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RESUMO 

Epigenética é o estudo das mudanças herdadas e reversíveis no genoma funcional que não alteram a 

sequência de bases nucleotídicas. Modulam a expressão gênica principalmente por interferência de 

fatores externos, como o tabagismo. Os microRNAs constituem uma família de pequenos RNAs 

reguladores pós transcripcionais da expressão gênica também controlados pela metilação do DNA. O 

objetivo deste estudo foi investigar a influência do fumo sobre o perfil de metilação e hidroximetilação 

global do DNA, e o perfil de metilação em sítios específicos dos genes miR-9-3 e miR-137 na mucosa 

bucal de indivíduos sem alterações clínicas visíveis. Para tanto, amostras de células bucais foram 

obtidas por bochecho de 95 indivíduos, os quais foram divididos em três grupos de acordo com o 

hábito de fumar: não fumantes (n=30), fumantes (n=29) e ex-fumantes (n=36). O DNA genômico foi 

extraído e a análise da metilação e hidroximetilação global foi realizada pelo teste ELISA e a 

metilação nos sítios específicos dos genes pela técnica de PCR específica para metilação. As análises 

estatísticas foram realizadas pelo software BioEstat 5.0 ao nível de significância de 5%. Os dados 

mostraram que indivíduos fumantes por um período superior a 15 anos apresentaram maior nível de 

metilação global que não fumantes e ex-fumantes. Não foram detectadas diferenças em relação ao 

nível de hidroximetilação global entre os grupos. O nível de metilação global apresentou-se maior 

quando comparado ao nível de hidroximetilação global, porém esses níveis não estão correlacionados 

na mucosa oral. Em relação aos sítios específicos, o gene miR-137 apresentou-se parcialmente 

metilado em todos os grupos, e o miR-9-3 mostrou uma tendência a hipometilação no grupo de 

indivíduos fumantes em comparação aos não fumantes e ex-fumantes. Não foram observadas 

diferenças nas marcas epignéticas analisadas em relação a gênero e idade. Conclui-se que o hábito de 

fumar pode modificar o perfil de metilação global do DNA e no promotor do gene miR-9-3.  

 

Palavras-chave: epigenética, metilação, hidroximetilação, fumo, microRNA, mucosa oral 
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ABSTRACT 

Epigenetic is the study of inherited and reversible changes in functional genome that do not alter the 

sequence of nucleotide bases. Modulate gene expression mainly by interference of external factors, 

such as smoking. MicroRNAs are a family of small post transcriptional regulatory RNAs genes which 

expression can also be controlled by DNA methylation.The aim of this study was to investigate the 

influence of smoking on the methylation and hydroxymethylation status of global DNA and specific 

sites of miR-9-3 and miR-137 genes in the healthy oral mucosa. Samples of oral epithelial cells were 

collected using mouthwash from a population of 95 individuals who were divided into three groups 

according to smoking status: never (n=30), current (n=29) and former smokers (n=36). Genomic DNA 

was extracted, and global DNA methylation and hydroxymethylation was performed using an ELISA-

based technique; DNA methylation at specific sites of miR-9-3 and miR-137 was performed using 

methylation-specific PCR. Higher levels of global DNA methylation were found in current smokers 

with over 15 years of consumption, but no differences were found in relation to global DNA 

hydroxymethylation. Global DNA methylation was higher than the hydroxymethylation level but they 

were not correlated in the oral mucosa. For specific sites, the miR-137 promoter had partially 

methylated DNA in all groups and miR-9-3 hypomethylation was detected in current smokers in 

comparison to never and former smokers. There were no differences in epigenetic marks analyzed in 

relation to gender and age. We concluded that smoking habits were capable of inducing changes in 

global DNA methylation and miR-9-3 promoter methylation status. 

 

Key words: epigenetic, methylation, hydroxymethylation, smoking, microRNA, oral mucosa. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Epigenética 

A epigenética pode ser definida pelas mudanças hereditárias na expressão gênica que 

não acarretam em alteração na sequência de bases nucleotídicas (CHOUDHURI, 2011).  O 

prefixo “epi” é derivado da preposição grega ἐπι, que significa “acima”, “sobre” ou “mais”. 

Este termo foi utilizado pela primeira vez em 1942 por C.H. Waddington para se referir a um 

fenômeno que a genética convencional daquela época não conseguia explicar (CHOUDHURI, 

2011).             

Os mecanismos epigenéticos envolvem modificações bioquímicas na molécula de 

DNA através do processo de metilação, alterações pós-transcripcionais nas histonas (SZYF, 

2007), como a acetilação, a fosforilação e a própria metilação (BERGER et al., 2009), síntese 

de RNAs não codificantes, como os microRNAs,  os pequenos RNAs de interferência e os 

longos RNAs não codificantes (BIDISHA & TOLLEFSBOL, 2014), os quais todos têm sido 

associados à algum tipo de interferência na expressão gênica e na estrutura da cromatina 

(KAN et al., 2015).  

 

 

1.2 Metilação do DNA  

A metilação do DNA, alvo de interesse deste estudo, é caracterizada por uma 

modificação covalente daquela macromolécula na qual um grupamento metil (-CH3) é 

transferido de um carreador chamado S-adenosilmetionina (SAM) para o carbono 5 de 

citosinas pela ação da família de enzimas que recebem o nome de DNAmetiltransferases 

(DNMT) (BIDISHA & TOLLEFSBOL, 2014) (Figura 1). 

 

Figura 1 - Processo de metilação da citosina. 

Fonte: STRATHDEE & BROWN, 2002 

(adaptado) 
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As DNAs metiltransferases dividem-se de acordo com a função que exercem em 

dois grupos: aquelas envolvidas na metilação de fitas hemimetiladas do DNA, chamadas 

de metilases de manutenção, como a DNMT1, e o grupo responsável pela maior parte dos 

processos de metilação de novo (adiação de radicais metil em sítios sem nenhum tipo de 

indicação de metilação, isto é, sem a presença de metilação prévia), como as DNMT2, 

DNMT3a e DNMT3b (BESTOR, 2000). A ação destas enzimas requer um substrato que 

atue como doador de radical metil e estes são obtidos pela alimentação através da ingestão 

de folato, metionina, colina e a vitamina B12, por exemplo (WATERLAND & JIRTLE, 

2003; WATERLAND, 2006).  

A adição do radical –CH3 ocorre nos chamados dinucleotídeos CpG, isto é, em 

citosinas que precedem guaninas (BIDISHA & TOLLEFSBOL, 2014). Quando 

concentrados em grande número em uma mesma localidade este conjunto forma as 

denominadas ilhas CpG, regiões do DNA maiores que 200 pares de base contendo 

aproximadamente 50% de bases C e G, sendo que 60%  formam os grupamentes CpG (LI & 

DAHIYA, 2002). Estes sítios estão geralmente localizados nas regiões promotoras dos genes 

(PORTELA, 2010), e demonstram importante função na regulação da expressão gênica e no 

silenciamento de elementos repetitivos no genoma, sendo ela randômica ou sítio-

específica (FEINBERG & TYCKO, 2004).    

A metilação do DNA é um processo crucial para o desenvolvimento dos organismos, 

tanto que seu padrão é estabelecido durante a embriogênese e se mantém no percurso da vida 

adulta. Entretanto, alterações nestes padrões podem levar ao silenciamento gênico e o 

desencadeamento de inúmeros processos patológicos (BIDISHA & TOLLEFSBOL, 2014) 

(Figura 2). Padrões de hipermetilação aberrante em promotores de genes, por exemplo, 

parecem ser um dos principais mecanismos associados ao desligamento de genes, ocorrendo 

particularmente em genes supressores tumorais no câncer (FUKUSHIGE et al., 2009). Uma 

importante característica da epigenética é que os processos bioquímicos que a envolvem são 

diretamente influenciados pelo ambiente, e são mais frequentes que as mutações (USHIJIMA 

& ASADA, 2010). Dentre os fatores ambientais, podemos citar a radiação solar, uso de 

medicamentos, agrotóxicos, álcool e a fumaça do cigarro (SZYF, 2007). 
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Figura 2 – Metilação do DNA e sua influência na expressão gênica. 

Fonte: National Cancer Center Research Institute, 2015 (adaptado). 

 

 

1.3 Hidroximetilação do DNA 

Um novo padrão de regulação da expressão gênica associada à molécula de DNA 

reside em outra conformação da citosina além da 5-metilcitosina: a 5-hidroximetilcitosina, 

através da ação de enzimas que promovem a oxidação da 5-metilcitosina (KRIAUCIONIS & 

HEINTZ, 2009; TAHILIANI, 2009; DELATTE et al., 2014). A formação da 5-

hidroximetilcitosina é mediada por uma família enzimática denominada TET (do inglês ten-

eleven translocases). O processo inicial de hidroxilação da 5-metilcitosina tem sido 

considerado como um passo intermediário para a desmetilação do DNA, algo que permite alto 

grau de flexibilidade na regulação dos genes durante o desenvolvimento, a plasticidade 

cerebral, o imprinting genômico e alterações da transcrição por fatores ambientais 

(BHUTANI et al., 2011; AUCLAIR et al. 2012; WOJCIECHOWSKI et al., 2014). 

