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RESUMO

Introducdo: As neoplasias orais abrangem diversos tumores na cavidade oral, sendo o
carcinoma de células escamosas o mais comum, representando 90% dos casos. O cancer oral
teve 389.846 novos casos e 188.438 dbitos em 2022, com previsdo de aumento anual de 2% até
2030. Fatores de risco incluem tabagismo, alcool e infecgdes pelo HPV. Estudos também
associam variagoes genéticas e mediadores imunologicos ao risco da doenga, com metanalises
ajudando a entender o papel dessas variantes genéticas no cancer oral. Objetivo: este estudo
teve como objetivo avaliar o nivel de taxas de falso-positivos por meio de uma abordagem
bayesiana em dados meta-analiticos sobre variagdes genéticas em genes mediadores
imunologicos relacionados ao risco de cancer oral. Materiais e métodos: foi realizada uma
busca sistematica por meta-analises nesta area, publicadas antes de 2 de abril de 2024, em varias
bases de dados médicas. Os calculos para a Probabilidade de Taxa de Falso-Positivo (FPRP) e
a Probabilidade Bayesiana de Descoberta Falsa (BFDP) foram realizados para avaliar a
relevancia com um poder estatistico de 1,2 e 1,5 de Razdo de Chances (OR) em uma
probabilidade prévia de 10-3 e 10-6. Além disso, uma avaliagdo metodologica foi realizada por
meio dos Critérios de Veneza, e redes gene-gene e proteina-proteina foram desenhadas como
analises in silico. Resultados: dez meta-analises envolvendo os genes/polimorfismos
TNFA/rs361625/rs1800629, VEGF/rs3025039, 1L4/rs2070874, 1L6/rs1800795, IL8/rs4073 e
IL10/rs1800896 foram incluidas. 88 valores de associacao OR significativos das meta-analises
permitiram a realizacdo de 336 calculos para FPRP e 176 para BFDP. Encontramos 35 valores
relevantes (10,42%) para FPRP e 59 valores relevantes (33,52%) para BFDP, demonstrando
que as variantes em VEGF e IL10 tém associagdo significativa com o cancer oral. As redes
gene-gene e proteina-proteina evidenciaram o papel dos genes VEGF, TNFA, IL4, IL6, IL8 ¢
IL10 na fisiopatologia da doenca. Conclusio: os calculos bayesianos e as analises in silico
indicaram os polimorfismos rs3025039 e rs1800896 nos genes VEGF e IL10, respectivamente,
como biomarcadores moleculares relevantes para a avaliagao do risco de cancer oral.

Palavras-chave: Neoplasias orais, Citocina, Fatores de risco, Alelos



ABSTRACT

Introduction: Oral neoplasms encompass various tumors in the oral cavity, with squamous cell
carcinoma being the most common, accounting for 90% of cases. In 2022, oral cancer had
389,846 new cases and 188,438 deaths, with an estimated annual increase of 2% by 2030. Risk
factors include smoking, alcohol consumption, and HPV infections. Studies also associate
genetic variations and immune mediators with disease risk, with meta-analyses helping to
understand the role of these genetic variants in oral cancer. Objective: This study aimed at
assessing the level of false-positive rates by means of a Bayesian approach in meta-analytic
data on genetic variations in immune mediator genes related with oral cancer risk. Material
and methods: A systematic search was performed for meta-analyses in this field that were
published before April 2, 2024, in several medical databases. The calculations for the False-
Positive Rate Probability (FPRP) and the Bayesian False Discovery Probability (BFDP) were
performed to assess the noteworthiness with a statistical power of 1.2 and 1.5 of Odds Ratio at
a prior probability of 10-3 and 10-6. In addition, a methodological evaluation was performed
by Venice Criteria evaluation and gene-gene and protein-protein networks were designed as in
silico analyses. Results: As results, ten meta-analyses approaching the
TNFA/rs361625/rs1800629, VEGF/rs3025039, 1L4/rs2070874, IL6/rs1800795, IL8/rs4073,
and IL10/rs1800896 genes/polymorphisms have been included. 88 significant OR association
values from the included meta-analysis allowed the performance of 336 calculations for FPRP
and 176 for BFDP. We found 35 noteworthy values (10.42%) for FPRP and 59 noteworthy
values (33.52%) for BFDP that demonstrated the variants in VEGF and IL10 with
noteworthiness association with oral cancer. The gene-gene and protein-protein networks
evidenced the role of VEGF, TNFA, IL4, IL6, IL8 e IL10 genes in the physiopathology of the
disease. Conclusion: The Bayesian calculations and the in-silico analyses indicated the
polymorphisms rs3025039 and rs1800896 in the VEGF and IL10 genes, respectively, as

noteworthy molecular biomarker for oral cancer risk evaluation.

Key words: Oral neoplasms, Cytokine, Risk Factors, Alleles
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1. INTRODUCAO

As neoplasias orais compreendem um conjunto heterogéneo de tumores que podem se
manifestar em qualquer parte da cavidade oral a citar: labios, gengivas, bochechas, palato e
lingua (WARNAKULASURIYA et al., 2021). Dentre os diversos tipos de tumor que sdo
classificados como cancer oral tem-se o carcinoma de células escamosas, que compreende cerca
de 90% dos casos da doenga, seguido de outras lesdes pré-malignas como leucoplasia,
eritoplasia, liquem plano oral, e fibrose submucosa oral (ABATI et al., 2020).

Estimativas recentes encontraram elevadas taxas de incidéncia da doenga com base em
dados coletados de 185 paises onde o cancer oral teve 377.713 novos casos em 2020 (SUNG et
al., 2021). Durante o ano de 2022, foram contabilizados 389.846 novos casos ¢ 188.438 obitos,
com destaque nos continentes Asia e América do Sul. Além dessa alarmante estatistica, vale
ressaltar que a analise prospectiva para os proximos anos aponta para um aumento anual de
pelo menos 2% nesses numeros até 2030, sinalizando um cendrio desfavoravel no que diz
respeito ao controle e prevencdo global dessas neoplasias (BRAY et al., 2024).

Diversos sdo os fatores de risco relacionados com o desenvolvimento do cancer oral.
Neste contexto ¢ importante citar o consumo de tabaco, alcool e noz de betel, inflamagao
crOnica, exposi¢do a radiagdo ultravioleta (para cancer de labio), infeccdes pelo virus do
papiloma humano (HPV), situa¢des de imunossupressao e dieta (CHAMOLI et al., 2021).
Dentre esses, o uso de tabaco e o consumo de alcool sdo considerados os principais fatores de
risco para malignidades na cavidade oral, pois a sinergia entre essas substincias potencializa a
carcinogénese (IRANI, 2020). Além disso, a doenca recebe influéncia da resposta imune que
confere maior susceptibilidade ou protecdo com o risco de desenvolvimento do céncer oral
(LENKA; BHUYAN; BHUYAN, 2023). Por exemplo, dados prévios mostraram que os niveis
salivares de mediadores como as interleucinas (IL’s) la, 6, 8 ¢ o Fator de Necrose Tumoral
alpha (TNF-a) foram significativamente maiores em pacientes com cancer oral quando
comparados a pacientes saudaveis (BABIUCH et al., 2020) e que amostras de tecido de
pacientes com cancer oral tiveram menor expressao do receptor antagonista da IL-1 (IL-1RN)
(DING, Y. et al., 2024). Outro exemplo ¢é a agdo da IL-17 na fisiopatologia do cancer oral com
a producdo de mediadores pro-inflamatoérios que mobilizam e ativam células mieloides com
atividades supressoras e pro-angiogénicas, bem como sinais proliferativos que induzem
diretamente a proliferagdo de células cancerigenas (LADJEVAC et al., 2023).

