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RESUMO

Os casos de cancer aumentaram mundialmente. Estimam-se, para o Brasil, 14.700 novos casos de Carcinoma de Células Escamosas Oral (CCEO)
para o biénio 2018-2019. A maioria dos casos de cancer pode ser prevenida com medidas simples, como estilo de vida saudavel, alimentagio
balanceada e mais natural, higienizacéo, exercicios fisicos, somada a exames laboratoriais de triagem que podem ajudar a prevenir ou identificar
processos carcinogénicos, como as analises de microRNAs (biomarcadores envolvidos na oncogénese). Considerando o exposto, o objetivo
deste estudo foi relacionar fatores socioeconomicos e epigenéticos - nivel de expressdo do microRNA da familia Let-7 (miR-let-7c), em uma
amostra de individuos residentes no municipio de Belém, Par4, Brasil. O resultado da investiga¢io, apesar de se constituir de uma amostra
heterogénea, nio apresentou diferencas estatisticas na expressiao do microRNA let-7c. Esse resultado sugere que no processo da formacio
da populagio de Belém, esse biomarcador ndo sofreu influéncia da ancestralidade genomica, fazendo dele um bom marcador de risco e que
pode ser utilizado como ferramenta em estudos comparativos relacionados ao desenvolvimento do cancer ou doengas infectocontagiosas.
Um vasto campo e uma infinidade de biomarcadores ainda podem ser identificados e analisados, resultando em tratamentos menos invasivos,
com melhores prognosticos.

Palavras-chave: Fatores socioecondmicos e ambientais, microRNAS; cancer bucal; oncogenes; genetica

PREDICTIVE BIOMARKERS IN ORAL TISSUES AND
THEIR HEALTH IMPLICATIONS IN A MYSTICULTURAL
POPULATION OF THE AMAZON

ABSTRACT

Cancer cases have increased worldwide. In Brazil, there
were an estimated 14,700 new cases of oral squamous cell
carcinoma (CCEO) in the 2018-2019 period. Most cases
of cancer can be prevented with simple measures such as
a healthy lifestyle, balanced diet, hygiene, exercise, and
screening tests, that can help prevent or identify cancerous
processes such as microRNA analyses (biomarkers
involved in oncogenesis). The aim of this study was to
relate socioeconomic and epigenetic factors (expression
levels of Let-7 family microRNA, miR-let-7c) in a sample of
individuals living in the city of Belém, Par4, Brazil. Despite
the heterogeneous nature of our samples, results did not show
statistically significant differences in the expression of let-7¢
microRNA, showing that this biomarker is not influenced by
genomic ancestry in the population of Belém, making it a
good risk marker that can be used as a tool in comparative
studies related to cancer or infectious diseases. Numerous
biomarkers remain unknown and may be identified and
analyzed, resulting in less invasive treatments and better

prognoses.
Keywords: Socioeconomic factors; microRNAS; oral cancer; onco-
genes, genetics
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BIOMARCADORES PREDICTIVOS EN TEJIDOS ORALES
Y SUS IMPLICACIONES PARA LA SALUD EN UNA
POBLACION MISTICA DE LA AMAZONIA

RESUMEN

Los casos de cancer han aumentado en todo el mundo. Se
estima, para Brasil, 14.700 nuevos casos de carcinoma de
células escamosas orales (CCEO) para el bienio 2018-2019.
El cancer se puede prevenir con un estilo de vida saludable
y con anlisis de microARN, biomarcadores implicados
en la oncogénesis. El objetivo de este estudio fue evaluar
la asociacién entre el nivel de expresiéon de los microARN
de la familia Let-7 (miR-let-7c) - factores epigenéticos y
socioeconémicos de individuos que viven en la ciudad de
Belém (Para), Brasil. La muestra, a pesar de la heterogeneidad,
no present6 diferencias estadisticas en la expresién del
microARN let-7¢ que muestra que, en el proceso de formacion
de la poblacion de Belén, este biomarcador no sufre influencia
de ascendencia genémica, por lo que es un buen marcador
de riesgo que puede utilizarse como herramienta en estudios
comparativos relacionados con el cancer o las enfermedades
infecciosas. Todavia se puede identificar y analizar un vasto
campo y una multitud de biomarcadores, lo que resulta en

tratamientos menos invasivos, con un mejor prondstico.

Palabras clave: [actores socioeconomicos y ambientales;

microARN; cancer oral, oncogenes; genética
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1 INTRODUCAO

O céancer representa um importante problema de
sadde publica mundial devido ao seu impacto social
e aos elevados indices de morbimortalidade. No
Brasil, as unidades de alta complexidade do Sistema
Unico de Satde sdo responsaveis pela maioria
dos atendimentos (Cervigne et al. 2009). Entre os
anos de 2003-2007, observou-se um aumento no
numero de casos em todas as regides brasileiras,
resultado de diferentes variaveis entre as quais: (a)
envelhecimento populacional, genética, exposicao
a agentes infecciosos como Helicobacter pylori, o
virus do papiloma humano (HPV), as hepatites B e
C e o virus Epstein-Barr (Nasman et al. 2019); (b) a
poluicéo do ar, da agua e do solo com substancias
quimicas carcinogénicas também contribui para o
onus do cancer em diferentes graus, dependendo
das configuracdes geograficas; e (c) o consumo de
tabaco, que na sua composi¢do tem mais de 7.000
produtos quimicos, dos quais mais de 50 estiao
relacionados ao desenvolvimento do cancer. Dentre
essas variaveis destacamos o cancer de pulmio, de
esofago, de laringe (boca), de boca, de garganta,
de rim, de bexiga, do pancreas, do estdmago e do
colo do utero. Portanto, o tabaco constitui-se no
maior fator de risco evitavel para a mortalidade
por cancer, ja que 6 milhdes de pessoas tabagistas
a cada ano apresentam sintomas da doenca (Blot

et al. 1988, Prado 2014).

Atividades de prevencdo primaria ao cancer
devem ser incorporadas ao nosso cotidiano,
principalmente por aqueles individuos com
variantes moleculares (presentes na molécula
de DNA ou RNA) que necessitam de um maior
controle sobre os fatores ambientais, além da
pratica de atividades fisicas regulares, visando a
diminuicéo a susceptibilidade do desenvolvimento
do céncer e seus fatores de risco associados
(Guerra, Moura Gallo & Mendonga 2005, Nogueira
2010, Ribeiro-dos-Santos et al. 2010, Castro 2009).