A hidroximetilação do DNA, até então, tem sido amplamente caracterizada como 

necessária para a retirada do grupo metil da 5-metilcitosina, levando a citosina a assumir a sua 

configuração não-metilada, inicialmente pela oxidação da 5-metilcitosina em 5-

hidroximetilcitosina (GLOBISCH et al., 2010; TAMMEN et al., 2014). A Família TET de 

proteínas, como mencionado anteriormente, respondem por este passo inicial por um 

mecanismo dependente de Ferro
2+

, alfa-cetoglutarato e oxigênio divalente. Estas mesmas 

enzimas, posteriormente, também catalisam a conversão da 5-hidroximetilcitosina em citosina 

não-modificada, isto é, não metilada, através dos intermediários 5-formilcitosina e 5-

carboxilcitosina (TAHILIANI et al. 2009, TAMMEN et al., 2014). Esta família de 

desmetilases é composta por três variantes, TET1, TET2 e TET3, onde cada enzima parece 

ser expressa diferentemente entre os diferentes tipos de tecido (TAMMEN et al., 2014).  
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Outras famílias enzimáticas parecem estar envolvidas na desmetilação do DNA. Além 

das enzimas TET, a família AID/APOBEC (do inglês Activation-Induced cytidine Deaminase 

e ApoliPoprotein BmRNA-Editing Catalytic polypeptides, respectivamente) responde por 

processos de desaminação da 5-metilcitosina ou 5-hidroximetilcitosina e as glicosilases de 

reparo de excisão de bases medeiam o reparo da molécula de DNA (BHUTANI et al., 2011). 

Curiosamente, DNA metiltransferases de novo (DNMT 3a/b) também podem ter a habilidade 

de converter 5-hidroximetilcitosina em 5-formilcitosina e 5-carboxilcitosina através dos 

mesmos processos de oxidação (CHEN et al., 2012, TAMMEN et al., 2014) (Figura 3). 

 

 

 

Figura 3 – Vias de desmetilação. As setas em preto indicam a desmetilação passiva do DNA por meio 

da diminuição/ausência das DNMTs 3A e 3B. As setas em azul mostram a atividades das enzimas 

TET as quais oxidam a 5-metilcitosina (5-mC) em 5-hidroximetilcitosina (5-hmC) e, posteriormente 

leva a formação de  5-formilcitosina (5-fC) e 5-carboxilcitosina (5-caC) por etapas adicionais de 

oxidação. As setas em roxo indicam a ação das enzimas AID/APOBEC as quais desaminam a 5-mC 

ou a 5-hmC, fomando 5-etiluracila (5-mU) ou 5-hidroximetiluracila (5-hmU). Por fim, as setas verdes 

mostram a atividade das enzimas glicosilases de reparo por excisão de bases (TDG/SMUG1) as quais 

induzem a substituição da citosina, culminando com a desmetilação do DNA. Fonte: BHUTANI et al., 

2011 (adaptado). 

 

A hidroximetilação do DNA é uma marca epigenética recentemente descoberta e 

relativamente desconhecida (XIONG et al., 2015).  A hidroximetilação de sítios CpG através 

das enzimas TET aparenta contribuir para transcrição gênica através da geração de DNA 

desmetilado e, assim como a metilação do DNA, também contribui para a regulação da 

expressão dos genes (WU et al., 2011; SHEN et al., 2013;). 
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As pesquisas realizadas nos últimos anos tem mostrado que o processo de 

desmetilação do DNA é um mecanismo mais ativo e prevalente do que se supunha e está 

diretamente relacionado ao reparo daquela macromolécula (TAYLOR et al., 2014). A 

hidroximetilação do DNA aparenta ser mais estável e especialmente abundante em células 

embrionárias e em neurônios (BHUTANI et al., 2011). Mapeamentos feitos com o intuito de 

identificar um padrão para a distribuição da 5-hmC mostram que esta nova base não é 

aleatória e se espalha pelo genoma de maneira distinta quando comparada com a 5-mC (FICZ 

et al., 2011; WU et al., 2011;  XIONG et al., 2015), indicando um possível papel fundamental 

na diferenciação celular e na regulação epigenética. Como exatamente funciona a 5-hmC 

ainda não se sabe. No entanto, especula-se que a conversão da 5-mC em 5-hmC reduz 

drasticamente a afinidade das proteínas MDB (proteínas de ligação ao radical metil) 

(VALINLUCK et al., 2004; LI & LIU, 2011).      

 Níveis de 5-hmC analisados em diferentes tecidos mostraram que sua maior 

concentração  encontra-se no cérebro, rins e fígado (LI & LIU, 2011;  JIN et al., 2011; 

WIELSHER et al., 2013). Interessantemente, a perda de 5-hmC tem sido observada em 

diferentes tipos de câncer como desordens hematológicas, câncer de cólon, próstata, mama, 

melanoma, pâncreas, fígado, pulmão, e cérebro (JIN et al., 2011; ORR et al., 2012; YANG et 

al., 2013; CHEN et al., 2013; JIN et al., 2013; TAYLOR et al., 2014), geralmente associada à 

diminuição da expressão das enzimas TET (SHIH et al., 2012; WIELSHER et al., 2013). 

Além disso, em outros casos, os níveis da 5-hmC parecem correlacionar-se com a fase da 

doença (LIU et al., 2013; YANG et al., 2013; KROEZE et al., 2015), fato este que tem 

sugerido que quaisquer alterações em seu estado podem promover a progressão desta 

patologia.   

 

1.4 MicroRNAs 

Mais recentemente, a comunidade científica tem voltado suas atenções para os RNAs 

não codificantes, em especial os microRNAs (miRNAs), por sua  importância em processos 

como a indução, manutenção e diferenciação direta de células tronco embrionárias, a indução 

de células tronco pluripotentes (JIA et al., 2013) e se mostrarem promissores na terapia 

anticâncer, podendo ser utilizados também contra outras doenças (BIDISHA & 

TOLLEFSBOL, 2014). Além disso, a expressão alterada de miRNAs aparenta se manifestar 

no início da carcinogênese (HUDDER et al., 2008). Estima-se hoje que cerca de 10% dos 
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miRNAs sejam regulados epigeneticamente por meio da metilação do DNA (HAN et al., 

2007).             

 Os microRNAS surgem a partir de um precurssor com aproximadamente 70 

nucleotídeos, o microRNA primário (pri-miRNA), transcrito a partir da ação da enzima RNA 

polimerase II. Para alcançar a sua forma madura, o pri-miRNA é processado por diversas 

proteínas em diferentes etapas. Após a transcrição inicial, as enzimas Drosha e Pasha (ou 

DGCR8), localizadas no núcleo celular, formam o pré-miRNA, estrutura formada por um 

trecho em fita dupla e uma pequena alça de fita simples a qual é exportada do núcleo via 

proteína Exportin-5 em direção ao citoplasma. No citoplasma, o complexo enzimático RNA 

Dicer realiza uma clivagem que origina o miRNA de fita dupla. Por fim, este se associa ao 

complexo de proteínas RISC (do inglês RNAinduced silencing complex), dando origem ao 

miRNA fita simples maduro (ANDREOLI et al., 2014) (Figura 4).  

Figura 4- Biogênese dos microRNAs. Fonte: TONG & NEMUNAITIS, 2008 (adaptado). 

 

Os miRNAs maduros, por sua vez, são pequenas moléculas de RNA formadas por 

aproximadamente 22 nucleotídeos de comprimento que podem controlar negativamente a 

expressão de um gene alvo após a sua tradução de duas formas até então conhecidas: por 
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complementariedade completa ou parcial. Na complementariedade completa o gene alvo é 

totalmente degradado, já na parcial, na maioria das vezes em regiões 3‟UTR, tem-se a 

repressão do processo de tradução (BIDISHA & TOLLEFSBOL, 2014). Estima-se que, sejam 

capazes de controlar pós-transcricionalmente cerca de 50% dos genes humanos por meio da 

complementariedade parcial às sequências específicas dos RNAs mensageiros alvo (FREIDMAN 

et al., 2009).  

A família que os compõem é bastante vasta. Até então, a literatura tem relatado um 

número aproximado de 2042 microRNAs maduros, apenas na espécie humana (CHEN et al., 

2013; BIDISHA & TOLLEFSBOL, 2014). Estão envolvidos em diversas atividades biológicas, 

como na diferenciação celular, nos mecanismos de proliferação, apoptose e no ciclo celular 

(CHEN et al., 2013). Vários são os estudos que tem reportado a sua desregulação em diferentes 

tipos de câncer, principalmente nos mecanismos de iniciação e progressão de tumores (CALIN et 

al., 2006; VOLINIA et al., 2006), além de  também estarem sendo relatados como moduladores de 

muitos aspectos referentes a resposta imune, tais como a diferenciação, a proliferação, a 

determinação do destino da célula e as vias de sinalização intracelular (BALTIMORE et al., 2008; 

O‟CONNELL et al., 2012; HERBERTH et al., 2013) e em outros aspectos fisiológicos e 

patológicos do processo inflamatório (BALTMORE et al., 2008; DAVIDSON-MONCADA et al., 

2010; O‟CONNELL et al., 2012; GAO et al., 2013).       

 O padrão de expressão dos microRNAs é altamente específico e varia de acordo com o 

tipo celular e seu estado de diferenciação. Alguns estudos mostram que eles podem estar tanto 

regulados para cima quanto para baixo, a depender do tipo de câncer, e até mesmo ambas as 

condições podem ocorrer para o mesmo tipo de câncer em diferentes estágios (CHEN et al., 

2013). Estudos mostram que a expressão de diversos miRNAs pode ser modulada por aspectos 

mutagênicos ambientais, como a luz ultra violeta (POTHOF et al., 2009; IZZOTTI et al., 2011), 

poluentes do ar (POTHOF et al., 2009) e o fumo de cigarro em especial, sendo este fato já 

demonstrado em pesquisas realizadas com seres humanos (SCHEMBRI et al., 2009; SPIRA et al., 

2004; SONKOLY et al., 2011; IZOTTI et al., 2011).       