A resposta imune nos quadros de cancer oral também diretamente afetada pela variagao

genética do hospedeiro (YASASVE et al., 2022) os quais polimorfismos em genes de
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mediadores imunologicos podem alterar o risco individual para esta neoplasia. Por exemplo, os
polimorfismos rs1800872, rs1800871 e rs1800896 no gene IL10 foram significativamente
associados ao maior risco de cancer oral em pacientes da india (SHARMA et al., 2017) os quais
estes autores identificaram maiores niveis séricos de IL-10 em pacientes portadores do
haplétipo entre os alelos menores nestes polimorfismos.

A literatura traz um extenso conjunto de informagdes sobre a associagdo entre
polimorfismos genéticos em genes de mediadores imunes e o risco de cancer oral por meio de
estudos caso-controle (SHAHI; MUKHERJEE; SAMADI, 2021; SHIH et al., 2020) os quais
muitos foram alvos de metanalises que buscaram esclarecer o papel destas variantes no risco
do cancer (LIU, R. Y. et al., 2021; REZAEI et al., 2021; REZAEI;, DOULATPARAST,;
SADEGHI, 2020).

A metanalise tem diversas vantagens para estudos genéticos com a combinacdo de
diferentes estudos e aumento do poder estatistico de associagdo, maior precisdo na estimativa
de efeitos e fornecimento de corretos entendimentos sobre associagdes gene-doenga (LEE,
2015). Também, a metanalise representa o topo da evidéncia cientifica sendo considerada uma
ferramenta indispensavel para a sintese de dados conflitantes disponiveis na literatura
(LEUCHT et al., 2016).

No entanto, a metanalise tem uma limitagdo importante representada pelo que alguns
autores chamam de taxa de falso positivo e propdem métodos estatisticos para resolver esse
problema (MAJUMDAR et al., 2018). Esta limitag@o ¢ referente ao valor P como limiar de
confiabilidade que pode ser apontado como uma potencial falha na interpretagdo de uma
metanalise.

Portanto, este trabalho objetiva validar os achados publicados em estudos de metanalises
sobre a influéncia de variantes genéticas em mediadores imunoldgicos e o risco de cancer oral
por meio de abordagem Bayesiana explorando os dados disponiveis de associagdo entre
polimorfismos e a doenga com a indicacdo de possiveis marcadores moleculares para o cancer

oral.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Reavaliar os dados de metanalises sobre polimorfismos genéticos significativamente

associados ao risco de cancer oral por meio de abordagem Bayesiana.

2.2. Objetivos especificos

a)

b)

Identificar polimorfismos que venham a ser potenciais biomarcadores para o risco de
desenvolvimento e progressao de cancer oral por meio de calculos metanaliticos de

abordagem Bayesiana;

Revalidar os achados publicados de metanalises sobre polimorfismos
significativamente associados ao risco de desenvolvimento e progressao de cancer

oral;

Verificar a veracidade das evidéncias disponiveis nas metanalises coletadas sobre

diferentes polimorfismos e o risco de desenvolvimento de cancer oral;

Calcular a taxa de relatos falsos-positivos acerca das metanalises disponiveis sobre

variantes genéticas e o risco de cancer oral;

Determinar a qualidade dos estudos inclusos na metandlise de abordagem Bayesiana

por meio de critério de qualidade metodologico especifico;

Verificar, por meio da construcao de redes gene-gene e proteina-proteina, o papel

biologico dos polimorfismos que compuserem os resultados.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. O cancer oral

Nos dias atuais, cancer ¢ o nome dado a um grupo de mais de 100 doengas que partilham
entre si a caracteristica principal de causarem o crescimento desordenado de células dentro do
organismo do individuo, formando tecidos anormais, com altera¢des funcionais, capazes de
invadir tecidos proximos e que comumente podem apresentar resisténcia ao tratamento (INCA,
2020).

Nesse contexto, destacam-se as neoplasias malignas de boca, manifestas em qualquer
estrutura oral, contemplando, entdo, labios, gengivas, bochechas, palato e lingua. Dado que os
queratindcitos desempenham um papel central na constituicdo do revestimento da cavidade
bucal, os carcinomas espinocelulares (CECs), também conhecidos como carcinomas de células
escamosas (CCEs), que se originam nessas cé¢lulas, compreendem cerca de 90% dos casos,
seguidos por carcinomas basocelulares, malignidades mesenquimais, tumores hematologicos e
melanomas. A partir disso, entende-se que, apesar de depender diretamente do estagio do
diagnostico, o desenvolvimento desse quadro traz consigo um progndstico menos favoravel,
tanto pela propensdo a invasdo de tecidos circundantes, como pela tendéncia a metastase e a
resisténcia ao tratamento (BUEXM et al., 2010; CHEN, P. Y. et al., 2021; LO, 2018; SBCO,
2022; SUNG et al., 2021).

Assim sendo, € apenas esperado que o cancer oral esteja entre os 15 tipos de cancer mais
incidentes em todo o mundo, conforme os registros da base de dados GLOBOCAN da Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC). Por exemplo, na Australia, estima-se que sejam
diagnosticados aproximadamente 4000 casos anuais de cancer de cabeca e pescogo (incluindo
cancer de labio), dos quais cerca de 600 sdo canceres orais (MONTERO; PATEL, 2015).

Além disso, héd evidéncias de que a prevaléncia de cancer em paises em desenvolvimento
¢ elevada, ocupando a 10" e 6 posi¢des entre os tipos de cancer mais comuns em homens e
mulheres, respectivamente. Estima-se que o numero de casos de cancer oral em todo o mundo
possa chegar a 400 mil por ano. A prevaléncia ¢ mais alta em populagdes asiaticas, como
Bangladesh, Paquistdo, India, Indonésia e Sri Lanka, representando cerca de dois ter¢os dos
casos globais (ABATI et al., 2020).

Dados desses paises indicam que o cancer oral ¢ a forma mais comum de malignidade
nessas populagdes, podendo corresponder a aproximadamente um quarto de todos os tipos de
cancer. Em 2018, a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer relatou que os trés paises

com as maiores taxas de prevaléncia de cancer oral estavam localizados na Asia e na regido do
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Pacifico (HUNG et al., 2020).

Durante o ano de 2022, foram contabilizados 389.846 novos casos ¢ 188.438 obitos, em
destaque nos continentes Asia e América do Sul (WHO, 2023). Além dessa alarmante
estatistica, vale ressaltar que a andlise prospectiva para os proximos anos aponta para um
aumento anual de pelo menos 2% nesses nimeros até¢ 2030, sinalizando um cendrio
desfavoravel no que diz respeito ao controle e prevengdo global dessas neoplasias (BRAY et
al., 2024).

De forma similar, a prevaléncia, incidéncia e mortalidade do cancer oral constituem
aspectos cruciais no panorama da satde publica no Brasil (MORO et al., 2018). Dados recentes
apontam para uma presenca consideravel desse carcinoma na populacdo, ja que, somente em
2020, ocorreram 6.192 6bitos por cancer da cavidade oral, indicando, entdo, um risco de morte
de 2,92 por 100 mil habitantes (INCA, 2022). Compreender esses indicadores ¢ crucial para o
avanco do conhecimento cientifico, pois permite uma compreensdo mais aprofundada dos

cenarios mundiais, facilitando o direcionamento de pesquisas e estudos (FRIIS, 2020).
3.2. Fatores de risco

Por defini¢do, o cancer oral ¢ uma condi¢do multifatorial com varios fatores de risco.
Nesse contexto, ¢ importante citar o consumo de tabaco, alcool e noz de betel, inflamagao
cronica, exposicdo a radiacdao ultravioleta (para cancer de labio), infecgdes pelo virus do
papiloma humano (HPV), situa¢des de imunossupressao e dieta. Dentre esses, o uso de tabaco
e o consumo de alcool sdo considerados os principais fatores de risco para malignidades na
cavidade oral, pois a sinergia entre essas substincias potencializa a carcinogénese (IRANI,
2020).