Do ponto de vista biologico, o cancer é resultado
da acumulac¢do gradual de mutagdes genéticas e
epigenéticas que afetam principalmente genes
drivers, alterando a homeostase das func¢des
essenciais das células (Tomasetti et al. 2017).
Em resposta a essas alteracdes drivers, a célula
adquire uma série de novas habilidades, incluindo
a capacidade de emitir sinais de proliferacdo
continua, bloquear os sinais de supressdo tumoral,
resistir a morte celular, ajustar o metabolismo
energético, escapar da resposta imune, induzir
angiogénese, habilitar imortalidade replicativa
celular e ativar o mecanismo de invasio e metastase
em Orgdos distantes (Hanahan & Weinberg 2011,
Bourguignon 2012, Yang et al. 2014). A maioria
dos cénceres pode se apresentar com frequéncia
variavel em funcéo das caracteristicas biologicas

e culturais de cada regido do pais (Guerra et al.
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2005, Yanaihara et al. 2006, Shiiba et al. 2013, Yang
et al. 2014).

Diante desta realidade, torna-se necessario
o estudo dos mecanismos que envolvam a
carcinogénese, tanto do ponto de vista estrutural
como do ponto de vista funcional, a fim de se
entender mais sobre essa doenca e assim propor
novas abordagens preventivas, diagnosticas e

terapéuticas, uma vez que a interacio entre o

suppression

conjunto de mecanismos (Figura 1) faz com que
o cincer seja muito complexo, de dificil manejo e
um grande impacto para a saide publica mundial
(Castro 2009).

Em relacdo ao cincer da cavidade oral (CCEO),
para o Brasil, estimam-se 14.700 novos casos de
carcinoma de CCEO, distribuidos entre 11.200
novos casos de cancer da cavidade oral entre

homens e 3.500 entre mulheres para cada ano do

Tumor
development

Figura 1 - Modelos dos mecanismos moleculares dos miRNAs envolvidos na patogénese do cancer.
Neste modelo ressaltamos o let-7, que funciona como supressor tumoral (Zhang et al. 2015).
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biénio 2018-2019, ntimeros que correspondem a
um risco estimado de 10,86 novos casos a cada
100 mil homens, ocupando a quinta (5%) posicéo;
e de 3,28 para cada 100 mil mulheres, sendo o 12°
mais frequente entre todos os canceres. Segundo
dados do Inca (2018), sem considerar os tumores
de pele ndo melanoma, o cincer da cavidade oral
em homens é 0 6° mais frequente na Regifo Norte
(3,59/100 mil). Para as mulheres, é o 12° mais
frequente na regido (1,78/100 mil). No estado do
Par4, a estimativa foi de 220 casos novos, sendo 140
nos homens e 80 nas mulheres. E, no municipio de
Belém, 60 novos casos, sendo 30 nos homens e 30
nas mulheres de cancer da cavidade oral.

Em 2018, foram estimados 246 mil casos novos
de canceres de lingua e cavidade oral em homens
e 108 mil em mulheres, no mundo, sendo mais
comum em homens acima dos 40 anos do que em
mulheres. O risco estimado para essa neoplasia
foi de 6,4/100 mil em homens e 2,9/100 mil em
mulheres (Bray et al. 2018, Ferlay et al. 2018).
Labios, gengivas, bochechas, céu da boca, lingua e a
regido embaixo da lingua sdo estruturas anatémicas
afetadas pelo cancer de boca (Silva 2019).

Por causa da maioria dos canceres se desenvolver
em pessoas com idade avancada, presume-se
que o envelhecimento populacional (tempo de
vida prolongado) seja um dos principais fatores

envolvidos na carcinogénese, pois ocorre alteracido

do equilibrio entre o mecanismo da apoptose e
proliferacdo celular afetado pelo surgimento de
mutacdes germinativas ou somaticas (Dantas
et al. 2009, Prado 2014) no genoma nuclear e/
ou mitocondrial. Tais mutac¢des podem ocorrer
devido a exposicdo a determinadas substancias
mutagénicas ou “carcinégenos” (Andreghetto et
al. 2011, Cavalcante et al. 2019).

Atualmente, os testes genéticos identificam a
presenca principalmente de oncogenes e supressores
tumorais especificos para certos tipos de cinceres,
marcadores tumorais que revelam a presenca de
substincias produzidas pelas células cancerosas,
indicando o grau do tumor, contribuindo para a
precocidade do diagnostico (Prado 2014).

Considerando que o céncer oral é uma doenca
agressiva, mutiladora que frequentemente
deixa sequelas irreversiveis na fala, respiragéo,
degluticdo e pode evoluir para o 6bito (Argyris
et al. 2008, Ferlay et al. 2010, Jemal et al. 2009,
Nasman et al. 2009), comprometendo a satide e a
qualidade de vida, faz-se necessaria a investigagio
de biomarcadores preditivos que possam auxiliar
no diagndstico precoce, obtendo-se melhor
progndstico e tratamentos menos invasivos e
agressivos.

O microRNA let-7C é um biomarcador
natural do nosso organismo, regulador do gene

VDR, horménio da vitamina D. Quando esse
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microRNA apresenta um perfil de expressido
elevado, denominado de hiperexpresso, tera o
papel de antibactericida natural eliminando
os microrganismos existentes no meio celular,
favorecendo a saude do individuo. Por outro
lado, quando o let-7c se apresenta com nivel de
expresséo baixa, hipoexpresso, os microrganismos
permanecerdo no interior das células deixando o
organismo vulneravel a qualquer tipo de infecgéo,
como a tuberculose, a hanseniase, incluindo o
desenvolvimento do cancer. Portanto, investigacdes
no perfil de expressdo deste miRNA podem
fornecer uma ferramenta genética importante para
o estabelecimento de biomarcadores relacionados a
varias doencas como o cancer (Silveira et al. 2012,

Harding & Sherr 2014, Yang et al. 2014).