 Considerando a carcinogênese, os miRNAs podem funcionar como oncogenes ou 

genes supressores tumorais (CHEN, 2005). Nestas categorias, temos como exemplo o miRNA-

9-3 e miRNA-137.  
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1.4.1. miRNA-9-3 e miRNA-137 

O gene miRNA-9-3 pertence a família miR-9, está localizado no cromossomo 15, e 

dependendo do tipo de câncer ou tecido pode desempenhar tanto a função de oncogene quanto 

de supressor tumoral (TSAI et al., 2011; ZHANG et al., 2012; WANG et al., 2013). A 

metilação de sua região promotora tem sido associada à ocorrência de câncer de pulmão de 

células não pequenas (KITANO et al., 2011). Em sua forma madura, apresenta sequência 

idêntica ao miRNA-9, o qual tem sua super expressão relacionada a metástase em casos de 

câncer de mama e glioblastoma (NASS et al., 2009; MA, et al., 2010; SCHRAIVOGEL et al., 

2011; WANG et al., 2013), retinoblastoma (VENKATESAN et al., 2014) e câncer oral 

(MINOR et al., 2012).  

A hipermetilação do miR-9-3 tem sido mostrada como uma biomarcador específico para o 

câncer de cabeça e pescoço, particularmente relacionado ao carcinoma da cavidade oral e 

orofaríngea (MINOR et al., 2012). No mesmo ano, foi encontrado que o miR-9-3 está metilado em 

pacientes portadores de câncer de pulmão de células não pequenas (HELLER et al., 2012). Além 

disso, a metilação do miR-9-3 foi associada com a diminuição da sobrevivência livre de doença 

em pacientes com câncer de pulmão de células escamosas.     

O gene miRNA-137 está localizado no cromossomo 1 e parece desempenhar um 

importante papel na diferenciação celular e no controle do ciclo celular através da regulação 

negativa da expressão da ciclina dependente de quinase 6 (Cdk6) (KOZAKI et al., 2008; 

SILBER et al., 2008), agindo como um gene supressor tumoral. É detentor de uma vasta ilha 

CpG e estudos mostram que seu padrão de hipermetilação pode ser associado com diversos 

tipos de câncer, como o carcinoma oral de células esquamosas (KOZAKI et al., 2008), câncer 

gástrico em linhagens celulares (ANDO et al., 2009) e câncer de cólon (BANDRES et al., 

2009).            

 A metilação do gene miR-137  tem sido apontada como um evento frequente em cânceres 

gastrointestinais e parece ocorrer no início e de forma gradual durante a carcinogênese gástrica, 

sendo inversamente correlacionada com a metilação global. Seu silenciamento deve-se a 

hipermetilação de seu promotor (STEPONAITIENE et al., 2015); outros estudos mostram ainda a 

associação da hipermetialação em casos de líquen plano bucal (DANG et al., 2013), câncer de 

bexiga (SHIMIZU et al., 2013), mama (VRNA et al., 2013), cólon (BANDRES et al., 2009) reto 

(PEREZ-CARBONEEL et al., 2014) e melanoma (BEMIS et al., 2008).   

 Os relatos existentes na literatura que abordam o tema epigenética ainda pouco investigam 

o impacto dos fatores externos sobre o epigenoma, que sabidamente interferem nos padrões de 

metilação do DNA, como o hábito de fumar, e que muitas vezes são os primeiros a iniciar as 
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alterações que podem desencadear o início de diversos processos patológicos. Como exemplos 

desses estudos, temos a associação dos padrões de metilação e o fumo em casos de câncer de 

pulmão (VAISSIERE et al., 2009; KIKUCHI et al., 2006), próstata (ENOKIDA et al., 2006) e 

bexiga (MARSIT et al., 2006).  

 

1.5 Tabagismo x Metilação do DNA 

O tabagismo é considerado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) a principal 

causa de morte evitável e um dos principais problemas de saúde pública em todo o mundo. A 

fumaça do cigarro é uma mistura química complexa a qual contêm mais de 400 diferentes 

compostos, sendo que em torno de 69 deles são muitos estudados e altamente associados ao 

câncer (FOWLES & DYBING, 2003).      

 Estudos revelam que o uso do cigarro pode levar à formação de adutos de DNA, 

micronúcleos, quebras da dupla hélice de DNA e aberrações cromossômicas. Estudos com 

recém-nascidos também revelaram mutações gênicas nos bebês expostos à fumaça do cigarro 

produzida pela mãe. Além disso, em espermatozóides de fumantes foram observados uma alta 

frequência de aneuploidias, quebras na molécula de DNA, danos oxidativos e adutos de DNA.  

O efeito genotóxico do cigarro foi encontrado em diversos órgãos e tecidos como: 

bucal/nasal, esôfago, laringe e faringe, pulmão, pâncreas, órgãos mielóides, bexiga/uretra e 

cervix uterino (DEMARINI, 2004).         

 Mais recentemente, o impacto do fumo no epigenoma também tem sido investigado. 

Estudos revelam a ocorrência de hipermetilação em genes supressores tumorais, tais como 

p16, genes relacionados ao ciclo celular, como: DAPK; genes envolvidos na apoptose, como o 

Bcl2, e ainda outros genes, envolvidos nas mais diversas vias do metabolismo celular: RARβ - 

receptor de ácido retinóico; FHIT - enzima relacionada ao metabolismo de histidina; CYP1A1 

- enzima do citocromo P450; PTGS2 - enzima envolvida na biossíntese de prostaglandina; 

EDNRB - subunidade da proteína G; SOCS1 - supressor de citocina, entre outros (LIN et al., 

2007; SHARMA et al., 2010). Alguns dos estudos acima citados revelaram alterações 

epigenéticas em células tumorais da cavidade oral, faringe, laringe e do pulmão, e outros 

mostraram alterações mesmo em órgãos não diretamente expostos a fumaça do cigarro, tais 

como: o pâncreas, a bexiga, o útero e o intestino, sugerindo que o cigarro tem um efeito 

generalizado, provavelmente alterando de alguma forma todo o sistema do indivíduo.  

 Em adição, outros estudos relatam alterações epigenéticas em tecidos/órgãos saudáveis 

de fumantes, como pulmão, sangue e escarro (BELINSKY et al., 2002; CHRISTENSEN et 
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al., 2009). Já foi sugerido que o padrão de metilação do epitélio oral poderia ser um 

importante marcador para predizer a situação dos pulmões, já que ambos sofrem ação de 

substâncias carcinogênicas do cigarro (BHUTANI et al., 2008).     

 Um estudo investigou 27578 sítios CpG em 14475 genes e identificou alteração 

epigenética associada ao hábito de fumar em um novo lócus, o GPR15 e sugeriu que as 

alterações no padrão de metilação de DNA em resposta ao uso do cigarro são dinâmicas, sítio-

específicas e permanecem após a cessação do hábito de fumar (WAN et al., 2012). Outro 

estudo analisou 25000 loci em macrófagos alveolares e revelou que para os genes 

relacionados ao sistema imune e processo inflamatório houve diferenças nos níveis de 

transcritos de RNAm em comparação aos indivíduos não fumantes, e em adição, o padrão de 

metilação dos genes citados estavam alterados e consistentes com o padrão de expressão. 

Dentre os genes estudados, o que apresentou diferença mais proeminente foi o FLT1 

(PHILIBERT et al,. 2012).         

 Contudo, a influência do fumo sobre o perfil epigenético de células bucais, as quais 

são as primeiras a sofrerem com a fumaça do cigarro são escassos. Diante disso, nosso grupo 

de pesquisas recentemente mostrou o perfil de metilação em genes relacionados ao câncer em 

amostras de epitélio oral de indivíduos fumantes e ex-fumantes e encontramos hipermetilação 

nos genes MLH1 (que codifica um dos principais componentes da via de reparo do DNA, 

contribuindo para a estabilidade genômica) e hTERT (responsável por codificar a subunidade 

catalítica da telomerase, mantendo o comprimento dos telômeros) em indivíduos fumantes e, 

em adição, mostramos que o perfil de ex-fumantes era semelhante aos indivíduos não 

fumantes, mostrando que a cessação do hábito pode reverter o perfil de metilação (DE 

OLIVEIRA et al.,  2015).          

 Vale ressaltar que nada se sabe sobre a influência do tabagismo sobre o perfil de 

hidroximetilaçao global de DNA e metilação em sítios específicos em nenhum gene da 

família de microRNAs em células bucais de indivíduos saudáveis. Baseado nesses fatos, no 

presente estudo focamo-nos em estudar essas modificações do DNA em indivíduos fumantes 

e ex-fumantes sem alterações clínicas visíveis na mucosa oral na tentativa de encontrar 

alterações epigenéticas que poderiam ser utilizadas como marcadores de alterações bucais 

relacionadas ao tabagismo.  
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2.OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 Investigar a influência do hábito de fumar sobre o perfil epigenético de células da 

mucosa oral de indivíduos sem alterações clínicas visíveis. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Investigar se o hábito de fumar tem influência sobre o perfil de metilação e 

hidroximetilação global de DNA; 

 Investigar se o hábito de fumar tem influência sobre o perfil de metilação em sítios 

específicos nos genes miR-9-3 e miR-137; 

 Investigar se fatores intrínsecos, como idade e gênero tem influência sobre o perfil de 

metilação e hidroximetilação global do DNA e em sítios específicos dos genes miR-9-

3 e miR-137; 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Ética em pesquisa 

Os procedimentos que envolveram a realização deste estudo respeitaram todas as 

diretrizes e normas que regulamentam as pesquisas envolvendo seres humanos, aprovadas 

pela Resolução número 466, de 13 de junho de 2012, do Conselho Nacional de Saúde, além 

de ter sido devidamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Ciências da 

Saúde da Universidade Federal da Paraíba (protocolo número 0136/12) (ANEXO 01).  

