarcadores promissores tanto para diagnéstico, como prognéstico do CCP HPV positivos. i Otnciaente clogpostico
Contudo, é fund | padronizar os pr locldelcolheltaraimétodocldetandllcealfinde Combinagio miR-21, miR-93, miR-146b, miR-155, miR-182, miR-133b Diagnéstico; Prognéstico
haver maior h idade entre os estudos e assim obter conclusGes mais robustas. De miR93 Potenclakmente disgndstico
igual modo, os TS reportados neste trabalho carecem de validagdo em coortes malores e miR-133 Diagndstio
multicéntricas. Adicionalmente, é necessario a condugdo de investigagdes adicionais, miB193b Disgndsticn
particularmente em amostras menos invasivas (bidpsias liquidas). Gaoetal /2013 | Tecido Fresco oF Combinacko miR.142:3p, "‘“"’1’;3’:""""' miR-266, miR:24, miR Potencislmente prognéstico
Legenda: FFPE — amostra fixada em formalina parafina; ge; Ct ND —nio definido
Referéncias: 1. Emmett SE, Stark MS, Pandeya N, Panizza B, Whiteman DC. MicroRNA expression is hum: il d prognosis in mucosal head and neck squamous cell carcinomas. Oral Oncol 2021;113(105136):1-8; 2. Weeramange CE, Tang KD, Barrero RA, Hartel G, Liu Z, Ladwa R, et al. Salivary micro RNAs as biomarkers for oropharyngeal cancer. Cancer Med.
2023;12 15128-40; 3. Simic |, Bozinovic K, Gasperov NM, Kordic M, Pesut E, Manojlovic L, et al. Head and Neck Cancer F!-enl{ Survival At:ofﬂ'\l to HPV Status, miRNA Profiling, and Tumour Features-A Cahavl Study. Int J Mol Sci. 2023;24(4), 4 Wan Y, Vagenas D, Salazar C, Kenny L, Perry C, Calvopifia D, et al, Salivary miRNA pane| to detect HPV-positive and HPV-negative head and neck cancer
patients Oncotarget. 2017;8(59):99390-100001; 5. Bersani C, Mints M, Tertipis N, Haeggblom L, Nasman A, , etal. S and-193b human and base of tong Oral Oncol :8-16; 6. Mehterov N, Sacconi A, Pulito C, Viadimirov B, Haralanov G, Pazardjikliev D, et al. A novel panel of

from Front Oncol 2022;12:1-16; 7. GaoG, Gay HA, cmm.xkao Zhang TR, LuoJ, Thorstad WL, elaLAmmuRNAexnumﬂn ‘Sgnature forthe prog carcinoma. G 2013:119(1):72-80.
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0 wirus do Papilema Humano (HPY) € o agente infecioso responsdvel por mais infeqbes
sexualmente tramnsmissives, © estd asocdo ao cncre da cabega e pesoopo (CCP), com
predomindncia na orofaringe e covidade oral. Um dos i de crcinog do HRFV éa
desregulacio de mils através das oncoproteinas viris. fssim, estudos tém demorstrado gue os
mifls podem ser uma ferromenta dlinica @il tendo potencial para ser utilizsdos comao
biomarcadores para o dizgnostico, progndstioo ¢ preditives de resposta terapéutica dos CCP.

Realizar uma revisdo sstem:itica sobre o potencial dos mifs como bomarcadores de CCP HPY
[positivos.

Foram utilizdas as bases de dados PubMed, Web of Soenar, Scopus « Cochrane & as palavras-
chave “Non-Coding RNA"; “Human Popillomadns™; “Concers”; “Tumor Biomerkers” ¢ “Human™
defininde diferentes varagies ¢ conjugsges destas palavras para o pesquisa de artiges. Foram
oonsiderados artigos redigidos em inglés ou portugeés, cujo objeto de estuds fesse o ser bumano
- em CCF HPY positives.

e reda; mifts coma ki

[Este trabaldho inseriu-se numa revisia sistemedtios considerando tedes os cancros etiologicaments
relacionades com @ infecio por HPY. Mesta revisSo, foram encontrades 1082 artigos, e apds a
aphcagio dos oiténas de inclusio e exdusia, mantiveram-se 30, 0 nimere de artigos cbtidos no
final do processe de avaliacio da qualidade da evidiénda foi de 55. Para o presente trabatho,
abteve s 7 artiges, relaciomande mifls & COP. Todos os artigos cram dirccionadas na desregulagio
dos mifs em amostre de tecide (G) ou de saliva (1) de patentes com COF HPV positivos
omparativamente com individuos saudiveis ow cancros HPV negativas. O local anatdmico mais
esiudado foi a orofannge [6/7). Foram estudades 38 mifls, quer em combinagio [paind], quer
moladamente. A maioris dos artigos [5/7) estudous painéis de milts como biomarcsdores. A
expressae de alguns miBs era varidvel medianie a loclizmgio anatomica ou 2 comparagio com a
wourte mntrolo. O valor dinio mais estudado foi omo bismarsdones de disgndstico (67,
seguido de prognostion (37, ndo tendo havido nenhum artige a explorar o walor preditivo de
respoeta terapéutica. Os nesultados est3o organizades sob a forma de tabela

125

L possivel conduir gue os mifts, particularmente de tecido tumoral ou siva, oretiteem
biomarcadores promissores tante pars diagndstico, como progndstioo do O0F HPV positieas.
Contuda, é fundamental padronizar os protocolos de colbeita e métedos de andlise a firm de haver
maier homogeneidade entre os estudos & sssim obter condusSes mais robustas. De igual modo,
o5 estudoes reporados neste trabalbe crecem de validagio em coortes maiores ¢ mulboeninicas.
Adicionalmente, & necessinio a conducio de investigacbes adicionais, particularmente em
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