2 FATORES DE RISCO PARA 0 CANCER
Fatores Ambientais

Os fatores de risco mais conhecidos incluem o
tabagismo e o consumo excessivo de alcool, sendo
que o risco é 30 vezes maior para os individuos que
fumam e bebem do que para aquelas pessoas que
nao o fazem (Silva 2019). Dentre outros fatores de
risco, encontra-se a exposi¢éo ao sol sem protecio.
Mais de 30% dos pacientes com céncer nos labios
trabalham expostos aos raios solares (Inca 2014),
o excesso de gordura corporal, a infecgio pelo

HPV relacionada ao cAncer de orofaringe e fatores

738

relacionados a exposi¢éo ocupacional (Silva 2019).
Nas pessoas que fazem uso de tabaco nas mais
diferentes formas, aumenta-se em 90% o risco de
cancer de boca, garganta ou laringe (Hukkanen et
al. 2005). As bebidas alcodlicas também aumentam
esse risco em torno de 75% a 80%. A combinacio
do uso de cigarro e bebida é a mais fatal (Blot et
al. 1988). Alguns estudos mostram a influéncia do
trauma crénico na mucosa oral de pacientes com
lesdes potencialmente malignas e em pacientes
com céncer, por isso, acredita-se que o uso de
dentaduras, pontes ou coroas mal-adaptadas
também sejam um fator de risco para o céncer
oral (Piemonte, Lazos & Brunotto 2010).
Agentes infecciosos também tém papel
importante no aparecimento do cancer, por
exemplo, cita-se tipos de HPV (Human Papiloma
Virus) associados ao desenvolvimento do cancer
de colo de ttero, também encontrados em 20%
a 30% dos canceres de amigdalas, o que sugere
um fator para o desenvolvimento de cancer de
garganta em 20% das pessoas (Lima et al. 2014).
Conservantes de carnes e embutidos, salmouras,
raios ultravioletas, radiacdes ionizantes, bebidas
alcdlicas, herbicidas, pesticidas e fungicidas
utilizados indiscriminadamente em produtos
destinados ao consumo humano, também podem
resultar no surgimento de tumores malignos

(Andreghetto et al. 2011, Linhares 2014).
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Fatores Epigenéticos

Os microRNAs (ou miRNAs) sdo pequenas
moléculas de RNA nio codificantes compostas
por cadeias de 18 a 25 nucleotideos, de fita dupla
e pertencem a uma longa familia altamente
conservada (Ambros 2004, O’Donnell et al.
2005, El-Hani et al. 2006, Ivey & Srivastava
2010). Elas controlam diversas vias de regulacio,
como o desenvolvimento, diferenciacio celular,
proliferacio, envelhecimento do organismo,
senescéncia e apoptose. Portanto, a desregulacdo
da expressdo de miRNAs contribui para a
manifestacdo de algumas doencas, dentre elas,
o céncer (Yanaihara et al. 2006, Calin et al. 2007,
Farazi et al. 2011). O processo de selecéo é dirigido
pela interacdo molecular entre a extremidade
5'UTR do regulador e a extremidade 3’UTR do
regulado e pelo reconhecimento da sequéncia seed
(2-8 nucleotideos iniciais da extremidade 5'UTR

do miRNA) (Figura 2 e 3).

G u
mRNA alvo 5'.‘.(|Ilfc C,TtliuulﬁA U{|Jl|JT(|J(|Jlf(|I£[« .
miRNA K UGA UA UGUUGG AU GAUGGI‘:’GU 5
see

Geralmente, um miRNA regula centenas de
genes-alvo, alternativamente, um gene pode ser
reprimido por centenas de miRNAs, resultando na
formagcao de vias de regulagio complexas (Bartel et
al. 2008). A justificativa do uso desses elementos é
que, em média, 60% dos mRNAs apresentam uma
ou mais sequéncias evolutivamente conservadas
que estdo previstas para interagir com miRNAs
(Krek et al. 2005, Lewis et al. 2005, Bartel et al.
2008, Friedman et al. 2009). Outro fundamento é o
auxilio das analises de bioinformatica, que podem
prever que a regido 3° UTR de um unico gene
como alvo frequente de varios miRNAs diferentes
(Krek et al. 2005, Lewis et al. 2005), muitas dessas
analises mostram a importancia do controle
da regulacdo génica em genes fundamentais
para o desenvolvimento e manutencdo da vida
foram, e tém sido validadas experimentalmente,
demonstrando a cooperacdo do miRNA para

regulacdo da expressio (Ivanovska & Cleary 2008).

RNAm degradado pelo miRNA (devem
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Figura 2 - Sequéncia de microRNAs com destaque em
Seed. Fonte: Ribeiro-dos-Santos et al. (2010)

Figura 3 - Biogénese ou geracdo de miRNAs e os
mecanismos de inibi¢do da sintese proteica. Um miRNA
primario (pri-miRNA) é transcrito ou produzido no
nucleo. Fonte: www.institutonanocell.org.br1300 x 642.
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As evidéncias bioldgicas tém demonstrado
que o surgimento do cancer envolve alteracdes
em oncogenes, genes supressores de tumor, genes
controladores do reparo de DNA, do ciclo celular
e adesdo celular, assim como envolve também
inimeras alteragdes epigenéticas, em que se
destacam os microRNAs. Esses elementos tém
emergido como principais agentes da estabilidade
e do equilibrio celular (também denominada de
homeostase), portanto, a analise da expressdo
dos miRNAs e a desregulacdo de sua fungéo
pode fornecer informagdes valiosas das diversas
doengas humanas (Ross & Davis 2011, Glaser et

al. 2009).

Displasia

“arcinoma
in situ

Carcinoma
espinocelular

3 MICRORNAS NO CANCER ORAL

Os miRNAs regulam genes alvos e
desempenham um papel crucial na iniciagdo
e progressao do cancer oral e alteragdes nessa
expressdo determinam uma assinatura especifica
que pode auxiliar no diagndstico, prognostico
e alvos terapéuticos nos casos de carcinoma
de CCEO (Lo et al. 2012, Shao et al. 2013, Min
et al. 2015). Estudos mostraram a expressdo
desregulada de miRNAs no tecido tumoral ou
em linhagens celulares derivadas de céncer
oral, quando comparadas a amostras de tecidos
adjacentes ao tumor indicando seu potencial
papel no desenvolvimento da doenga (Figura 4)

(Andreghetto et al. 2011, Nagadia et al. 2013).

Tumrigénese
| Miperusprinas | lipoepresss.
ks 1}k s ile

T 21 (] e

M ' b |
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IT.!.“I L]
152 11 ]
154 2

Metastase

Figura 4 - MiRNAs desregulados em cada etapa do processo de desenvolvimento ao CCE.
Fonte: Adaptado de Nagadia et al. (2013).

740

Amazénica - Revista de Antropologia




Biomarcadores preditivos em tecidos bucais e suas implicacoes na sallde em uma populacao

Varios autores apontaram véarios tipos de
microRNAs relacionados com o desenvolvimento
de diversas patologias da cavidade oral, como o
CCEO, conforme tabela 1.