O habito de mascar noz de areca ou de betel ¢ relatado em muitos paises, como
Tailandia, Sri Lanka, Bangladesh, Paquistdo, Malédsia, Camboja, China, Indonésia ¢ Nova
Guiné. Além disso, ¢ amplamente difundido entre populagdes migrantes em lugares como o
Reino Unido, Africa do Sul e Oriental, Australia e América do Norte (PILLAI; BALARAM;
REDDIAR, 1992). Nos paises do sudeste asiatico, o tabaco ¢ frequentemente combinado com
o betel, sendo o habito de fumar também comum. Os habitantes das montanhas do Camboja,
Mianmar, Tailandia e Laos adicionam a areca as raizes de outras plantas locais, como canela e
cravo, no preparo do betel para consumo, fato que corrobora a relagao epidemiologia-hébitos
de vida dentro do continente asiatico (AWANG, 1988).

A relagdo entre a dieta e a nutricdo com o risco de desenvolvimento de cancer também

foi estabelecida por diversos estudos epidemioldgicos e laboratoriais. O grupo de trabalho da
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Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer (IARC) afirmou que o baixo consumo de
frutas e vegetais aumenta o risco de desenvolvimento de cancer. O consumo mais frequente de
frutas e vegetais, especialmente cenouras, tomates frescos e pimentdes verdes, esta associado a
uma redugao no risco de cancer oral e faringeo. Outros alimentos além de frutas e vegetais crus
que tém efeito protetor incluem peixes, Oleo vegetal, azeite, pdo, cereais, leguminosas,
proteinas, gordura, carne fresca, frango, figado, camardo, lagosta e fibras (JENG; CHANG;
HAHN, 2001).

Em contrapartida, certos grupos alimentares estao associados a um risco maior de cancer
oral, como carnes processadas, bolos e sobremesas, manteiga, ovos, sopas, carne vermelha,
carnes salgadas, queijos, polenta, massas ou arroz, milho e pdo de milho. No entanto, as
evidéncias desses estudos ndo permitem atribuir de maneira definitiva os beneficios ou
maleficios a um ingrediente especifico presente nos alimentos (BERNZWEIG et al., 1998).

Os fatores supracitados interagem no desenvolvimento do cancer oral e pré-cancer. Por
exemplo, estudos ja demonstraram uma associagdo entre o tabagismo e a diminui¢do dos niveis
séricos de nutrientes. Fumantes normalmente apresentam niveis mais baixos de B-caroteno em
comparagdo a nao fumantes, e o tabagismo altera a relagdo entre a dieta e os niveis séricos de
B-caroteno. O hébito de mascar noz de betel também demonstrou reduzir os niveis séricos de
vitaminas A, C e B12, folato e -caroteno em usudrios, em comparagao com nao usuarios,
afirmando a relagdo dos habitos de vida tanto com a prevencao quanto com o prognostico do

quadro (DE STEFANI et al., 1999).
3.3. Aspectos genéticos

Além disso, como componente determinante, tem-se a predisposicdo genética
individual. Por possuir uma natureza molecular, uma série de mecanismos atuam no
desenvolvimento do tumor e também na sua supressdo. A interagdo entre o crescimento
tumoral, a inibi¢do da apoptose e a expressao de angiogénese ¢ essencial no curso da neoplasia,
explicitando, assim, o determinismo de variagdes genéticas, intrinsecamente relacionadas tanto
a evolucdo quanto ao ndo desenvolvimento da doenga (KONTOMANOLIS et al., 2020).

O papel da genética no desenvolvimento do céancer oral (OC) tem sido sugerido por
diversos estudos que mostram o agrupamento familiar de casos. Esse fenomeno foi observado
em certos grupos étnicos, por exemplo, como os Asquenazitas em Israel, onde a incidéncia de
OC ¢ duas vezes maior em comparagdo com outras populagdes judaicas no pais (JEFFERIES
etal., 1999).

Um estudo realizado por Copper et al., que acompanhou parentes de primeiro grau de
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105 pacientes com cancer de cabeca e pescoco, descobriu que 31 dessas pessoas desenvolveram
canceres no trato respiratorio e no trato aerodigestivo superior (COPPER et al., 1995). No
entanto, estudos populacionais que buscam determinar a predisposi¢ao genética ou familiar para
canceres orais sdo limitados pela presenga de fatores de risco concomitantes, como tabagismo
e consumo de alcool. Acredita-se também que certos individuos herdem uma susceptibilidade
que os torna incapazes de metabolizar carcindgenos ou procarcindégenos, e¢/ou uma habilidade
prejudicada de reparar danos no DNA (HERNANDEZ et al., 2003).

Diante disso, evidenciam-se os polimorfismos genéticos, variagdes nas sequéncias de
DNA encontradas entre individuos de uma mesma populacdo. No contexto das respostas
imunes ao cancer, esses polimorfismos desempenham um papel crucial na determinagdo da
suscetibilidade individual ao desenvolvimento de neoplasias e na eficacia da resposta imune
antitumoral. Variagdes em genes relacionados a imunidade, como aqueles envolvidos na
apresentacdo de antigenos, reconhecimento de células cancerigenas e regulagdo da resposta
inflamatoria, podem influenciar a capacidade do sistema imunoldgico em reconhecer e
combater as c€lulas malignas. A compreensao desses polimorfismos em respostas imunes ao
cancer ¢ fundamental para avangos na medicina personalizada, permitindo estratégias
terapéuticas mais direcionadas e eficazes, adaptadas as caracteristicas genéticas individuais dos
pacientes (OZTURK et al., 2020; SCHMIEDEL et al., 2019; TALSETH-PALMER; SCOTT,
2011).

3.3.1. Oncogenes

Nas células normais, existem proto-oncogenes que atuam como importantes fatores
reguladores de processos biologicos. Os proto-oncogenes podem funcionar como fatores de
crescimento, transmissores de sinais celulares e fatores de transcrigao nuclear. Genomas de
mamiferos e aves contém uma variedade de proto-oncogenes que controlam a diferenciacao e
proliferagdo celular normais (RIEGER, 2004). Alteragdes nesses genes, que afetam tanto o
controle de seu comportamento quanto a estrutura das proteinas que eles codificam, podem
aparecer em células cancerosas como oncogenes ativados (ABEL, 2009). Quando esses
oncogenes sdo formados, eles estimulam a multiplica¢do celular e desempenham um papel
crucial na patogénese do cancer (KONTOMANOLIS, 2020).

Nesse sentido, ha uma estreita relagdo entre o desenvolvimento de tumores ¢ a inibigao
da apoptose, ou morte celular programada, o que confere imortalidade as células (JAN, 2019).
Além disso, a angiogénese e os fatores angiogénicos foram encontrados em tumores e podem

desempenhar um papel crucial na formagdo e desenvolvimento dos mesmos. Por fim, ha
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também os genes supressores de tumor, que atuam bloqueando o crescimento do cancer e
contribuem para o desenvolvimento normal das células (WELTI, 2013).

Entende-se, entdo, que o progndstico do cancer oral estd intimamente relacionado a
alteragdes genéticas que afetam o equilibrio entre os proto-oncogenes, oncogenes ativados e
genes supressores de tumor. Essas mudangas, que estimulam a proliferacdo celular
descontrolada, inibem a apoptose e promovem a angiogénese, contribuem de forma
significativa para a progressao tumoral. A compreensdo desses mecanismos moleculares ¢é
fundamental para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, através de estudos que

identifiquem os principais genes envolvidos nesse processo.
3.3.2. TNF

O fator de necrose tumoral (TNF) ¢ uma citocina central nas reagdes inflamatorias, e
medicamentos biologicos que neutralizam o TNF estdo entre os tratamentos mais eficazes para
doencas inflamatdrias cronicas e autoimunes. Nos ultimos anos, ficou evidente que o TNF
promove respostas inflamatdérias ndo apenas diretamente, induzindo a expressdo de genes
inflamatoérios, mas também indiretamente, ao causar morte celular, o que desencadeia reagdes
imunes inflamatorias e o desenvolvimento de doengas (JOSEPHS, 2018). Por isso, inibidores
da morte celular estdo sendo considerados como uma nova abordagem terapéutica para doencas
inflamatoérias dependentes do TNF (VAN LOO, 2022).