 

3.2 População 

 A amostra foi composta por 95 voluntários brasileiros, saudáveis, de ambos os sexos, 

com faixa etária a partir de 30 anos, os quais foram selecionados na Clínica Integrada de 

Odontologia do Hospital Universitário Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraíba. 

Todos os indivíduos foram propriamente informados a respeito da natureza da pesquisa, 

assinando um termo escrito de livre consentimento para sua participação.   

 A população foi dividida em três grupos de acordo com o hábito de fumar: Grupo 

Controle, n=30 (indivíduos que nunca fumaram), Grupo Fumante, n=29 (indivíduos que 

fumam há pelo menos 05 anos, 05 cigarros por dia) e Grupo Ex-Fumante, n=36 (indivíduos 

que fumaram há pelo menos 05 anos, 05 cigarros por dia e que pararam há pelo menos 05 

anos). Foram excluídos os indivíduos com histórico médico de doença autoimune, infecção 

por HIV e/ou câncer, assim como indivíduos que apresentavam sinais visíveis de qualquer 

alteração no local avaliado.  

 

3.3 Coleta das amostras e obtenção do DNA 

Células epiteliais da mucosa bucal foram obtidas a partir de um bochecho vigoroso 

com uma solução de 10 mL de dextrose (3%, autoclavada por 1 minuto). A seguir, em 

laboratório, as amostras obtidas foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos e lavadas 

com 5 mL de tampão fosfato salino (PBS) (LINE & TREVILATTO, 2000 com 

modificações). Posteriormente, o DNA genômico foi purificado utilizando acetato de amônio 

(8M) segundo o protocolo de AIDAR & LINE (2007). Ao final, a quantidade de DNA 

extraído e sua pureza foram mensuradas em espectrofotômetro NanoDrop (Thermo Scientific) 
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utilizando a razão OD 260/280. Foram considerados puros DNAs que apresentavam a razão 

entre as duas leituras acima de 1,8. As amostras foram congeladas a -20ºC até as análises de 

metilação do DNA. 

 

3.4 Análise de metilação e hidroximetilação global do DNA 

A quantificação dos níveis de metilação e hidroximetilação global de DNA dos grupos 

não fumantes, fumantes e ex-fumantes foi realizada através do teste de Elisa indireto (DE 

ARRUDA et al., 2013). O teste ELISA permite a detecção colorimétrica da quantidade 

relativa de metilação e hidroximetilação do DNA em relação ao DNA controle positivo 

(100% metilado ou 100% hidroximetilado) (5-Methylcytosine & 5-Hydroxymethylcytosine 

DNA Standard Set, Zymo Research). As soluções de Coating, Blocking, Wash e Stop, bem 

como o anticorpo secundário foram providas pelo kit Protein Detector Kit™ ELISA (KPL 

Inc.).            

 Foram utilizadas microplacas de 96 poços de poliestireno, e, em cada poço foi 

adicionado 100 µL (50ng) de DNA extraído de células da mucosa bucal dos voluntários e 

diluído em Coating Solution. Em seguida, a microplaca foi incubada em estufa à temperatura 

de 37ºC por 1 hora. Após esse período, os poços foram lavados três vezes com solução de 

lavagem (Wash Solution) e, logo após, foram adicionados 200 µL de uma solução 

bloqueadora BSA (Diluent/Blocking Solution) por 10 minutos. O procedimento de lavagem 

foi repetido por mais três vezes. A seguir, foram adicionados separadamente 50 µL de 

anticorpo de captura 5-metilcitosina ou 5-hidroximetilcitosina (5-mC; diluição 1:125; Merck 

Millipore; 5-hmC; diluição 1:2000; Epigentek) em cada poço e a microplaca foi incubada em 

estufa à temperatura de 37ºC por mais 1 hora. Após o período estipulado, o procedimento de 

lavagem, como descrito acima, foi repetido por mais três vezes. A seguir foi adicionado 50 µL 

de anticorpo secundário conjugado com peroxidase, seguido de nova incubação por mais 1 

hora à temperatura ambiente. Foi realizado um novo procedimento de lavagem e posterior 

adição de 100 µL de solução reveladora, a qual reage com a peroxidase e em caso positivo 

desenvolve uma coloração, em cada poço. Após o desenvolvimento da cor, 100 µL de solução 

de parada (Stop Solution) foi adicionada.       

 A absorbância da solução contida nos poços foi mesurada com a utilização do leitor de 

microplacas Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc.) 

no comprimento de onda de 405 nm. Todas as análises foram realizadas em duplicata. A 
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análise de espectofotometria seguiu a metodologia do ponto único: média das duplicatas das 

amostras foi subtraída do valor relativo à média dos valores do branco e os valores foram 

comparados em relação à média do DNA controle positivo subtraindo-se mais uma vez o 

valor relativo à média dos valores do branco, o mesmo valor citado anteriormente, seguindo a 

fórmula a seguir:  

 

 

 

3.5 Análise da metilação do DNA no promotor dos genes miR-9-3 e miR-137 

A análise de metilação do DNA em sítios específicos nos genes miR-9-3 e miR-137 foi 

realizada utilizando a técnica de PCR específica para Metilação (MSP – do inglês Methylation 

Specific PCR). Para tanto, o DNA genômico (800 ng) foi submetido à modificação com 

bissulfito de sódio a partir do Kit CpGenome™ Turbo Bisulfite Modification (Merck 

Millipore), de acordo com as especificações do fabricante. A transformação do DNA com 

bissulfito de sódio consiste na substituição das citosinas não metiladas pela base nitrogenada 

uracila e na permanência das citosinas quando estas estão ligadas a radicais metil (CARR et 

al., 2007). Desse modo, é possível distinguir as citosinas metiladas das não metiladas após o 

processo de amplificação do DNA. Isto explica o fato de serem usados dois pares de 

iniciadores para cada gene. Os sítios CpG estudados estão localizados na região promotora 

dos genes miR-9-3 e miR-137, como previamente descrito (DANG et al., 2013; WANG et al., 

2013).  

Para o gene miR-9-3, após a modificação com bissulfito, o fragmento foi amplificado 

com iniciadores específicos para as condições metilada e não metilada (Tabela 1) , ambas com 

116 pb. Cada reação de MSP contou com 100 ng de DNA modificado com bissulfito, 1 µl (10 

µM) de cada iniciador e Go Taq Start Green Master Mix 1x (Promega Corporations, Madison, 

WI, USA), totalizando 25 µL de volume final de reação. As condições para amplificação dos 

fragmentos foram: 95 °C x 5 minutos; 45 ciclos (95 °C x 1 min, 58 °C - condição metilada- / 

55 °C - condição não metilada- x 1 min, 72 °C x 7 min e 72 °C x 5 min) (WANG et al., 2013). 

Para o gene miR-137, o mesmo procedimento foi realizado, produzindo contudo 

fragmento com 86 pb. Cada reação de MSP contou com 100 ng de DNA modificado com 
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bissulfito, 1 µl (10 µM) de cada iniciador e Go Taq Hot Start Green Master Mix 1x (Promega 

Corporations, Madison, WI, USA), totalizando 25 µL de volume final de reação. As 

condições para a amplificação dos fragmentos foram: 95°C x 5 minutos; 40 ciclos (95 °C x 1 

min, 58 °C - condição metilada- / 51 °C -condição não metilada-, x 1 min, 72 °C x 1 min e 72 

°C x 5 min.) (DANG et al., 2013).  

 

Tabela 1 – Sequências dos primers utilizados para amplificação dos genes miR-9-3 (WANG et al., 2013) e miR-

137 (DANG et al., 2013).  

 

DNA metilado (Methylated Control DNA, Sigma Aldrich) e não metilado (CpGenome 

Universal Unmethylated  DNA, Merck Millipore) foram modificados utilizando a técnica 

supracitada e amplificados com os iniciadores específicos para cada gene como controle das 

reações para as condições metilada e não metilada, respectivamente.   

 Todas as reações foram realizadas em duplicata e após a MSP, as amostras (7 µL) 

foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, seguido de coloração por 

nitrato de prata. 

A partir dos resultados do gel de eletroforese, teríamos três possibilidades de 

resultado: 

 Condição metilada: a banda visualizada no gel de eletroforese corresponde a 

amplificação dos fragmentos com citosinas associadas ao radical metil; 

 Condição não metilada: a banda visualizada no gel de eletroforese corresponde 

a amplificação dos fragmentos com uracilas; 

 Condição parcialmente metilada: resultado positivo tanto para a condição 

metilada quanto para a condição não metilada: 

o Possivelmente a metilação do DNA na ilha CpG em questão não ocorre 

em todas as células/alelos. 
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3.6 Análise Estatística 

Diferenças entre o perfil de metilação e hidroximetilação global entre os grupos foram 

avaliadas pelo Teste ANOVA One Way. Diferenças entre o perfil de metilação e 

hidroximetilação global na mucosa oral foram avaliadas pelo Teste Mann-Whitney e para a 

análise de correlação entre estas condições foi utilizado a Teste de correlação de Sperman.  O 

Teste T foi utilizado para avaliar a influência da idade, do gênero, do tempo de consumo de 

cigarros e a quantidade de cigarros sobre o perfil de metilação e hidroximetilação global do 

DNA.             