Adicionalmente, estudos recentes tém sugerido
que marcadores genéticos ligados ao grupo étnico
especifico a que os individuos pertencem pode
influenciar na sobrevida de pacientes com cancer
orofaringeo. No estudo de Megwalu e Ma (2017),
os individuos de ascendéncia africana obtiveram

piores indices, atribuidos, provavelmente, as

piores condicdes socioecondmicas dificultando o
acesso ao tratamento nesses individuos. Silva et
al. (2017) relataram em seus estudos o efeito da
ancestralidade genética no risco de suscetibilidade
ao desenvolvimento do cancer gastrico, em uma
populacdo da Amazdnia brasileira, sendo que a
composi¢do étnica do grupo caso investigado foi
constituida de 41% europeia, 26% africana e 33%
nativa americana, em comparagéo as contribuicées
ancestrais do grupo de controle que foram 47%

europeias, 23% africanas e 30% nativa americana.

Tabela 1 - miRNAs avaliados em estudos de investigacio oncoldgica e em publicacdes no cancer oral.

mirRNA Doencas e Tecidos Referéncias
hsa-miR-21 | Diversos tipos de canceres (Huang 2009b, Huang 2009, Avissar et
Cancer oral (leucoplasias) al. 2009, Reis et al. 2010, Ren et al. 2010,
Kawakita et al. 2014, Brito et al. 2013).
hsa-miR-181b | Hiperexpresso em displasias orais (Cervigne et al. 2009, Santhi et al 2013).
hsa-miR-345 | Hiperexpresso em displasias orais (Cervigne et al. 2009, Santhi et al 2013).
hsa-miR-96 | Hiperexpresso em displasias orais (Cervigne et al. 2009, Santhi et al 2013).
hsa-miR-31 | Hiperexpresso no cancer oral em todos os estagios | (Harris et al. 2012, Hung et al. 2014).
Hiperexpressao na saliva
Hiperexpressao na leucoplasias e cancer oral
hsa-miR-221 |Distingue tecido livre de cincer de outro com cincer | (Avissar-Whiting et al. 2010, Shiiba et al.
Hiperexpressdo em linhagens celulares e cincer oral. | 2013).
hsa-miR-375 | Distingue tecido livre de céncer de outro com cancer | (Avissar-Whiting et al. 2010).
hsa-miR-18 | Hiperexpressdo em linhagens celulares e cancer oral. | (Avissar-Whiting et al. 2010, Shiiba et al.
2013).
hsa-miR-451 |Expressédo global em céncer oral fixado em ormol (Hui et al. 2010).
Let-7¢ Processos inflamatorios da cavidade oral (Lopes 2016, Zhang et al. 2015, Fassina et al.
Participagédo no CCEO 2011).
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Adicionalmente, Pereira et al. (2012) em
outra publicacdo também da regido Amazonica,
relataram sobre a ancestralidade genémica do
municipio de Belém (PA), com uma populacéo que
apresentou uma distribuicéo de 53,7% de europeus,
16,8% africanos, e 29,5% de nativos americanos.

Diante de varios estudos, observa-se a
importancia de se associar os fatores do ambiente,
socioecondmicos, alimentares e de atividade
fisica, com a presenca de marcadores biologicos
(biomarcadores) que poderédo ser capazes de
identificar e auxiliar para a preven¢éo em maior ou
menor risco envolvido no processo de adoecimento,
quer seja de uma populacdo ou de um individuo
(Guerra et al. 2005, Nogueira 2010, Ribeiro-dos-
Santos et al. 2010, Castro 2009). Para isso, propomos
detectar a variacdo da expressdo do miRNA-let-7c,
de forma precoce, em relagdo a carcinogénese
oral, associando com os fatores socioeconémico
e alimentar por causa da contribuicdo ancestral
impar presente principalmente nas populagdes que
habitam a regiio amazonica, como a populacio
miscigenada de Belém.

Portanto, investigacdes no perfil de expresséo
do miRNA-let-7c podem fornecer uma ferramenta
genética/epigenética importante para o
estabelecimento de biomarcadores relacionados
a varias doencas, dentre elas o cancer (Silveira et

al. 2012, Harding & Sherr 2014, Yang et al. 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa de campo
descritivo/quantitativo de amostras sem cancer
de 100 individuos voluntarios que residem no
municipio de Belém, estado do Para. A coleta foi
realizada de 5/12/2016 até 10/1/2017 e encontra-
se dividida em 50 individuos do setor privado
de satde (Consultério odontoldgico particular:
SPRS, situado na Av. Senador Lemos, n. 100) e 50
individuos do setor publico de satde (Unidade
de Saude da Sacramenta, situada na Av. Senador
Lemos, s/n).

A realizacio desta pesquisa segue os principios
de Helsinque e da Resolug¢do 466/12, do Conselho
Nacional de Satde/Ministério da Satide. O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional
do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto
(CAAE n°56822516.1.0000.0018; Parecer: 1.906.415).
Todos os participantes deram seus consentimentos
informados por escrito e assinado (TCLE). Os
individuos que aceitaram participar da pesquisa
sdo residentes no municipio de Belém, estado do
Para, de ambos os sexos, maiores de 18 anos.

A totalidade dos individuos foi investigada em
relacéo aos fatores ambientais modificaveis, como
os habitos tabagistas, etilicos, ambos e sem héabitos
deletérios, assim como em relacéo a expresséo de
um marcador epigenético - o microRNA [et-7c.

Os fatores ambientais, aqui incluidos como
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dados socioecondmicos, foram apresentados ao
paciente e em seguida realizados pela aplicacdo
de um formulario individual e sucinto, antes do
atendimento. Nele existiam perguntas e respostas
diretas que dizem respeito a existéncia ou nio de
habitos tabagistas, etilicos, ambos e sem habitos
deletérios.