A atividade antitumoral do TNF-alfa estad bem estabelecida e pode ocorrer por meio de
varios mecanismos, incluindo: (1) Apoptose celular ao se ligar aos receptores na superficie das
células tumorais; (2) Ativacdo de células T efetoras (macrofagos e células NK) ao bloquear as
células T reguladoras, que atuam como imunossupressores; (3) Inducdo do colapso da
microvasculatura tumoral através da modulagdo das células endoteliais e interrup¢do da
neoangiogénese, incluindo a desorganizacdo da vasculatura tumoral; (4) Promoc¢dao da
transformagdo dos macrofagos associados ao tumor (TAM) para o estado M1, que ¢
antitumoral; (5) Atracdo e estimulagdo de neutrofilos e mondcitos para os locais de ativagao,
favorecendo respostas imunes antitumorais; e (6) Regulacdo negativa da expressdao de IL-13
por células semelhantes a eosinéfilos e inibicdo da diferenciagdo de mondcitos induzidos por
tumores para fenotipos imunossupressores (HOVING, 2006; MACKAY, 1993; NIE, 2013;
VALENCIA, 2003).

Como a citoquina mais pleiotropica, o TNF-alfa contribui tanto para a inflamacao durante
infeccdes quanto para processos anti-inflamatorios e de reparo tecidual apos a eliminagao das

infecgdes. Seus efeitos em baixos niveis de expressdo podem contribuir para a tumorigénese
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(MARINO, 1997). Quando exposto a estimulos inflamatorios, o TNF-alfa, assim como a IL-1
e outras quimiocinas, ¢ produzido principalmente por macréfagos ativados e outras células da
linhagem mieloide, que atraem e ativam neutréfilos e mondcitos para o local do tumor (SETHI,
2008).

Em conclusdo, o fator de necrose tumoral (TNF) desempenha um papel fundamental na
biologia do cancer oral, atuando tanto como mediador das respostas inflamatérias quanto como
agente antitumoral. A evidéncia de que o TNF-alfa pode induzir a apoptose celular e modular
a atividade de células imunologicas, como macréfagos e neutrofilos, destaca sua importancia
nos mecanismos que envolvem tumores orais. Entretanto, sua capacidade de contribuir para a
tumorigénese em niveis elevados sugere que um equilibrio delicado € necessario entre suas

fungdes pro e anti-inflamatorias.
3.3.3. VEGF

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) ¢ uma familia de proteinas estrutural e
funcionalmente relacionadas, que inclui VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD e o fator de
crescimento placentario (PIGF). As formas biologicamente ativas desses fatores sao
constituidas como homodimeros ou heterodimeros, que se ligam a receptores de tirosina
quinase (TK) estrutural e funcionalmente semelhantes, expressos na superficie celular, como
VEGFRI1, VEGFR2 ¢ VEGFR3 (LEUNG, 1989). Quando esses receptores sao ativados por
seus respectivos ligantes, as células alvo desencadeiam uma série de eventos de sinaliza¢do em
cascata, envolvendo as vias da fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K), proteina quinase ativada por
mitogeno (MAPK), tirosina quinase citoplasmatica Src e fosfolipase C gama (PLCy)
(JOUKOV, 1996; YANG, 2022).

Enquanto VEGFR1 e VEGFR2, que se ligam ao VEGFA, s@o principalmente expressos
nas células endoteliais dos vasos sanguineos, 0 VEGFR3 ¢ predominantemente encontrado nas
células endoteliais linfaticas, fazendo com que seus ligantes, VEGFC e VEGFD, sejam
considerados fatores linfangiogénicos. Dessa forma, o VEGFA (frequentemente chamado
apenas de VEGF) promove a angiogénese, a permeabilidade vascular, o remodelamento dos
vasos e a sobrevivéncia dos mesmos (OLSSON, 2006; YAMADA, 1997).

O VEGFB ¢ o PIGF se ligam especificamente ao VEGFRI1, e evidéncias experimentais
indicam que esses dois fatores ndo parecem estimular a angiogénese, mas estdo mais
relacionados ao remodelamento vascular. As caracteristicas biologicamente inertes do VEGFB
e do PIGF reforcam a ideia de que o VEGFR1 atua como um receptor "falso", contrariando a

funcdo do VEGFR2. Assim, o equilibrio nos niveis de expressdo e ativacao desses receptores
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em conjunto controla a homeostase vascular, crescimento, regressdo, sobrevivéncia e
remodelamento dos vasos (FERRARA, 2003).

Os VEGFs aumentam a metdstase do cancer por meio de varios mecanismos, incluindo:
(1) Estimulo a angiogénese tumoral; (2) Forma¢do de vasos primitivos desorganizados e
permeaveis dentro dos tumores; (3) Promog¢ao da inflamagao tumoral; (4) Alteragao da hipoxia
tumoral; (5) Promocao da interagdo entre células cancerigenas e células endoteliais vasculares
por meio do remodelamento dos vasos tumorais; (6) Modificagdo do macroambiente do
hospedeiro para facilitar a dissemina¢ao metastatica; (7) Suporte ao crescimento de cancer
metastatico em orgaos distantes. Portanto, a metastase induzida por VEGF envolve vérias
etapas do complexo processo metastitico (ROSKOSKI, 2007; SAHARINEN, 2011;
VALASTYAN, 2011)

3.3.4. IL-4,IL-6, IL-8 e IL-10

A IL-4 ¢é um regulador bem caracterizado da proliferacdo e da mudanga de classe de
imunoglobulina em células B. Essa citocina, que desempenha papéis imunorreguladores e
efetores, ¢ produzida por macrofagos, células dendriticas, mastocitos, células T do tipo natural
killer (NKT), células NK, basoéfilos, eosinéfilos e linfocitos T (WILLS-KARP, 2008). Sua
atuacdo no sistema imunoldgico ¢ especialmente relevante em contextos inflamatorios,
incluindo a neoplasia oral, onde a regulacao da resposta imune ¢ crucial para o desenvolvimento
e a progressao da doenca.

Nesse contexto, outras duas citocinas principais, a Interleucina IL-6 e a IL-8, estdo
relacionadas a inflamacdo em diversas doencas, incluindo o cancer oral. O gene da IL-8 estd
localizado no cromossomo 4q13-3, em uma regido proximal do promotor, ¢ uma variedade de
tipos celulares, como neutrofilos, macrofagos, células endoteliais e células epiteliais, sdo
responsaveis pela producdo de IL-8 (REZAEI, 2021). Essas citocinas estdo frequentemente
associadas a processos inflamatdrios que favorecem a progressao tumoral e a metastatizagao,
contribuindo para a criagdo de um microambiente tumoral propicio ao desenvolvimento do
cancer.

A interleucina-10, por sua vez, ¢ uma citocina multifuncional que apresenta tanto
funcdes imunossupressoras quanto antiangiogénicas, resultando em propriedades que podem
promover ou inibir tumores. Niveis elevados de IL-10 no soro e na regido peri-tumoral foram
observados em diversas malignidades, sugerindo um papel dessa citocina na evasao tumoral da
resposta imune. Além disso, pesquisas clinicas demonstraram que os niveis de IL-10 no soro

podem servir como um marcador para monitorar o progresso clinico de pacientes com certos
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tipos de cancer. Recentemente, varias evidéncias indicaram que a IL-10 desempenha um papel
crucial no desenvolvimento e na metastase tumoral, sugerindo que essa citocina pode estar
envolvida na patogénese do cancer (YAO et al., 2008). A interacao entre IL-4, IL-6, IL-8 e IL-
10, portanto, destaca a complexidade do microambiente inflamatério em tumores orais e a

importancia de abordar essas citocinas na compreensao do cancer oral.