 Para avaliar diferenças no perfil de metilação em sítios específicos entre os grupos foi 

utilizado o Teste Qui-quadrado (χ
2
), assim como para avaliar a influência da idade, do gênero, 

do tempo de consumo de cigarros e a quantidade de cigarros. Os resultados obtidos nestas 

análises foram dados em porcentagem pelo método matemático de regra de três simples: o 

número total de indivíduos de cada categoria investigada equivaleria aos 100% em 

comparação com a quantidade de indivíduos que apresentariam a condição metilada e/ou não 

metilada.  Todas as análises foram realizadas com software BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007) 

ao nível de significância de 5%. 

 

4. RESULTADOS  

4.1 População 

A tabela abaixo apresenta os dados demográficos e comportamentais da população 

estudada. 

Dados 

demográficos/comportamentais 

Não fumantes 

(n = 30) 

Fumantes 

(n = 29) 

Ex-fumantes 

(n = 36) 

Idade (anos)* 44,15 ± 10 47,4 ± 10.6 55,3 ± 11 

Homens (%) ** 30 72,4 66,7 

Mulheres (%) 70 27,6 33,3 

Consumo de cigarros por dia ------- 18,8 ± 10,9 23,5 ± 15,5 

Consumo de cigarro (em anos) ------- 24,3 ± 13,2 20 ±12,2  

Anos sem fumar  ------- ------- 15,3 ± 8,7 

Tabela 2 - Valores médios e desvio padrão para os dados demográficos e comportamentais da população 

estudada. *p<0,01; ANOVA, **p<0,05; χ
2
. 
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4.2 Metilação e Hidroximetilação Global do DNA 

A tabela 2 mostra os dados de metilação (5-mC) e hidroximetilação (5-hmC) global do 

DNA da população estudada.         

 Não foram encontradas diferenças nos níveis de 5-mC entre indivíduos fumantes 

(32,2±14,0), não fumantes (27,3±12,0) e ex-fumantes (26,2±11,0). Entretanto, diferenças nos 

níveis de 5-mC foram encontradas em relação ao período de consumo de cigarros. Ao avaliar 

o grupo de indivíduos fumantes, observamos que os indivíduos que fumavam por mais de 15 

anos apresentaram maior nível de metilação global (37,9±11,0) em comparação aos 

indivíduos que fumavam por menos de 15 anos (25,9±14,0) (p=0,04; Teste T). Contudo, 

nenhuma diferença significativa foi observada em relação ao número de cigarros fumados por 

dia.              

 Para a hidroximetilação global, também não foram encontradas diferenças entre os 

grupos (fumantes: 14,1±3,0; ex-fumantes: 14±3,0; não-fumantes: 13±4,0), nem mesmo em 

relação ao tempo de consumo de cigarros ou o número de cigarros consumidos por dia.  

 Os níveis de metilação e hidroximetilação global do DNA foram comparados e foi 

observado que o nível de 5-mC é maior em relação a 5-hmC na mucosa oral (p< 0,001; Mann-

Whitney), entretanto esses níveis não estão correlacionados (p>0,05; Teste de Correlação de 

Sperman).            

  Analisando somente aspectos intrínsecos, como idade e gênero, também não foram 

encontradas diferenças em relação aos níveis de 5-mC e 5-hmC entre homens e mulheres e 

nem entre os indivíduos com idade até 40 anos ou mais de 40 anos, como mostra a Tabela 2. 
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  Grupos    

 

Modificação 

global do DNA 

(%) 

 

Não fumantes 

 

 

Fumantes 

Ex-

fumantes 

Tempo de 

fumo  

(em anos) 

 

Quantidade 

de cigarros 

consumidos 

 

 

 

Metilação   

 

 

27,3 

(±12) 

 

 

32,2 

(±14) 

 

 

26,2 

(±11) 

≤ 15 

 

25,9 

(±14) 

 

>15 

 

37,9* 

(±11) 

≤15 

 

32,3 

(±11) 

>15 

 

25,5 

(±11) 

Hidroximetilação  13 

(±4) 

14,1 

(±3) 

14 

(±3) 

15,1 

(± 3) 

13,4 

(± 3) 

15,5 

(± 3) 

14,3 

(± 3) 

  Independente 

do hábito de 

fumar 

   

  

 

Gênero 

 

 

Idade 

   

 

 

Metilação  

Homens 

 

28,1 

(±12) 

Mulheres 

 

28,4 

(±13) 

≤ 40 

 

29,9 

(±14) 

> 40 

 

28 

(±12) 

   

Hidroximetilação  13.5 

(±3) 

13.9 

(±3) 

13.5 

(±3) 

13.7 

(±3) 

   

Tabela 3. Valores médios e desvio padrão de um experimento realizado em duplicata para os níveis de metilação 

e hidroximetilação global do DNA para a população estudada. *p=0,04; test T,  # p<0,001; Mann-Whitney. 

 

4.3 Metilação no promotor dos genes miR-9-3 e miR-137  

Para o gene miR-9-3, diferenças significativas foram detectadas entre os grupos, sendo 

a condição não metilada a mais frequente em indivíduos fumantes (50%) em comparação aos 

indivíduos não fumantes (25%) e ex-fumantes (4,2%) (p<0,001; χ
2
) (Figura 5).   

 Para o gene miR-137, não foram encontradas diferenças significativas entre os grupos, 

sendo a condição parcialmente metilada a mais frequente em indivíduos fumantes (77%), não 

fumantes (82%) e ex-fumantes (80%) (p>0,05; χ
2
) (Figura 6).    

 Não observamos diferenças em relação ao tempo de consumo de cigarros nem em 

relação ao número de cigarros consumidos por dia (p>0,05; χ
2
), assim como quando 

analisamos os aspectos intrínsecos e independentes do hábito de fumar, como gênero e idade 

(≤ 40 anos e >40 anos) para ambos os genes (p>0,05; χ
2
). 

 

  

# ##
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Figura 5 – Frequência de metilação do DNA do gene miRNA-9-3. (A) Amostras representativas dos 

três grupos estudados após MSP (116 pb). M – metilado; N – não metilado. (B) Frequência de 

metilação dos indivíduos fumantes, não fumantes e ex - fumantes (*p<0,001; χ
2
). Não fumantes n= 24, 

fumantes n= 26 ex-fumantes n= 25.   
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Figura 6 – Frequência de metilação do DNA do gene miR-137. (A) Amostras representativas dos três 

grupos estudados após MSP (86 pb). M – metilado; N – não metilado. (B) Frequência de metilação 

dos indivíduos fumantes, não fumantes e ex-fumantes (p>0,05; χ
2
). Não fumantes n=26, fumantes 

n=22, ex-fumantes n=25. 

 

 

 5. DISCUSSÃO 

Estima-se que existam aproximadamente 1,3 bilhões de fumantes no mundo, hábito 

este que leva a cerca de 5 milhões de mortes ao ano (OMS, 2014). Sabe-se que o tabagismo é 

um fator de risco significativo para o desencadeamento de diversas patologias por promover a 

indução de uma série de mudanças genéticas e moleculares, principalmente no trato 

respiratório, como a atipia celular e a perda de heterozigosidade, e epigenéticas, como a 

hipermetilação de promotores (SCHEMBRI et al., 2009) e a desregulação de miRNAs 

(IZZOTI et al., 2011).          

 Padrões epigenéticos anormais têm sido associados à etiologia de diversas doenças, 

como o câncer, síndromes pediátricas, desordens genéticas, doenças autoimunes, doenças 

reumáticas, doenças inflamatórias e até mesmo ao processo molecular que induz ao 
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envelhecimento. É importante ressaltar que o meio ambiente pode potencializar os impactos 

sobre esses perfis em qualquer período da vida (NEIDHART, 2015).   

O consumo de cigarro tem sido associado a mudanças no perfil de metilação do DNA 

de diversos genes e tecidos (TALIKKA et al., 2012). Surpreendentemente, poucos estudos 

epigenéticos têm sido realizados com células da mucosa oral, as quais são as primeiras a 

sofrer danos a partir das toxinas do cigarro. Nosso grupo de pesquisa recentemente publicou 

um estudo demonstrando mudanças no perfil de metilação do DNA de genes relacionados ao 

câncer na mucosa oral (DE OLIVEIRA et al., 2015). As células expostas podem tornar-se 

malignas e desencadear o câncer de células escamosas. A malignidade detectada 

precocemente, entretanto, resulta em menos sofrimento e um menor risco a saúde do paciente, 

assim como em menores custos relacionados à sua saúde.  

 

5.1 Metilação e Hidroximetilação Global do DNA 

Mais acentuadamente nos últimos anos, as análises globais dos padrões epigenéticos 

estão sendo averiguadas no sentido de caracterizar de modo randômico como se comporta o 

epigenoma mediante, principalmente, a instalação de processos patológicos (ASMAR et al., 

2015). Hipometilação global e a hipermetilação sítio específica são frequentemente associadas 

ao câncer (GOMES et al., 2012).        

 No presente estudo, um maior nível de metilação global foi encontrado nos indivíduos 

fumantes consumidores de cigarro por um período superior a 15 anos, mas não em relação ao 

número de cigarros consumidos. Em relação à idade e gênero, nenhuma diferença foi 

detectada. Uma pesquisa anterior demonstrou que idade e gênero não influenciam nos níveis 

de metilação global do DNA de células da mucosa bucal (DE ARRUDA et al., 2013). 