No que diz respeito aos fatores epigenéticos,
eles foram provenientes de amostras obtidas por
raspado da mucosa oral com escova apropriada,
acondicionadas em tubos Eppendorf com 500 pL
de 4gua DEPC + 500 pL. de RNA later (Ambion)
+ 200 pL de Ampicilina 2g, armazenadas a
-80°C. Os RNAs foram extraidos com TRIzol®
Reagent (Life Technologies, CA, USA), seguindo
o protocolo do fabricante, hidratados com agua
DEPC e armazenadas a temperatura de -80°C.
As concentragdes de RNA foram determinadas
com o kit especifico para RNA - Qubit® RNA-
Assay Kit (Life Technologies, CA, USA), medido
no equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer (Life
Technologies, CA, USA). Obtivemos o DNA
por meio da reacdo de Transcriptase Reversa,
utilizando o kit TagMan® Micro-RNA RT (Life
Technologies, Foster City, CA, EUA) segundo as
instrugdes do fabricante e o estocamos a -20°C para
posterior uso. Utilizamos o programa sugerido
pelo fabricante do kit. Nessa etapa, os primers sdo

especificos para a molécula de miRNA, além da

sintese do controle endégeno (RNU24), que corrige
e normaliza os resultados. A etapa seguinte foi a
Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa
(gPCR) em Tempo Real- (PCR em tempo real) para
a analise da expressdo utilizando o equipamento
7.500 Real Time PCR System (Applied Biosystems,
EUA). Todas as reacOes foram feitas em triplicata,
foi transcrito um pequeno RNA sintético (RNU24)
que foi utilizado como endégeno, a fim de favorecer
uma quantificago relativa e um NTC, para avaliar
possiveis contaminagdes. A analise dos resultados
foi realizada por quantificacdo relativa, mediante
o método Threshold Cycle (CT) comparativo.

A fim de evitar associagdo espuria entre os
polimorfismos genéticos e os grupos de individuos
do estudo, decorrente de subestruturacdo genética
populacional, foram estimadas a proporgio de
mistura interétnica das amostras, com um painel
de 61 MIA como previamente descrito (Santos et
al., 2010, Colares et al. 2014, Cardena et al. 2014,
Ota et al. 2013).

A metodologia do ACt foi utilizada para
analise dos dados. Em seguida, calculou-se 2¢T
e o respectivo fold change entre as amostras. As
diferencas entre as amostras foram calculadas por
meio do teste U — Mann Whitney test, em que os
valores de p< 0,01 foram considerados significativos
(escolhemos neste teste o valor de p< 0,01, porque

o nimero amostral era pequeno e as amostras eram
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de tamanhos diferentes). As frequéncias alélicas
nas amostras de caso e controle foram estimadas
por contagem génica, e os desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg foram realizadas pelo calculo de
qui-quadrado com correcido de Bom Ferroni. Os
haploétipos e as frequéncias haplotipicas foram
estimadas com o software PHASER 2.0 (Stephens &
Donnelly 2003). Todos os outros testes estatisticos
para a analise de associacdo das caracteristicas
socioecondmicas e bioldgicas (microRNAs) entre
os grupos foram realizadas pelo teste de qui-
quadrado de Pearson dentro do pacote estatistico
SPSS18.0 para Windows®. SignificAncia estatistica
foi definida com p-valor <0.05 com 2 desvios
padrdes. As proporg¢des interétnicas individuais,
considerando trés populagdes ancestrais (Europeu,
Africano e Nativo Americano) foi estimada com
o programa STRUCTURE 2.3.3 com um burn-in
de 200,000 e 200,000 corre¢des de Markov Chain
Monte Carlo apos cada burn-in (Pritchard et al.
2000). A associagio estatistica entre caso e controle
apos as corregdes por estratificacio populacional foi

feita com o software STRAT (Pritchard et al. 2000).

5 RESULTADOS E DISCUSSOES
Analise dos dados socioecondmicos

Na presente amostra, observou-se um
percentual médio de 72% de mulheres para 28% de

homens que realizam a busca ativa por atendimento

744

de satde na populacéo da cidade de Belém. Esses
resultados corroboram os dados da literatura (Moro
et al. 2018). Em nossos resultados, observamos
uma diferenca estatisticamente significativa do
sexo feminino (X*= 19,36; p<0,001).

Quando associamos o uso do cigarro ao sexo,
encontramos valores significativos de p= 0.04
para o sexo feminino, demonstrando que ha uma
probabilidade 11 vezes maior de que as mulheres
facam uso do cigarro em relacdo aos homens na
presente amostra. Ou seja, a probabilidade de a
mulher vir a desenvolver alguma doenca associada
ao tabagismo com a probabilidade de agravamento
torna-se mais alta nessas mulheres do que em
relacdo aos que nio sdo tabagistas. Esses dados
assemelham-se aos encontrados na literatura
pesquisada (Castro 2009).

Em relacédo ao tabagismo, 24% dos usuarios do
setor privado fazem ou fizeram uso do cigarro, ja
no setor publico esse percentual foi de 42% (Tabela
2). Encontramos um nimero bem superior a média
citada pela literatura pesquisada, que é de 4,9%
(Vigitel 2018), destacando que a capital paraense
é a que possui menor numero de fumantes do
pais (Vigitel 2018). Nossos resultados mostram a
maior frequéncia encontrada, em torno de 3 a 5
cigarros diarios (6%) nos dois grupos analisados;
de quatro vezes ou mais por semana (10%) no setor

privado e duas a trés vezes por semana no setor
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publico. Apenas 4% dos usuarios dos dois grupos
admitiram fumar mais de 20 cigarros/dia, ressalta-
se que a maior incidéncia foi dos entrevistados que
nao fazem uso de cigarros, sendo (82%) do setor
privado e (84%) do setor publico, fator positivo de
mudanca de comportamento (Tabela 3).

Nos ultimos nove anos houve uma queda
expressiva do consumo de cigarros; essa reducéo
do consumo foi em torno de 30,7% resultando
em melhoria na qualidade de vida (Prado 2014,
Inca 2018, Vigitel 2018), esse resultado reflete a
veiculagdo massiva das campanhas publicitarias
nacionais realizadas pelo Ministério da Saide.

A Pesquisa Nacional de Saiude de 2014 cita
que o estado do Para aparece alinhado a uma
tendéncia nacional, pela qual os homens séo os
que mais usam produtos do tabaco. De cada 1.000
entrevistados no estado do Par4, 27% se declararam
fumantes, dos quais 18% eram homens e 8,9%

mulheres (Brasil 2004, Inca 20138).