3.4. Metanalise em estudos genéticos

A metandlise ¢ uma ferramenta estatistica amplamente utilizada para combinar
resultados de diferentes estudos, ganhando destaque e despertando crescente interesse,
especialmente no campo da genética humana. Isso se deve a dificuldade de se obter resultados
consistentes, confiaveis e reproduziveis nesses tipos de pesquisas (MUNAFO; FLINT, 2004).
Em estudos com grandes amostras (com centenas de participantes), até mesmo alelos raros
podem ser identificados com éxito (AUER; LEAL, 2017). No entanto, em muitos estudos de
associacdo, a falta de evidéncias s6lidas — como a obtencao de Odds Ratio (OR) superiores a
1,5 para a associagdo de um polimorfismo ao cancer de mama, por exemplo (PHAROAH et al.,
2002) — aponta para falhas metodoldgicas relacionadas ao tamanho amostral, que podem ser
corrigidas com o uso de metanalises.

O dado mais relevante gerado por metanalises em estudos de polimorfismos genéticos
¢ o valor de Odds Ratio, que mede a associacao dos dados. Esse valor pode ser obtido usando
o modelo de efeito fixo (MANTEL; HAENSZEL, 1956), considerado mais robusto por assumir
variagdes minimas entre os estudos, ou o modelo de efeitos aleatorios (DERSIMONIAN;
LAIRD, 1986), que ¢ menos confiavel por atribuir diferentes pesos aos estudos, especialmente
quando ha maior variagdo estatistica entre eles (DERSIMONIAN; LAIRD, 2015;
KAVVOURA; IOANNIDIS, 2008).

Além disso, outros calculos adicionais oferecem informagdes relevantes para a
metanalise. O valor de heterogeneidade estatistica, que reflete a variacao entre os estudos, ¢
medido pelo teste do qui-quadrado baseado no teste Q de Cochran (I?) (HIGGINS et al., 2002),
influenciando diretamente o modelo estatistico escolhido (HUEDO-MEDINA et al., 2006).
Outro aspecto importante ¢ a verificagdo de viés de publicacao, que ocorre devido a erros na
selecdo dos estudos incluidos na metanalise, e que pode invalidar os resultados. Esses vieses
podem ser detectados por meio do teste de regressdo linear de Egger (EGGER et al., 1997) ou
pelo teste de Begg (BEGG; MAZUMDAR, 1994).
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Na literatura, ha varias metanalises focadas em polimorfismos de genes relacionados a
mediadores inflamatorios, fornecendo insights valiosos sobre a relacao entre essas variagdes
genéticas e o risco de desenvolver doencas (SILVA et al., 2017; SHAO et al., 2009; YAN et
al., 2014). Dessa forma, observa-se que a metanalise aumenta a confiabilidade e precisdo dos
resultados, devido a sua capacidade superior de associar dados. Isso permite um melhor
direcionamento na identificacdo de marcadores moleculares para doencas, ressaltando a

importancia desse tipo de estudo na analise genética.

3.5. Abordagens bayesianas

Revisdes sistemadticas e metandlises em estudos genéticos sdo consideradas fontes
confiaveis, pois combinam os resultados disponiveis na literatura, fornecendo novos achados
mais robustos e precisos (MUNAFO; FLINT, 2004). Em particular, a metanalise é essencial
para identificar quaisquer efeitos individuais, ao aumentar o poder de associagdo, sendo
amplamente utilizada em testes genéticos para a associagdo de variantes raras (LIU, X. et al.,
2014) ou em estudos de associacao gendmica (EVANGELOU; IOANNIDIS, 2013).

Contudo, uma importante limitacdo da metandlise ¢ o que alguns pesquisadores
denominam como alta taxa de falsos positivos, para a qual métodos estatisticos tém sido
propostos como solucdo (MAJUMDAR et al., 2018). Essa limitacao esta relacionada ao valor
de P, que ¢ comumente utilizado como limiar de confianga. Dependendo de como o valor de P
¢ interpretado isoladamente, sem a devida consideracao de outros fatores, héd o risco de gerar
falsos positivos devido as restricoes estatisticas que afetam esse valor, tornando-o
possivelmente menos confiavel do que a comunidade cientifica geralmente acredita (NUZZO,
2014).

Na verdade, a significancia estatistica nao depende apenas do valor de P, mas também
da probabilidade prévia de que a associacdo entre o polimorfismo genético e o fendtipo seja
real, assim como do poder estatistico do teste aplicado (WACHOLDER et al., 2004). Para
avaliar as possiveis taxas de falsos positivos em metandlises e estudos de associagdes
gendmicas, foram desenvolvidos cdlculos bayesianos especificos, como a probabilidade de
relato de falso-positivo (FRPR - False-Positive Report Probability) e a probabilidade bayesiana
de descoberta falsa (BDFP - Bayesian False Discovery Probability) (SUTTON; ABRAMS,
2001).

O teste FRPR, por exemplo, calcula a probabilidade de que uma associagcao observada

entre um fator e uma doenga nao seja verdadeira (WACHOLDER et al., 2004). Foi introduzido
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para ajudar a determinar se a forga da associacdo era "digna de nota" e como um critério de
verificagdo, tanto para autores quanto para leitores, a fim de evitar uma interpretacao
superestimada de resultados estatisticamente significativos que, na realidade, podem nao refletir
uma verdadeira associacdo (COLQUHOUN et al., 2014; EFRON; TIBSHIRANI, 2007).
Posteriormente, com o aumento da preocupagao com falsos positivos, foi desenvolvido o teste
BDFP (WAKEFIELD, 2007), que difere do FRPR por utilizar varidveis fixas, permitindo um
controle mais eficaz das taxas de falsas descobertas (WHITTEMORE, 2007).

Esses testes diferem dos métodos frequentistas, que se baseiam exclusivamente no valor
de P, oferecendo andlises mais diretas, intuitivas e informativas (KRUSCHKE; LIDDELL,
2018). Nesse contexto, ¢ necessario um estudo com abordagem bayesiana sobre as metanalises
existentes em polimorfismos genéticos relacionados a mediadores inflamatorios e cancer oral,
com o objetivo de validar os achados e orientar futuras pesquisas voltadas ao desenvolvimento

de marcadores moleculares para essa doenga.
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4. METODOLOGIA
4.1. Materiais e métodos

4.1.1. Tipo de estudo e aspectos éticos
Este ¢ um estudo de carater descritivo analitico de metanalise com estatistica Bayesiana.
Por ser um trabalho de carater de revisdo sistematica ndo necessitara de submissao para Comités
de Etica.
4.1.2. Protocolos utilizados e busca sistematica
Este estudo seguird o protocolo PRISMA (Prefered Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses) proposto por Page et al. (2021). Uma busca sistemdtica para
estudos publicados anteriormente a 02 de abril de 2024 nas bases de dados médicos e cientificos
Google Scholar, Pubmed, Scielo ¢ Web of Science sera realizada com a seguinte combinacao
de palavras-chave: (genetic variation ou polymorphism) e (oral cancer ou oral carcinoma ou
oral squamous cell carcinoma) e (meta-analysis) para coleta de estudos que irdo compor a
metandlise Bayesiana. Nao havera restricdo de linguagem na estratégia de busca e todas as

citagdes serdo analisadas para identificagdo de possiveis estudos adicionais.

4.1.3. Critérios de inclusdo
Para serem inclusos nos resultados, os estudos coletados deverdo se enquadrar nos
seguintes critérios de inclusdo: (1) Avaliarem a associag@o entre polimorfismos genéticos e o
risco de cancer oral por meio de metanalise; (2) Trouxerem valores completos sobre o total de
casos e controles inclusos nas analises genéticas; (3) Utilizarem estatisticas adequadas para os
calculos da metandlise; (4) Informarem os valores de Odds Ratio das associacdes calculadas,

heterogeneidade e viés de publicacdo pelos testes de regressao linear de Egger e de Begg.