Godderis et al. (2015) ao analisar sangue e saliva de voluntários saudáveis também não 

observaram diferenças nos níveis de metilação global entre homens e mulheres. Teschendorff 

et al. (2015) demonstraram, em nível de escala genômica, um “índice do fumo”, onde 1501 

sítios CpG foram detectados na mucosa oral e associados ao fumo (912 hipermetilados). Além 

disso, os sítios foram correlacionados com mudanças na metilação do DNA no câncer 

epitelial. Wan e colaboradores (2015) mostraram sete sítios CpG associados ao tabagismo, e 

correlações entre à exposição cumulativa a fumaça e o tempo desde a cessação do uso do 

cigarro foram observados  em um subconjunto de sítios CpG significativamente associados.
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 No tecido sanguíneo os dados sobre a influência do fumo são controversos. 

Hillemacher e colaboradores (2008) analisaram 278 amostras genômicas de leucócitos e não 

detectaram diferenças entre os perfis de metilação global entre fumantes e não fumantes, 

enquanto que, Teschendorff e colaboradores (2015) encontraram diferenças. Esse último 

estudo, revelou ainda que, as alterações são mais proeminentes em células bucais em 

comparação com as células sanguíneas. Outro estudo recente também revelou que o hábito 

de fumar associado ao abuso do álcool, está associado a maiores níveis de metilação global do 

DNA (SEMMLER et al., 2015).        

 Um estudo desenvolvido por Piyathilake e colaboradores (2001) avaliou amostras de 

fumantes que desenvolveram carcinoma espinocelular de pulmão e de fumantes que não 

desenvolveram a doença. A equipe observou por imunohistoquímica, uma redução na 

metilação global do DNA nos fumantes portadores do carcinoma supracitado em comparação 

aos fumantes portadores apenas de hiperplasia epitelial. A redução da metilação global 

também foi associada ao tamanho do tumor e ao estágio da doença, sugerindo uma ligação 

com a progressão da patologia. Os resultados do estudo também indicaram que a metilação 

normal do DNA nas lesões hiperplásicas epiteliais poderia impedir a transformação das 

mesmas, isto é, os pesquisadores puderam concluir que o estado de metilação do DNA em 

lesões precoces, tais como a hiperplasia epitelial, poderia ser utilizado para identificar 

fumantes em risco para o desenvolvimento deste tipo de câncer de pulmão.   

 Towle e colaboradores (2013) com o intuito de investigar os eventos epigenéticos 

envolvidos no câncer oral realizou um estudo a partir de biópsias de tecido normal, displasia, 

carcinoma in situ e carcinoma invasivo de células escamosas provenientes do mesmo 

paciente. A hipermetilação global foi observada como prevalente nos fragmentos de tecidos 

normais e nas displasias, enquanto que a porcentagem de hipometilação global foi mais 

característica dos carcinomas, apesar da frequência de hipermetilação também ter sido 

significativa.           

 Em relação à hidroximetilação, este é o primeiro estudo a reportar os níveis de 

hidroximetilação global do DNA de células orais expostas ao cigarro, e nenhuma diferença foi 

encontrada entre fumantes e não fumantes. Pesquisas centradas na influência dos fatores 

ambientais no perfil de hidroximetilação do DNA ainda permanecem inexploradas, porém um 

estudo recente mostrou que a exposição ao arsênio está associada a alterações destes níveis 

em células sanguíneas (TELLEZ-PLAZA et al., 2014).     
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No presente estudo, observamos que os níveis de 5-mC são maiores que os níveis de 

5-hmC, assim como prévio estudo também realizado com células bucais (GODDERIS et al., 

2015). A literatura científica tem apontado que, muito embora a existência da 5-hmC dependa 

de uma 5-mC, ambas apresentam padrões de distribuição genômica distintos, inclusive em 

células que compõem o mesmo tecido (YU et al., 2012), como mostram os nossos dados. 

Assim, o perfil tecido-específico já descrito para 5-mC também é verdadeiro para 5-hmC 

(KINNEY et al., 2011). Algumas pesquisas sugerem que uma diminuição global de 5-hmC 

estaria relacionada a aumento nos níveis de metilação global do DNA (KO et al., 2010), 

porém mais estudos ainda precisam ser realizados.       

 No presente trabalho não foi detectada correlação entre os percentuais de metilação e 

hidroximetilação global em células de mucosa oral, em contraste com o estudo de Godderis 

(2015). Foi proposto que o equilíbrio entre níveis de 5-hmC e 5-mC está envolvida no 

equilíbrio entre a pluripotência celular e o comprometimento da linhagem, (Laird et al., 2013) 

mas as implicações dessa relação para a saúde são ainda desconhecidas. Os estudos que 

encontraram associações entre os níveis das duas bases, suportam a hipótese de que a 5-hmC 

atua como um intermediário de desmetilação activa de 5-mC. No entanto, no presente estudo, 

não foi detectado correlação entre essas duas bases, e isto pode ser devido ao fato de que as 

células epiteliais orais obtidas por bochecho são principalmente células em processo de morte 

celular (células esfoliativas) e, assim, o processo de desmetilação ativa realizada por enzimas 

TET está comprometida, levando à um "desequilíbrio" na correlação entre as duas bases. 

Além disso, o nível de 5-hmC também é regulada por microRNAs, que têm como alvo as 

proteínas TET e outros componentes da via de desmetilação (Kroeze et al., 2015). Entretanto, 

a maior parte dos RNAs está degradada nas células esfoliativas epitelial bucais (Klaassen et 

al., 1998). 

Inconsistências também foram observadas em estudos com células sanguíneas nos 

quais alguns autores encontraram correlação (TELLEZ-PLAZA et al., 2014) e outros não 

(GODDERIS et al., 2015). Wielsher et al. (2013) em um pesquisa feita com amostras de 

câncer de mama também não encontraram correlação entre as duas bases. Nosso grupo 

detectou correlação em células não tumorais de pele (dados não publicados), mas não em 

células da mucosa oral.   

Enquanto que, a influência dos fatores extrínsecos é associada à metilação global do 

DNA, pouco se sabe a respeito dessas influências no perfil de hidroximetilação, portanto, 

mais estudos são necessários para a compreensão da capacidade desses fatores alterarem os 
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níveis de 5-hmC e qual das duas modificações (metilação ou hidroximetilação) é mais 

sensível aos mesmos.          

 Sabe-se que tanto a metilação global quando a sítio-específica são influenciadas pelo 

envelhecimento (BEZERRA et al., 2015; JONES et al., 2015). Atualmente, a 

hidroximetilação global tem sido caracterizada como uma marca forte e reprodutível da idade 

cronológica, com potencial para uso em avaliações de saúde e na prevenção de doenças 

(XIONG et al., 2015). Recentemente foi reportado que os níveis de hidroximetilação de 

células T do sangue periférico e o tecido hepático são dependentes do envelhecimento e estão 

associados com o decréscimo gradual da expressão da enzima TET3 (TRUONG et al., 2015; 

TAMMEN et al., 2014).         

 Entretanto, em nosso estudo, não detectamos influência do envelhecimento na 

metilação e hidroximetilação global do DNA de células da mucosa oral. Modificações na 

metilação do DNA em sítios específicos do epitélio da mucosa oral relativas ao 

envelhecimento já foram detectados (BEZERRA et al., 2014) e para células epiteliais da pele 

tem-se sugerido que alterações provocadas pelo envelhecimento são mais proeminentes em 

sítios específicos do que no perfil global do DNA (GRÖNNIGER et al., 2015). Quando a 

comparação foi estabelecida entre os gêneros, nenhuma diferença foi encontrada, assim como 

Godderis e colaboradores (2015) também observaram em seu estudo com células bucais. 

 É importante ressaltar que as inconsistências entre os estudos que avaliam a metilação 

e hidroximetilação global podem ser explicados pela variabilidade de amostragem aleatória, 

diferenças residuais, o delineamento dos estudos e os níveis de exposição da população 

avaliada. Contudo, é consenso que alterações para mais ou para menos, tanto da 5-mC quanto 

da 5-hmC, indicam problemas no equilíbrio do balanço metilação/desmetilação, o que pode 

levar ao silenciamento de genes supressores tumorais ou ativação de oncogenes, o que 

favorece ao surgimento do câncer. Desse modo, estudos que visem aprofundar os 

conhecimentos em relação metilação e hidroximetilação global do genoma humano podem 

auxiliar na identificação de que genes são diferentemente hidroximetilados ou metilados em 

indivíduos saudáveis ou portadores de doenças com o objetivo de ampliar os alvos para a 

criação de novas ferramentas diagnósticas e terapêuticas (KROEZE et al., 2015).  
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5.2 Metilação no promotor dos genes miR-9-3 e miR-137 

Embora o perfil de metilação global do DNA possa indicar importantes alterações no 

epigenoma, a hipermetilação gene-específica representa uma das marcas mais consistentes 

do processo de tumorigênese (PORTELLA & ESTELLER, 2010), e as modificações 

observadas em células não cancerígenas podem se tornar um poderoso biomarcador capaz de 

indicar que a célula em questão pode se submeter a um processo maligno. De fato, o 

tabagismo tem sido associado a alterações no perfil de metilação do DNA em diversos genes 

e tecidos (TALIKKA et al., 2012), porém poucos estudos mostram esta associação em 

células da mucosa bucal.           