No estudo de Ferreira et al. (2013) observa-
se uma diferenca estatisticamente significativa
entre “fumantes e ex-fumantes” e “média diaria de
cigarros” no que concerne as quantidades utilizadas
(x*= 44.44; p < 0,001). Outro estudo (Prado 2014)
investigou a dependéncia do tabaco e a qualidade
de vida dos fumantes em relacéo a ex-fumantes e
ndo fumantes, correlacionando a qualidade de vida
com o grau de dependéncia nicotinica pelo QTF. Os
autores avaliaram 45 fumantes, 43 ex-fumantes (12
anos de abstinéncia) e 64 nao fumantes. Quanto ao
grau de dependéncia nicotinica, todos os grupos
apresentaram dependéncia a nicotina em graus
diferentes, entretanto, um resultado interessante
obtido nesse trabalho foi que os ex-fumantes
apresentaram quesitos sugerindo que a interrup¢io
do habito de fumar pode ter melhorado a qualidade
de vida desses individuos. Independente dos artigos
descritos acima, e da constatacio dos prejuizos que

o tabagismo traz ao dia a dia desses individuos, tal

Tabela 2 - Distribuicao percentual dos grupos de individuos atendidos no sistema de satide particular e puiblico,
sobre tabagistas, ex-tabagistas e etilistas dos usuarios. Elaboragdo: Questionario aplicado pelos autores da pesquisa.

Setor Privado Setor Publico
Usuarios Usuarios que Usuarios Usuarios que
y Etilistas . Etilistas
que fumam | ja fumaram que fumam | jafumaram
Sim 2 (4%) Sim 10 (20%) | 18 (36%) Sim 2 (4%) Sim 20 (40%) | 8 (16%)
Nio 48 (96%) Nio 40 (80%) | 13 (26%) Nio 48 (96%) | Nao 30 (60%) | 25 (50%)
Socialmente 19 (38%) Socialmente 17 (34%)
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fato parece néo afetar essa rotina, uma vez que a
maioria continua a fazer uso do cigarro (Ferreira
et al. 2013).

Em relacdo ao etilismo, 74% dos usuarios
do servigo particular ingerem bebida alcodlica;
enquanto no servigo publico, esse percentual foi
de 50% (Tabela 2). Uma pesquisa divulgada pelo
IBGE em 2013 mostrou que o percentual de homens
que consomem bebidas alcodlicas é quase trés
vezes maior do que o das mulheres no pais; 36,3%
(25 milhdes) da populacdo masculina fazem uso
de algum tipo de bebida alcodlica, uma vez ou
mais por semana, enquanto 13% (10 milhdes) da
populacéo feminina ingere algum tipo de bebida
alcodlica (Blot et al. 1988, Inca 2018).

Encontramos 4% dos usuarios do setor

privado que fazem uso diario de bebida alcodlica.

A ingestdo semanal fica em 30% e 18% para os
setores privado e publico, respectivamente: 22%
(privado) e 48% (publico) dos entrevistados néo
sio etilistas (Tabela 3). Os entrevistados do setor
privado de satide tém maior percentual de pessoas
etilistas, tanto na frequéncia quanto na variedade de
bebidas ingeridas. Na literatura (Castro 2009, Lopes
2016) encontramos que 47,5% dos entrevistados
consumiam bebidas alcodlicas fermentadas e
destiladas; 55,25% utilizavam a bebida de uma a
trés vezes na semana; 3,4% acima de quatro vezes na
semana; 21,9% utilizavam a bebida mensalmente e
21,15% utilizavam raramente algum tipo de bebida.
Quanto a frequéncia do consumo de bebidas
alcodlicas: 1% fazia uso diario de bebida alcodlica;
36,3% utilizavam 1 a 2 dias por semana; 4,4 % bebiam

3 a 4 dias por semana; 1,5% bebiam 5 a 6 dias por

Tabela 3 - Distribuicio percentual sobre frequéncia do fumo e média de cigarros utilizados pelos usuarios quando
fumam. Elaboracéo: Questionario aplicado pelos autores da pesquisa.

Setor Privado Setor Publico
Frequéncia do fumo Frequéncia do fumo

Diariamente 1(2%) 3 (6%)
Duas a trés vezes por semana 1(2%) 3 (6%)
Quatro vezes ou mais 5 (10%) 0 (0%)
Uma vez por més 3 (6%) 0 (0%)

Nao fumo 40 (80%) 44 (88%)

Média de cigarros Média de cigarros

la2 2 (4%) 3 (6%)
3a5 3 (6%) 3 (6%)
6a9 1(2%) 0 (0%)
10 a 20 1(2%) 0 (0%)
Mais de 20 2 (4%) 2 (4%)

Zero 41 (82%) 42 (84%)
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semana (diariamente); 5,9% faziam uso da bebida de
15 em 15 dias; 8,9% bebiam uma vez por més e 41,8%
ndo utilizavam nenhum tipo de bebida alcodlica
(Harding & Sherr 2014, Inca 2014). Ao consumo
excessivo de alcool sdo atribuidas cerca de 50 a 70%
de todas as mortes por cancer de lingua, cavidade
oral, faringe e esofago (Lopes 2016).

Prado et al. (2014) obtiveram diferenca
estatisticamente significativa quando relacionaram
os termos “ingerir bebida alcdolica” e “tipos
diferentes de bebida” (x*= 96,62; p < 0,001). Os
entrevistados sabem as consequéncias do uso de
bebidas alcodlicas, favorecendo a predisposicdo
a varios tipos de doencas, apesar disso, ndo
suspendem o seu consumo, tornando este habito um
fator de risco significante para o desenvolvimento
do CCEO. A maioria afirmou beber “socialmente”,
em média, dois tipos diferentes de bebidas e ainda
associadas ao cigarro. Devido a tal fator, também
obtivemos valores significativos em nossa amostra
(x*=28,59; p < 0,027) quando comparamos o “uso da
bebida alcdolica” e “frequéncia do fumo”. A estreita
correlacdo entre casos de cancer oral e habitos
deletérios, como o tabagismo e o alcoolismo,
usados isoladamente, sdo ainda mais acentuados
se estiverem associados (Inca 2018).

Na atualidade, as doengas cronicas néao
transmissiveis sdo as principais causas de morte

no mundo. Consideradas doencas multifatoriais,

elas possuem em comum os fatores de riscos
modificiveis, como inatividade fisica, colesterol
elevado, excesso de peso, tabagismo, consumo
excessivo de bebidas alcodlicas e alimentacgdo nao
saudavel (Nogueira 2010, Inca 2014), assim como
fatores biologicos.

A presenca de traumas na mucosa oral, o
estresse psicologico, poucas horas de sono, a
presenca da bactéria Helicobacter pylori que
provoca a gastrite, deficiéncias vitaminicas,
alteracdes hormonais, o cigarro ou aftas (em cerca
de 20% da populagio), pode favorecer o surgimento
de alteragdes teciduais, podendo evoluir para
um CCEO (Brito et al. 2013, Piemonte, Lazos &
Brunotto 2010).