4.1.4. Processo de coleta de dados
Todos os estudos serdo avaliados para extracdo dos dados seguindo formulério
padronizado seguindo o autor, ano de publicagdo, gene avaliado, polimorfismo estudado, tipo
histolégico analisado, frequéncias alélicas e genotipicas, valor de Odds Ratio para associacao,
valor de heterogeneidade, valores de significancia estatistica e valores doa testes de Egger para
viés de publicagao.
4.1.5. Avaliagao de risco de viés pelo critério de Veneza
Por meio do critério de Veneza (IOANNIDIS, 2008) sera realizada a avaliagdo da
credibilidade dos estudos identificados e inclusos na metanalise de abordagem Bayesiana.
Resumidamente, as notas A, B e C serdo atribuidas ao nivel de credibilidade classificado como

forte, moderado ou fraco, respectivamente. Para tal classifica¢do serdo utilizadas as categorias:
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[1] Total de evidéncia, dado dependente do tamanho amostral e avaliado pela soma dos casos e
controles utilizados pelos estudos para expressar o alelo de risco. As notas A, B ¢ C foram
atribuidas para somas >1000, entre 100 e 1000 e <100, respectivamente; [2] Replicagdao da
associagdo encontrada avaliada pelo nivel de I? em que as notas A, B e C foram atribuidas para
valores de 1*<25%, 25-50% e >50%, respectivamente; [3] Protecdo de viés, em que a nota A
serd atribuida ao estudo sem risco de viés de publicagdo ou que este risco fosse improvavel de
interferir na associagdo relatada, a nota B atribuida a provavel mas nao detectada presenca de
viés relatado no estudo e a nota C se algum viés tivesse sido detectado no estudo. Utilizando
tais critérios o nivel de credibilidade do estudo serd definido com alto (notas A apenas),

intermediario (notas A e B, apenas) e baixo (a0 menos uma nota C).

4.1.6. Analise estatistica

Primeiramente, o teste FRPR avalia a probabilidade de uma associa¢do ndo verdadeira
entre o fator e a doenga (WACHOLDER et al., 2004). Este dado pode ser obtido por meio dos
seguintes parametros: [1] m, varidvel indicativa a probabilidade prévia de uma associacao
verdadeira; [2] o menor o, o qual o teste ¢ “fidedigno” ou o valor de p observado; [3] (1-P),
sendo este o poder estatistico no qual a descoberta ¢ definido como digna de nota ao se rejeitar
a hipotese nula. Para calculo do FRPR utiliza-se a seguinte equacdo: FPRP=a (1 —m) / { a (1
—m)+ (1 —B) } a pode ser substituido pelo valor de p observado e (1- ) € obtido por meio da
seguinte equacao em que se assume que a estimativa do risco relativo (RR) ¢ baseada numa
distribuigdo normal o qual a variagdo ¢é igual a 62 (WACHOLDER et al., 2004): 1 - =0 [ {
log(RRA /RRO) } /6] —Z a /2 ® demonstra a funcdo distribuicdo acumulativa do desvio
normal, 6 ¢ Z a /2 podem ser substituidos pelo erro padrao do logaritmo estimado do valor de
OR ¢ do valor bilateral de p da distribui¢ao normal (WACHOLDER et al., 2004). No presente
estudo dois especificos valores para probabilidade prévia foram usados (10-3 e 10-6) que
podem ser respectivamente aproximados ao valor esperado de estimativa para cada gene
candidato ou gene aleatodrio.

Apbs, o calculo de BFDP, proposto por Wakefield et al., (2007), sera realizado para
esclarecer a fidedignidade das evidéncias reportadas. Este dado concede uma descricdo da
fidedignidade por meio do custo de uma falsa descoberta e uma falsa ndo descoberta com um
viés metodologico enquanto se utiliza mais informagdes que o FPRP. De acordo com a
literatura, o nivel de significancia para o calculo e BFDP ¢ determinado no valor de p = 0,8,
valor este derivado da afirmativa de que uma falsa ndo descoberta ¢ quatro vezes mais
dispendiosa que uma falsa descoberta. BDFP ¢ determinado pela seguinte equagdo: BFDP =

(ABF x PO )/ (ABF x PO+ 1) [I]; PO=n0/( 1 — =0 ) [II]. PO ¢ a chance de probabilidade
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prévia de uma nao associagdo, ¢ ABF ¢ o fator Bayesiano aproximado que pode ser deduzido
por meio dos valores de OR e erro padrdao. Semelhantemente, BFDP foi calculado baseado em
ambas as probabilidades prévias como o FRPR (10-3 e 10-6). Embora os possiveis vieses
propostos tenham sido removidos, assume-se que uma parte das variantes genéticas ndo esta
verdadeiramente associada a doenca, apesar da significancia estatistica descrita como valor de
p<0,05. Portanto, as abordagens Bayesianas sdo uteis para evitar a interpretagdo superestimada
dos resultados.
4.1.7. Analises adicionais

Por meio dos nomes dos genes incluidos na metanalise Bayeasiana com os SNP’s de
associacao que foram estatisticamente significativas nas metanalises, uma rede genética da base
de dados GeneMania (versao 3.3) e uma rede proteica obtida da base de dados STRING10.5

serao montadas com o score minimo de 0,7.
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5. RESULTADOS
5.1. Caracteristicas dos estudos inclusos

A busca sistematica resultou em 2.045 estudos coletados nas bases de dados pesquisadas
(Figura 1). Apos as etapas de remoc¢ao de duplicados, identificacdo e selecdo dos estudos, dez
estudos de metanalise foram inclusos nos resultados (CHEN, F. C. etal., 2013; JIA etal., 2017,
LIU, R. Y. et al., 2021; MANDAL et al.,, 2013; REZAEI et al.,, 2021; REZAEI,
DOULATPARAST; SADEGHI, 2020; WANG et al., 2017; YANG, Y.; CAO, 2022; YOU et
al., 2015; ZHAO et al., 2013). Os estudos foram publicados no periodo de 2013 a 2021 ¢
abordaram a relagdo entre diversos genes e polimorfismos em mediadores imunologicos € o
risco de cancer oral (Tabela 1), a citar: TNFA/rs361625/rs1800629 (CHEN et al., 2013),
VEGF/rs3025039 (MANDAL et al., 2013; ZHAO et al., 2013), 1L4/rs2070874 (JIA et al.,
2014), IL6/rs1800795 (REZAEI et al., 2021), IL8/rs4073 (WANG et al., 2013; YANG et al.,
2014) e IL10/rs1800896 (LIU et al.,2021; REZAEI et al., 2020; YOU et al., 2015). Os estudos
incluiram participantes tanto de populagdes gerais quanto Asidticos e Caucasianos, além de

participantes de hospitais e da populacao geral.

Figura 1. Fluxograma de sele¢do dos estudos de metanalise inclusos.

eNUmero de artigos identificados nas bases de dados (n=2045)
eNUmero de artigos identificados em outras fontes (n=0)
Identificacdo} eRemoc¢do dos duplicados

eRevisdo de artigos apds remogado dos duplicados

Revisdo

*Artigos avaliados
Escolha | *Artigos excluidos

eTotal de estudos inclusos na sintese quantitativa (metanalise) (n = 10)
Andlise

Fonte: Autoria Propria, 2024
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5.2. Calculos Bayesianos

No total, 88 valores significativos de OR com 95% de IC foram coletados dos estudos.
Estes valores permitiram o céalculo de 336 dados para FPRP e 176 dados para BFDP. Foram
identificados 35 (10,42%) valores dignos de nota para FPRP (sete e um para o OR de 1,2 nas
probabilidades primarias de 10~ e 10, respectivamente; e 21 e seis para um para o OR de 1,5
nas probabilidades primarias de 10~ e 10®, respectivamente). Por sua vez, foram encontrados
59 (33,52%) valores dignos de nota para BFDP (35 e 24 para as probabilidades primarias de
107 e 10, respectivamente). A partir dos calculos Bayesianos, pode-se determinar que os genes
VEGF e IL10, que abrigam os polimorfismos rs3025039 e rs1800896, respectivamente,
apresentam notoriedade pela anélise de FPRP e/ou BFDP.