Tem sido mostrado que a expressão da família dos genes miR é regulada por metilação 

do DNA (HAN et al., 2015), e que sua expressão pode ser modulada por fatores ambientais, 

entretanto, pouco se sabe a respeito de como os fatores extrínsecos influenciam o perfil de 

metilação desses genes. Particularmente, as famílias miR-9 e miR-137 mostram grande 

potencial como ferramentas para diagnósico molecular já que mudanças na metilação do 

DNA destes genes foram encontradas em vários tipos de câncer (KOTURBASH et al., 2011), 

incluindo o câncer oral (KOZAKI et al., 2008; LANGEVIN et al., 2010).   

 miR-9-3 – O sítio CpG estudado está localizado na região promotora, como 

previamente citado. No presente estudo, detectamos hipometilação do miR-9-3 em células 

orais não malignas de fumantes. Um estudo realizado por Endo e colaboradores (2015) 

visando identificar se o uso de cigarro poderia interferir no perfil de metilação de indivíduos 

saudáveis também identificou uma tendência à hipometilação do sítio cg23576855 no gene 

AHRR em indivíduos fumantes e ainda averigou um aumento do perfil de metilação mediante 

a interrupção deste hábito. Estudos mostram que o fumo está associado tanto à hipermetilação 

quanto à hipometilação em diferentes genes e, ainda, um mesmo gene pode apresentar perfil 

hipometilado ou hipermetilado no mesmo tecido quando se considera sítios CpG diferentes 

(DE OLIVEIRA et al., 2015).  

A hipermetilação pode silenciar miRNAS supressores tumorais, enquanto que a 

hipometilação desencadeia regulação positiva de miRNAS oncogênicos (oncomirs) (HE & 

HANNON, 2004). No câncer, o miR-9 pode assumir o papel tanto de oncogene quanto de 

gene supressor tumoral, dependendo do tipo de câncer ou tecido (TSAI et al., 2011; ZHANG 

et al., 2012). Assim como a expressão do miR-9 pode estar positiva ou negativamente 

regulada em diferentes estágios do câncer de pulmão, incluindo os estágios precoces de 

hiperplasia, o nível de metilação de DNA pode variar em distintas fases de transformação de 
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células malignas (MOMI et al., 2014), já que este mecanismo epigenético regula a expressão 

gênica. No presente estudo, detectamos hipometilção do miR-9-3 em células orais não 

malignas de fumantes, em contraste com estudos que mostram a hipermetilação em células 

malignas da mucosa oral (MINOR et al., 2012). É possível que a hipometilação, entre outros 

fatores, seja um evento precoce de transformação. Entretanto, outros estudos são necessários 

para confirmar esta hipótese, já que a presente pesquisa foi a primeira a demonstrar o perfil de 

metilação do gene miR-9-3 em células orais de fumantes saudáveis, e alteração em relação ao 

uso do cigarro foi encontrada.         

 miR-137 - O sítio CpG estudado está localizado na região promotora, como 

previamente citado. Neste trabalho foi constatado que a condição parcialmente metilada é um 

evento comum nas células orais, já que nenhuma diferença em relação ao hábito de fumar foi 

detectada. Este perfil também já foi observado em células da pele (DA SILVA et al., 2015).  

 A metilação do miR-137 foi encontrada no câncer oral (LANGEVIN et al., 2010; 

WIKLUND et al., 2011), porém alguns estudos mostraram a hipermetilação tanto em células 

normais quanto em células de tumor hepático, sugerindo a tecido-especificidade mas não a 

tumor-especificidade da metilação dos miRNAs (LUJAMBIO et al., 2007). Entretanto, o 

miRNA 137 tem demostrado possuir um importante papel na etiologia e progessão do câncer 

oral (DANG et al., 2013) e a metilação do seu promotor pode ser detectada em produtos de 

bochecho e saliva de pacientes com este tipo de carcinoma  (LANGEVIN et al., 2010; 

WIKLUND et al., 2011). É possível que o mecanismo pelo qual o fumo contribui para o 

desenvolvimento de câncer oral pode não estimular a metilação aberrante deste microRNA, 

uma vez que não detectamos diferenças entre os grupos e estudamos o mesmo sítio CpG 

anteriormente estudado em amostras tumorais de câncer bucal (DANG et al., 2013). 

A literatura mostra que o tempo e o número de cigarros consumidos por dia pode 

influenciar o perfil epigenético do indivíduo. Como exemplo, hipermetilação das regiões 

promotoras dos genes p16, (KIM et al., 2001) APC, RASSF1A e MTHFR (TOYOOKA et al., 

2004; VAISSIERE et al., 2009). No presente estudo verificamos que indivíduos fumantes por 

mais de 15 anos apresentaram maior nível de metilação global em comparação aos indivíduos 

que fumam por menos de 15 anos. Contudo, em relação à metilação em sítios específicos dos 

genes miR-9-3 e miR-137 não foram encontradas diferenças significativas.    

 A literatura estabelece a existência de inúmeros microRNAS os quais apresentam 

expressões aberrantes ligadas ao desencadeamento de doenças (MARKOU et al., 2011), em 

alguns casos com associações diretas ao consumo de cigarro (THUN et al., 2010). Faz-se 

necessário, todavia, a realização de mais estudos sobre como o hábito de fumar pode 
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influenciar o perfil de metilação desta classe de genes, visto que parte delas também é 

regulada pelo acréscimo do radical metil em suas regiões promotoras (HAN et al., 2015). 

 No presente estudo não foram detectadas diferenças significativas em ambos os genes 

relativas ao envelhecimento quando os indivíduos foram extratificados em dois grupos, sendo 

um deles com indivíduos com até 40 anos e outro com indivíduos com mais de 40 anos. O 

envelhecimento é tradicionalmente caracterizado pela interação de inúmeros fatores, como os 

danos oxidativos na molécula de DNA, mutações mitocondriais e genômicas (principalmente 

nas regiões responsáveis pelo reparo do DNA), encurtamento dos telômeros, entre outros 

(Kirkwood, 2005). Em adição, sabe-se que em mamíferos, o envelhecimento é acompanhado 

pela perda global e progressiva de 5-mC no DNA de maneira tecido-específica e que 

aparentemente está relacionada à diminuição da atividade das enzimas DNAmetiltransferases. 

O nível de metilação de certos sítios CpG podem demostrar uma estreita relação com o 

envelhecimento, isto é, tem o potencial de ser utilizados com marcadores biológicos do estado 

fisiológico de células, tecidos e até mesmo de organismos (ASHAPKIN et al., 2015).  

 Tanto a hipometilação quanto a hipermetilação em sítios específicos já foram 

associados ao envelhecimento. Nossa equipe já detectou previamente a hipometilação 

associada ao envelhecimento da mucosa oral, particularmente no gene hTERT (BEZERRA et 

al., 2014). Além disso, já foi observado hipermetilação do gene COL1A em células do 

ligamento periodontal em indivíduos idosos (OHI  et al., 2006). Contudo, no presente estudo 

não foram detectadas diferenças significativas em ambos os genes, quando os indivíduos 

foram extratificados em dois grupos, sendo um deles com indivíduos com até 40 anos e outro 

com indivíduos com mais de 40 anos.        

 Pouco se sabe sobre a influência do envelhecimento sobre o perfil de metilação da 

família de genes de microRNAs. Estes, tem sido mais amplamente estudados quanto ao seu 

grau de expressão em relação ao envelhecimento. Recentemente, vários microRNAS foram 

identificados como reguladores do processo de envelhecimento por meio do aumento ou 

diminuição de sua expressão (SMITH-VIKOS et al., 2012). Hooten e colaboradores (2013) 

em uma pesquisa realizada com soro sanguíneo identificou que o miR-151a-5p, miR-181a-5p 

e miR-1248 apresentavam expressão significativamente menor em idosos. Olivieri et al. 

(2012) detectaram que o miR-21 teve sua expressão aumentada em indivíduos entre 66-95 

anos.    

Em relação ao gênero, não foram detectadas diferenças nos genes estudados, sendo a 

condição parcialmente metilada a mais frequente para ambos os sexos e genes. Em contraste 

com células bucais, nosso grupo recentemente mostrou que o gene miR-137 tem tendência à 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ohi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16498072
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hipermetilação no tecido da pele em mulheres (DA SILVA et al., 2015). A literatura relata 

que o gênero feminino está associado à hipermetilação de certos genes (LIND et al., 2004; 

LEAL et al., 2007; VAISSIERE et al., 2009) e à proteção contra metilação em outros (LAI et 

al., 2005; KIKUCHI et al., 2006; VAISSIERE et al., 2009).    

 Diferenças significativas foram observadas em relação à idade (p<0,01; ANOVA) e 

gênero (p<0,05; χ
2
) entre os grupos que compuseram a população do presente estudo (Tabela 

2). Assim, os resultados mostrados nesta pesquisa talvez tenham sido influenciados pela 

heterogeneidade dos mesmos, tanto nas investigações globais quanto sítio-específicas. 

Contudo, embora a população tenha sido heterogênea quanto à idade e gênero, alterações no 

perfil de metilação global e sítio-específica no gene miR-9-3 foram encontradas, sugerindo 

que o efeito do cigarro prevalece sobre os fatores intrínsecos idade e gênero. 

 

5.3 Considerações finais 

Pesquisas têm evidenciado a correlação entre a exposição a fatores ambientais, com 

ênfase ao fumo de cigarro, e as alterações epigenéticas, dentre elas, a metilação ou 

desmetilação do DNA (WAN et al., 2012; HERBERTH et al., 2014), a modificação das 

histonas (CHUNG et al., 2011; HERBERTH et al., 2014) e a expressão diferencial de 

miRNAs (MACCANI et al., 2012; HERBERTH et al., 2014). Simultaneamente ou não, estas 

alterações induzem a diferenciação celular de uma maneira duradoura (YANG & 

SCHWARTZ, 2012; HERBERTH et al., 2014), trazendo impactos negativos ao organismo. A 

maioria das alterações investigadas, entretanto, está ligada ao surgimento do câncer (HELLER 

et al., 2012). Mais pesquisas, portanto, são necessárias a fim de elucidar melhor de que 

maneira os fatores extrínsecos podem alterar o epigenoma, antes mesmo da instalação de 

processos patológicos. 