Em nosso estudo, nos usuarios do setor privado,
6% afirmaram a presenca de aftas com frequéncia,
abaixo do encontrado por Brito et al. (2013) e
Piemonte, Lazos e Brunotto (2010), 16% possuiam
dentes quebrados ou proteses machucando e 36%
mordiam as bochechas ou a lingua com certa
frequéncia. Ja nos usuarios dos usuéarios do setor
publico, 34% afirmaram sofrer com a presenga
de aftas, percentual superior ao encontrado por
Brito et al. (2013) e Piemonte, Lazos e Brunotto
(2010), 48% possuiam dentes quebrados ou proteses
machucando e 30% mordiam as bochechas ou a

lingua com certa frequéncia.
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Tabela 4 - Distribuicao percentual dos grupos de individuos atendidos no sistema de satde particular e ptblico
sobre a condicdo de sua mucosa oral. Elaboracdo: Questionario aplicado pelos autores da pesquisa.

Setor privado Setor publico
Dentes Morde Dentes
Morde bochechas
quebrados/ | bochechas/ quebrados/

Aftas Aftas ou a lingua com

Proteses Lingua com Proteses .

L. frequéncia
machucando | frequéncia machucando
SIM 3 (6%) 8 (16%) 18 (36%) 17 (34%) 24 (48%) 15 (30%)
NAO 45 (90%) 41 (82%) 32 (64%) 33 (66%) 26 (52%) 34 (68%)
NAO SEI 2 (4%) 1(2%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(2%)

6 ANALISE DE ANCESTRALIDADE

A analise da ancestralidade genomica permite
estimar o processo de contribuicdo dos diferentes
macrogrupos humanos que formaram a populacido
brasileira, estabelecendo a base bioldgica da
contribuicio das populagdes parentais (asiatica -
indigena ou amerindia; africana e europeia). Para a
efetiva comparacéo entre os resultados observados
no presente estudo, foi praticado um Painel de
Marcadores Informativos de Ancestralidade (MIA),
utilizado em casos forenses e estudos de associacio
com doencas dentro da populagéo brasileira.
Analisamos 100 amostras de Belém, das quais
obtivemos resultados somente para 93 individuos
(7 amostras foram retiradas da pesquisa por néo
possuirem material suficiente para confirmagéo
dos resultados), todos néo relacionados do ponto
de vista bioldgico, representando, portanto, grupos

familiares distintos. Na analise da distribuicio
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geral da ancestralidade gendmica da amostra da
cidade de Belém, observou-se uma média de 61,4%
de contribui¢io europeia, 26,9% de contribuicdo
nativo americana e 11,7% de contribui¢io africana.

Paralelamente, também foi realizada a anélise
de ancestralidade gendmica, considerando os
dois setores separadamente, privado e publico. O
resultado desta analise geral também néo apresentou
diferencas entre suas médias. Esses resultados
sugerem que os dois setores, privado e o publico,
apresentam uma distribuicdo de ancestralidade
semelhante, portanto, os resultados podem ser
testados e comparados estatisticamente, uma vez
que nio apresentaram viés de subestruturardo
populacional. Os resultados da distribuicao de
ancestralidade genémica encontrados em nosso
trabalho sdo similares aos descritos por Santos et
al. (2010). Os achados encontrados por Manta et

al. (2013) também corroboram nossos resultados.
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Tabela 5 - Distribuicdo categérica da ascendéncia amerindia, europeia e africana nos usuarios do setor publico de

satude (SPUS) e usuarios do setor privado de satide (SPRS).laboracédo: dos autores 2021.

Ancestralidade Gendémica SPRS SPUS
Ancestralidade Americana N=39 N=50
5-10% - -
10-20% 6 (13,96%) 9 (18,00%)
20-30% 18 (41,86%) 9 (18,00%)
30-40% 6 (13,95%) 17 (34,00%)
40-50% 9 (20,93%) 10 (20,00%)
50-60% - 5 (10,00%)
>60% - -
p-valor - 1,000
Ancestralidade Europeia N=43 N=50
5-10% 2 (04,65%) -
10-20% 1(02,33%) 2 (04,00%)
20-30% 2 (04,65%) 6 (12,00%)
30-40% 2 (04,65%) 9 (18,00%)
40-50% 7 (16,28%) 17 (34,00%)
50-60% 11 (25,58%) 7 (14,00%)
>60% 18 (41,86%) 9 (18,00%)
p-valor - 1,000
Ancestralidade Africana N=43 N=50
5-10% 4(09,30%) 5 (10,00%)
10-20% 17 (39,54%) 25 (50,00%)
20-30% 12 (27,90%) 12 (24,00%)
30-40% 4(09,30%) 4 (08,00%)
40-50% 1(02,33%) 3 (06,00%)
50-60% 5 (11,63%) 1 (02,00%)
>60% - -
p-valor 1,000
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7 ANALISE MIRNALET-7C VS DADOS SOCIOE-
CONOMICOS E ANCESTRALIDADE

A Teoria do Campo de Cancerizacio (field
effect) sugere a presenca de uma area adjacente ao
tumor que possui aspecto histopatologico normal,
mas que ja apresenta alteragdes moleculares
(genéticas e epigenéticas), o que pode alterar a
homeostase epitelial predispondo essa regido
adjacente ao tumor ao desenvolvimento do cancer.
Dentre as diversas alteracdes moleculares estdo os
microRNAs (miRNAs), reguladores da expressdo de
genes importantes da via carcinogénica. Avaliar a
existéncia de diferencas significativas na expressio
do microRNAs let-7c nos dois grupos (privado e
publico), levando em conta as diferencas existentes
em relacdo a habitos deletérios, condigdes gerais
de acesso a assisténcia médica e odontologica e
ancestralidade, era nosso objetivo principal.

Nosso grupo de pesquisa foi o primeiro
a realizar o miRnoma (expressio global de
microRNAs) em CCEO por meio da plataforma de
Sequenciamento de Alto Desempenho (Lopes et al.
2016). Os resultados foram capazes de discriminar
o tecido acometido pelo CCEO do tecido normal.
Foram descritos no referido estudo sete novos
miRNAs, dentre os quais let-7c. A averiguacio
do miRNA [et-7c no CCEO parece coerente, uma

vez que participa de processos inflamatdrios da
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cavidade oral com o mesmo perfil de expressdo
(Lopes et al. 2016, Zhang et al. 2015).