5.3. Analise pelo critério de Veneza

A anélise de qualidade metodologica baseado no critério de Veneza evidenciou elevada
heterogeneidade de classificagdo dos estudos em que os estudos de Chen et al., (2013) - gene
TNFA e polimorfismo rs1800629, (YANG, L. et al., 2014) e You et al., (2015) foram
classificados como elevada qualidade metodologica enquanto os demais estudos foram
classificados como intermediaria e baixa qualidade. O detalhamento da avaliacdo pelo critério
de Veneza esta mostrado na tabela 2.

Tabela 2. Resultados sobre a analise do critério de Veneza

Autor e ano Gene Variante Evidéncia Replicagdo da Protecao
total associagdo contra viés

CHEN 2013 TNFA rs361625 A A A
rs1800629 A B A

JIA 2017 IL4 rs2070874 C C B

LIU 2021 IL10 rs1800896 A B A

MANDAL 2013 VEGF rs3025039 B A A

REZAEI 2020 IL10 rs1800896 A C A

REZAEI 2021 IL6 rs1800795 C B A

WANG 2013 IL8 rs4073 A B A

YANG 2014 IL8 rs4073 A A A

YOU 2015 IL10 rs1800896 A A A

ZHAO 2013 VEGF rs3025039 A A C

Fonte: Autoria Prépria, 2024

5.4. Redes gene-gene e proteina-proteina

Os resultados mostraram os genes VEGF, TNFA, IL4, IL6, IL8 ¢ IL10 no centro do

processo fisiopatologico do cancer oral. Além disso, o gene VEGF que mostrou um
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polimorfismo como digno de nota para a doenga, apresentou interagdo fisica com os genes
CXCLS8, IL10, IL10RA e VEGFB, e genética com os genes ILLORA, PGF, VEGFB ¢ NRP1. Por
sua vez, o gene IL10, também digno de nota, apresentou interagdo fisica e genética com os
genes A2M, TNFA, CCL2, VEGFA, IL6, IL19, IL20 e CXCR1. A rede proteina-proteina nos

mostra a co-expressdo proteica entre os genes que apresentaram resultados significativos,

exceto o VEGFb.
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6. DISCUSSAO

Esta ¢ a primeira metanalise de abordagem Bayesiana a analisar de forma compilada e
sintetizada a associacao entre diferentes polimorfismos em genes de mediadores imunoldgicos
o risco de desenvolvimento de cancer oral. Essa doenca ¢ um problema de satde ptblica cujos
possiveis progndsticos envolvem uma baixa proporcao de casos em que ha cura, bem como um
percentual expressivo onde ha morte (TRANBY et al., 2022).

E bem estabelecida o carater multifatorial e complexo da patogénese do cancer oral onde
estudos realizados em diferentes populagdes ja demonstraram a inter-relagdo existente entre
polimorfismos no DNA relacionados desenvolvimento do cancer, trazendo a luz o fato de que
o risco da doenca ¢ fortemente influenciado por alteragdes genéticas do hospedeiro
(GONZALEZ-GARZA et al., 2020; TATA et al., 2022). Muitos dos estudos caso-controle que
avaliaram a associagdo entre polimorfismos genéticos e o risco de cancer oral foram abordados
em metanalises que buscaram esclarecer a rela¢do entre as variantes e a doenca (REZAEI et al.,
2021; REZAEI, DOULATPARAST; SADEGHI, 2020; WANG et al., 2017; YANG, Y.; CAO,
2022; YOU et al., 2015; ZHAO et al., 2013).

Nesse contexto, a metanalise se destaca como uma ferramenta essencial nos estudos de
associacdo genética, pois supera desafios como a necessidade de grandes amostras para
deteccao de alelos raros nas populagdes (LEE et al., 2018). A metanalise combina resultados
de estudos anteriores, aumentando a forca estatistica, a precisdo na estimativa de efeitos,
lidando com a heterogeneidade entre estudos e fornecendo novas percepcdes sobre associagdes
gene-doenca (LEE, 2015).

Contudo, a metanalise apresenta uma limitagcdo referente ao limiar de significancia
estatistica ligada estritamente ao valor de P tido como um valor de uma associagao verdadeira
o que pode levar a divulgacao de dados falso-positivos (NUZZO, 2014). Para solucionar tal
problematica, foram desenvolvidas abordagens Bayesianas que podem ser usadas para reavaliar
os dados significativos de metanalises genéticas apontando variantes com valores fidedignos
de associacdo com as doengas (MAJUMDAR et al., 2018). Por meio dos calculos bayesianos
de FPRP (WACHOLDER et al., 2004)) e BFDP (WAKEFIELD, 2007), nossos resultados
mostraram uma associagao notdria entre os polimorfismos rs3025039 e rs1900896 nos genes
VEGEF e IL10, respectivamente, e o risco de cancer oral.

O gene VEGF expressa uma molécula homonima considerada um dos principais fatores
angiogénicos envolvidos na génese tumoral, atuando tanto na progressdao quanto na

possibilidade de se desenvolver metastase no hospedeiro por meio da sua influéncia na
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permeabilidade, remodelagdo e sobrevivéncia dos vasos, além de ser altamente expresso em
tecidos tumorais (YANG.; CAO, 2022). O polimorfismo rs3025039 representa uma mudanca
de uma citosina para uma timina na posi¢do 936 da regido 3’ ndo traduzida (DING, H. et al.,
2012), este polimorfismo foi associado a niveis séricos reduzidos de VEGF em pacientes
saudaveis do Bahrein em individuos com o gendtipo homozigoto mutado apresentaram os
menores valores deste mediador quando comparados aos individuos homozigotos selvagens e
heterozigotos (AL-HABBOUBI et al., 2011).

Por outro lado, outros autores encontraram achados contraditérios ao papel do
polimorfismo rs3025039 no gene VEGF em que o alelo T foi significativamente associado a
uma maior expressao de CD-31, um marcador de células endoteliais, sugerindo que este alelo
estd relacionado a uma maior taxa de angiogénese em pacientes com cancer oral (KAMMERER
etal.,2014). Este achado corrobora nossos resultados em que o gendtipo TT apresentou valores
dignos de associagdo com o maior risco de associacdo com o cancer oral (OR: 1,64, IC: 1,34-
1,98, p<0,05) (Figura 1). A metandlise de abordagem Bayesiana apresenta a vantagem de
reavaliar os estudos de metanalise convencional que traz informacdes agrupadas de estudos
individuais com aumento do poder de associagdo estatistica. Portanto, os nossos achados a partir
dos dados da metanalise de Zhao et al., (2013) sdo considerados robustos e demonstram o papel
do alelo T no polimorfismo rs3925039 no gene VEGF como notoério biomarcador molecular
para o cancer oral.

Por sua vez, o gene IL10 expressa a IL-10 cujas propriedades anti-inflamatorias
desempenham um papel complexo no cancer. Embora seja tradicionalmente vista como
supressora do crescimento tumoral devido a sua capacidade de limitar a inflamagao e a resposta
imune, pesquisas recentes sugerem que a IL-10 também pode ter efeitos pré-tumorais
(CARLINI et al., 2023). Por exemplo, esta IL pode aumentar a expressao do ligante 1 de morte
programada (PD-L1) em células dendriticas, o que pode ajudar as células tumorais a evadir da
vigilancia imunoldgica (KWASNIAK et al., 2019). Além disso, a deficiéncia de IL-10 pode
levar ao aumento da producao de IL-1, uma citocina pro-inflamatéria que pode promover o
crescimento do tumor (LOPEZ-LABADY; BOLOGNA-MOLINA; VILLARROEL-
DORREGO, 2021).