Em nossas analises ndo obtivemos diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos
analisados (setor privado e publico). Dessa forma,
concluimos que os fatores epigenéticos que
regulam o mecanismo de expressdo dos genes,
como a a¢do de miRNAs e os outros processos
modificadores do ambiente aos quais esses usuarios
foram expostos, nao foram capazes de determinar
diferencas significantes na expressdo do miRNA
let-7c, sendo as médias obtidas para os usuarios
oriundos do servico privado de 1,3113555 e do
servigo publico de 1,02328733 (N=100; p=0,3897)
(Figura 5).

hsa-let-7c

ACt

Particular Publico

Usuérios

Figura 5 - A figura ilustra um Box Plot de comparagdo
dos niveis de expressdo do let-7c nos dois grupos de
usuarios estudados. Elabora¢io: dos autores baseados
nos protocolos de pesquisa (2021).
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Na literatura avaliada, o cancer resulta do
crescimento celular anormal ou da perda da
capacidade de apoptose, e os principais elementos
que regulam essas duas vias sido controlados pelos
miRNAs (Bartel 2004, Blot et al. 1988), em que o
silenciamento ou a hiperexpressdo de miRNAs
especificos parecem ser fendmenos essenciais
na iniciacdo e desenvolvimento da doenca.
Normalmente, os miRNAs que aparecem em niveis
elevados (hiperexpressos) em tecidos neoplasicos
podem ser considerados oncogenes - “oncomiRs”,
que atuam promovendo o desenvolvimento tumoral,
por meio da inibicdo de genes supressores tumorais
e/ou genes que controlam a diferenciacéo celular
e a apoptose. Em contrapartida, os miRNAs que
apresentam expressdo diminuida (hipoexpresso)
em tecidos tumorais sdo considerados genes
supressores tumorais, como é o caso da familia
Let-7, onde encontra-se o miRNA let-7c, que
usualmente previnem o desenvolvimento tumoral
inibindo negativamente a expressdo de oncogenes
e/ou genes que controlam a diferenciacéo celular
e a apoptose.

Para cada tipo de tecido ha um padrio
diferenciado da expressdo dos miRNAs. Assim,
tipos diferentes de tumores mostram padroes

de expressdo de miRNAs distintos, associados

a caracteristicas clinico-patologicas especificas.
Por causa dessa particularidade, esses elementos
podem ser usados como biomarcadores, tornando-
se uma poderosa ferramenta diagndstica ou de
segmento de uma doenca (Gongalves 2016).

Se um microRNA, como o let-7c, sofre uma
alteracdo em sua expressdo em determinado tecido,
as células podem se desenvolver fora de controle,
levando ao desenvolvimento da doenca.

A importancia da variabilidade da expressdo
de miRNAs reside no fato de que a familia Let-
7 demonstra agir como supressor de tumor
inibindo oncogenes e principais reguladores de
vias mitogénicas incluindo RAS, MYC, HMGA2 etc.

Numerosos estudos com cAncer mostraram que
os niveis de expressdo de let-7 sdo frequentemente
baixos e os clusters cromossémicos de let-7 sdo
frequentemente deletados em muitos tipos de
canceres. Let-7 é expresso em niveis mais elevados
em tumores mais diferenciados, que também tém
niveis mais baixos de oncogenes ativados, como
RAS e HMGA2.

Na figura 6, mostramos box plots comparando a
expressio do microRNA let -7c com a ancestralidade
gendmica dos dois grupos pesquisados pertencentes
a Regido Norte do Brasil, mas com habitos e

condig¢des socioecondmicas distintas.
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Figura 6 - Box Plot relacionando a expressdo do microRna let 7c com a ancestralidade dos dois setores da Pesquisa.
Elaboracéo: dos autores, baseados nos protocolos de pesquisa (2021).

A anélise da expressdo do microRNA [et-
7c ndo apresentou influéncia da ancestralidade
gendmica, mesmo considerando as diferencas
socioecondmicas observadas nos dois grupos
investigados. Portanto, os dados obtidos
sugerem que a expressido semelhante desse
biomarcador entre os dois servi¢os de saude

oferecidos para a populacdo de Belém (privado

e publico) pode ser utilizador como balizador
do mecanismo de adoecimento nesta populagéo.
Esses resultados também sugerem que o processo
de miscigenacdo dos povos formadores da
populacdo de Belém serve como ferramenta para
as analises de mudanca de perfil de expressio e,
consequentemente, de risco para varias doencas,

inclusive o cancer oral.
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8 CONCLUSDES

A amostra investigada foi bastante
heterogénea em relacdo as diversas variaveis,
apesar disso, ndo apresentou diferencas
estatisticas significativas em relagio a expressdo
do microRNA let-7c. As implicagdes em se
trabalhar com pacientes saudaveis nos dois
grupos de estudo tinha como objetivo avaliar
se as influéncias ambientais e de habitos pessoais
de cada grupo e individuo seriam suficientes para
modificar o padréo de expressio diferencial do
microRNA Let-7c. Entretanto, nao obtivemos

€,

um valor de “p” estatisticamente significativo
nos diferentes grupos. Observamos uma maior
elevacdo da expressdo do microRNA [et-7c no
grupo proveniente do setor privado, de usuarios
que relataram diagnoésticos anteriores com
outros tipos de cancer néo oral. Esse fato pode
ter influenciado na elevacdo da expressao desse

microRNA, porém, como o nimero amostral

foi relativamente pequeno e ndo obtivemos

€, 3

um valor de “p” estatisticamente significativo,
nio podemos afirmar que ha expressio distinta
entre esses dois grupos. Na presente amostra,
o biomarcador let-7c ndo apresentou influéncia
da ancestralidade gendémica em sua expressao,
portanto, os dados obtidos sugerem que a
expressdo desse biomarcador foi semelhante
entre os dois servigos de satde oferecidos para
a populacdo de Belém (privado e publico).
Dessa forma, o let-7c pode ser utilizado
como uma ferramenta a mais em estudos
comparativos relacionados ao cancer ou as doencas
infectocontagiosas. Ha, portanto, um vasto campo
para que novas investigacdes possam validar os
resultados observados no presente estudo, sempre
na intencio de encontrar meios que possam auxiliar
os profissionais de satde a intervir precocemente as
enfermidades, por meio da identificacdo prematura
de biomarcadores alterados, o que pode auxiliar
na busca de tratamentos menos invasivos e com

melhores prognoésticos.
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