A IL-10 ¢ uma citocina de cunho anti-inflamatorio e pro-tumoral (GONZALEZ-
GARZA et al., 2019) os quais os niveis elevados foram relatados em pacientes com carcinoma
orofaringeo quando comparados com os niveis em pacientes saudaveis (2,3 pg/mL) (POLZ-
DACEWICZ et al., 2016)). Neste contexto tem-se o polimorfismo rs1800896 que representa

uma mudanga da base adenosina para uma guanina na regido promotora do gene IL10, mais
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especificamente no locus -1082 (NAMAZI et al., 2018). Este polimorfismo foi
significativamente associado a uma maior susceptibilidade para o desenvolvimento de cancer
oral em populagdo de Taiwan (TSAI et al., 2014) e da india (SHARMA et al., 2018). Além
disso, associacio similar foi encontrada para uma populacio do norte da India em que o alelo
G apresentou associacdo em pacientes portadores de cancer oral com habitos de fumar
(HUSSAIN et al., 2016).

Nossos dados mostram notoriedade para a associagdo entre o genotipo homozigoto
mutado e o maior risco de cancer oral em populagdo asiatica, o que corrobora os estudos
disponiveis que mostram a associa¢do entre o alelo mutado no polimorfismo rs1800896 e o
maior risco de cancer oral (LIU et al., 2021; YAO et al., 2008). Tais achados demonstram a
possibilidade deste polimorfismo no gene IL10 ser considerado como um potencial
biomarcador molecular para o cancer oral.

Contudo, achados contraditérios sobre a influéncia do polimorfismo rs1800896 sio
reportados na literatura em que outros autores identificaram niveis séricos elevados desta
citocina em pacientes portadores do gendtipo homozigoto selvagem para esta variante (VIVAS;
VILLAMARIN-GUERRERO; SANCHEZ, 2021). Portanto, para maior validagdo de nossa
hipdtese, mais estudos sdo necessarios sobre a relacdo entre este polimorfismo no gene IL10 e
o risco de cancer oral.

Nossos resultados evidenciaram o montante de dados disponiveis sobre a associa¢ao
significativa encontrada em metandlises genéticas que relacionaram variantes em genes de
mediadores imunoldgicos e o risco de cancer oral. As metandlises trouxeram dados sobre
polimorfismos em genes como TNFA (CHEN, F. C. et al., 2013), IL4 (JIA et al., 2014), IL6
(REZAEI et al., 2021) e IL8 (WANG et al., 2013; YANG et al., 2014). Embora os
polimorfismos nestes genes nao tenham sido considerados dignos de nota tal achado nao indica
auséncia de influéncia destes mediadores na fisiopatologia do cancer oral. De fato, os estudos
caso controle que compuseram as metanalises incluidas sobre estes genes e polimorfismos, os
proprios estudos de metanalise (Tabela 1) e as redes gene-gene e proteina proteina (Figuras 1 e
2) evidenciam o papel preponderante destes fatores no processo fisiopatologico da neoplasia,
sendo necessarios estudos que melhor norteiem a relagdo entre tais genes e variantes € o risco

de cancer oral.



35

Figura 2. Rede gene-gene formada entre os genes de interleucinas onde TNF, VEGF,

IL4, IL-6, IL-8 e IL-10 estao em posicao central na rede de interagao.
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Legenda: IL — Interleucina; CXCL — Ligante de quimiocina; TNF — Fator de necrose tumoral; VEGF - Fator de Crescimento
Endotelial Vascular; Linhas douradas — Nivel de co-expressdo génica indicando a semelhanca no nivel de expressio caso dois genes
estejam ligados; Linhas roxas — Nivel de interacgio proteica em que dois produtos génicos estiio vinculados; Linhas azul claro — Conexao
entre genes que participam da mesma reacio num mecanismo biolégico; Linhas laranjas — Semelhanca da ac¢fio dos genes em outros

organismos observada por meio de ortologia; Linhas azul escuro — Coneciio entre genes expressos no mesmo tecido ou érgio.

Figura 3. Rede proteina-proteina envolvendo interleucinas com genes apresentando

valores fidedignos de associagcdo com o cancer oral
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Embora este estudo seja considerado acurado pela bem estabelecida metodologia
empregada, o qual foi foco de demais estudos disponiveis na literatura (FREIRE et al., 2024;
JEONG et al., 2018; LEAL et al., 2022; LEE et al., 2020; MESQUITA et al., 2023; PARK et
al., 2018; SILVA et al., 2021) e robusto pelo quantitativo de dados incluidos, bem como pelas
informagdes fornecidas pelas abordagens Bayesianas, pela avaliacio de qualidade
metodoldgica (Tabela 2) e andlises in silico, algumas limitagdes devem ser reportadas e
discutidas. Primeiramente, existe uma ampla disponibilidade de dados metanaliticos sobre
variantes genéticas em mediadores imunologicos e o risco de cancer oral que ndao puderam ser
incluidos em nossos resultados pela auséncia de significancia estatistica. A auséncia desta
significdncia nem sempre representa falta de significancia clinica (CHAMBRONE;
ARMITAGE, 2016). Em segundo, algumas coortes relevantes para o melhor entendimento do
cancer oral, como habitos de fumar, sexo, idade, fonte dos participantes e histérico clinico de
tratamento ndo puderam ser incluidos na avaliacdo Bayesiana pela auséncia de uma maior
estratificacdo dos dados das metanalises. Em terceiro, por ser uma doenga complexa, fatores de
ajuste como analises haplotipicas ndo puderam ser avaliadas pela auséncia destes dados nos
estudos de metanalises. Futuros estudos devem levar tais limitacdes em consideracdo para

melhor esclarecer o papel de polimorfismos genéticos relacionados ao risco de cancer oral.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo demonstrou a notoriedade dos polimorfismos rs3025039 e
rs1800896 nos genes VEGF e IL10, respectivamente, com o risco de cancer oral, sendo tais
variantes consideradas como provaveis biomarcadores moleculares para o risco da doenga. A
analise metanalitica de abordagem Bayesiana aplicada a polimorfismos genéticos em genes de
mediadores imunologicos demonstrou ser uma ferramenta eficaz para identificar associagdes
relevantes com o risco de desenvolvimento de cancer oral. Essas descobertas fortalecem a
hipdtese de que variantes genéticas especificas t€m um papel significativo na patogénese do
cancer oral, podendo ser utilizadas futuramente como marcadores preditivos em populagdes de
risco.

Adicionalmente, a metandlise bayesiana mostrou-se vantajosa em superar a limitagao
da andlise tradicional, que muitas vezes se baseia apenas no valor de P, propenso a gerar falso-
positivos. Com os calculos de FPRP e BFDP, foi possivel identificar associagdes com maior
precisdo, oferecendo uma compreensdo mais robusta da influéncia genética na fisiopatologia
do cancer oral. A utilizagao de redes gene-gene e proteina-proteina reforcou a importancia de
genes como VEGF, IL10, TNFA, IL4, IL6 e IL8 nesse processo.

Entretanto, algumas limitagdes foram identificadas, como a auséncia de significancia
estatistica em alguns estudos metanaliticos, que ndo necessariamente reflete a auséncia de
relevancia clinica. Além disso, a falta de estratificacao de dados sobre fatores como hébitos de
vida, idade e historico clinico dificultou uma anélise mais abrangente dos fatores de risco. Tais
lacunas indicam a necessidade de estudos futuros com uma maior variedade de dados e coortes
mais detalhadas.

Por fim, o estudo contribui de forma significativa para o campo da genética aplicada ao
cancer oral, porém, ressalta-se a necessidade de novas investigacdes que considerem outras
variantes genéticas e fatores ambientais. Com mais pesquisas, serd possivel ampliar a
compreensdo sobre a interacao entre fatores genéticos e ambientais no risco de cancer oral, e

desenvolver estratégias de prevencado e tratamento mais eficazes.
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