 Poucos estudos abordam a influência do tabagismo sobre o perfil de metilação de 

DNA em células orais, as primeiras a sofrer com a exposição da fumaça crônica do cigarro, 

mesmo após o fato de o hábito de fumar já ter sido associado a alterações nos padrões de 

metilação e o ao início de diversos processos patológicos, como o câncer de pulmão 

(KIKUCHI et al., 2006; VAISSIERE et al., 2009), câncer de próstata (ENOKIDA et al., 2006) 

e o câncer de bexiga (MARSIT et al., 2006).       

 Identificar os caminhos moleculares que contribuem para o atraso entre a exposição e 

a doença podem oferecer oportunidades para o desenvolvimento de ferramentas para o 

diagnóstico precoce e terapias direcionadas. Vários autores têm sugerido que a triagem de um 
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conjunto de marcadores na saliva ou bochecho de pacientes tem um grande potencial para a 

detecção eficaz e não invasiva do câncer bucal (RADHAKRISHNAN et al., 2011; GASCHE 

& GOEL, 2012). Alguns autores até sugeriram que estes marcadores poderiam prever a 

condição dos pulmões, uma vez que ambos são afetados pelos compostos cancerígenos da 

fumaça do cigarro (BHUTANI et al., 2008).  

 Baseado nesses fatos e nos resultados do presente estudo, sugerimos que o perfil de 

metilação global e o promotor do gene miR-9-3 são marcadores promissores para o 

monitoramento de alterações relacionadas ao efeito do cigarro nas células bucais. 
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6. CONCLUSÕES 

1- O hábito de fumar por um período superior a 15 anos está associado ao aumento do perfil 

de metilação global do DNA em células da mucosa oral. 

2- O fumo está associado à hipometilação do gene miR-9-3 em células da mucosa oral.  

3- Fatores intrínsecos como idade e gênero não estão associados a alterações no perfil de 

metilação e hidroximetilação global nem em sítios específicos dos genes miR-9-3 e miR-137 

em células da mucosa oral. 
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ANEXO I- CERTIFICADO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 
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ANEXO II- ARTIGO SUBMETIDO NO PERIÓDICO ARCHIVES OF ORAL 

BIOLOGY 
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Abstract 

Objective: The aim of this study was to investigate the influence of smoking on the 

methylation and hydroxymethylation status of global DNA and specific sites of KRT14, 

KRT19, miR-9-3 and miR-137 genes in the healthy oral mucosa. Methods: Samples of oral 

epithelial cells were collected using mouthwash from a population of former and current 

smokers and those who had never smoked. Genomic DNA was extracted, and global DNA 

methylation and hydroxymethylation was performed using an ELISA-based technique; DNA 

methylation at specific sites was performed using Methylation-Specific PCR (MSP) (KRT14, 

miR-9-3 and miR-137) or Methylation-Sensitive Restriction Enzymes (MSRE) (KRT19). K14 

and K19 protein expression was analysed by immunohistochemistry. Results: Higher levels of 

global DNA methylation were found in current smokers with over 15 years of consumption 

(p=0.04), but no differences were found in relation to global DNA hydroxymethylation. No 

differences in global DNA methylation and hydroxymethylation levels were found in relation 

to age or gender. Global DNA methylation was higher than the hydroxymethylation level 

(p<0.001) but they were not correlated in the oral mucosa. For specific sites, miR-9-3 

hypomethylation was detected in current smokers (p<0.001). Additional analysis showed no 

difference in the methylation status when age, gender, period of consumption or amount of 

cigarettes were considered for any of the studied genes. K19 expression was higher in current 

smokers in comparison to former smokers and those who had never smoked (p<0.05). 

Conclusion: We concluded that smoking habits were capable of inducing changes in global 

DNA methylation, miR-9-3 methylation status and K19 expression. 

 

Keywords: epigenetic, methylation, hydroxymethylation, smoking, microRNA, oral mucosa 
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1. Introduction 

The World Health Organization (WHO) considers smoking a major public health problem 

worldwide because it is the leading cause of preventable death and leads to the development 

of oral and lung cancer and cardiovascular complications.
1
 Identifying molecular pathways 

that contribute to the delay between exposure and disease may offer opportunities to target 

diagnostic and therapeutic interventions. The ability of tobacco smoking to induce changes in 

DNA molecules has been investigated, including in epigenetic studies.
2 

Epigenetic information is that which, other than the DNA sequence, is faithfully 

replicated upon somatic cell replication. This is carried out by DNA methylation, post-

translational histone modification and non-coding RNAs, all of which are related to gene 

expression and chromatin structure. DNA methylation is characterised by the addition of a 

methyl group in cytosines within CpG dinucleotides by DNMTs (DNA methyltransferases) 

and can modify gene transcription, leading to decreased expression or even gene silencing.
3
 

Global DNA hypomethylation and aberrant hypermethylation in tumour suppressor genes 

represents one of the main mechanisms associated with gene inactivation and often occurs in 

cancer.
4
 Altered methylation profiles have also been reported in oral inflammatory diseases.

5,6
 

5-Hydroxymethylcytosine (5-hmC), a hydroxylated and methylated form of cytosine, 

is a novel DNA modification revealed. The conversion of 5-mC (5-methylcytosine) to 5-hmC 

that occurs through the action of TET (ten-eleven translocation) enzymes is a step prior to 

demethylation
7
 and seems to play a direct role in the regulation of gene expression.

8
 Little is 

known about the biological role of 5-hmC in sickness and health or whether 5-hmC levels 

may be influenced by intrinsic and extrinsic factors, but a recent study showed that the 

hydroxymethylation profile can be a potential biomarker for environmental exposure.
9
 

Epithelial tissue acts as a protective barrier against damage caused by chemical, 

physical and biological agents and is essential to the survival of an organism. To perform this 

function, epithelial keratinocytes undergo a defined program of differentiation that results in 

the expression of structural proteins that maintain the integrity and function of the tissue. The 

proteins, called keratins, are the main components of the cytoskeleton of epithelial tissue. The 

family of keratins has the largest number of gene members (KRT) in humans with 54 distinct 

functional genes: 31 epithelial keratins (cytokeratins), 15 specific hair keratins, and eight 

keratins of the inner root sheath.
10

 Among the most powerful tumour markers, cytokeratins 

exhibit specific distribution for each epithelium subtype, allowing them to be used as 
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important markers of differentiation. Antibody-specific keratins are routinely used in 

laboratories for the diagnosis of tumours in the process of immunohistochemistry.
11

 In fact, 

cytokeratin 14 and 19 (K14 and K19) expression has been shown to be deregulated in oral 

squamous cell carcinoma (SCC).
12

 

MicroRNAs (miRNAs) are 19 to 25 nucleotide non-coding RNAs that regulate gene 

expression either by translational inhibition or by degradation of target mRNAs.
13

 

Computational algorithms for miRNA target gene prediction have revealed that each miRNA 

family can target more than 200 different mRNAs.
14

 They can act as oncogene or tumour 

suppressors depending on the cell type in which they are expressed,
15

 and assume an 

important role in silencing of genes involved in cell proliferation, differentiation, apoptosis 

and carcinogenesis.
13

 

In particular, the miR-9 family (9-1, 9-2 and 9-3) and miR-137 are interesting because 

they have already been shown to be associated with various cancer types,
16

 including oral 

cancer.
17,18

 Although the capacity of exposure to toxic agents to influence miRNA expression 

has been investigated,
19,20

 the capacity of these agents, particularly cigarette smoke, in causing 

changes in the methylation profile of these genes is still unexplored. 

Based on these facts, the aim of this study was to investigate the influence of smoking 

on global DNA methylation and hydroxymethylation status, on the DNA methylation status 

of specific sites of KRT14, KRT19, miR-9-3 and miR-137 genes and on K14 and K19 protein 

expression in healthy oral mucosa, in an attempt to find changes in the epigenetic and protein 

status that could be used as markers of smoking-related changes. 

 

2. Materials and Methods 

2.1 Ethics statement and subject population 

The study was approved by the Institutional Review Board of the Federal University of 

Paraiba, Brazil (UFPB) (protocol number 0136/2012). All volunteers were attended in the 

Clinics of the Dental School at UFPB, and provided written informed consent. Inclusion 

criteria included subjects > 30 years old with good general health. Subjects‟ smoking habits 

and general health were recorded via questionnaire. The total number of participants was 95 

and were divided into three groups, according to smoking habit: (1) those who had never 

smoked, (2) current smokers (volunteers who had consumed 5 cigarettes/day for at least 
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5years) and (3) former smokers (volunteers who had consumed 5 cigarettes/day for at least 5 

years and had quit at least 5 years previously). Exclusion criteria included volunteers with any 

systemic disorder and volunteers who had used systemic antibiotics or anti-inflammatory 

medication in the six months prior to recording the baseline assessment. Individuals with a 

history of oral cancer, as well as individuals with clinical signs of any visible change in the 

location evaluated, were also not included. 

 

2.2 Sample collection 

Epithelial cells of the oral mucosa were collected by mouthwash with 10 mL of 3% dextrose, 

centrifuged at 3000 rpm for 10 min and then washed with 5 mL phosphate buffered saline 

(PBS) at 3000 rpm for 10 min.
21

 Afterward, 20 µL was used to prepare smears on salinised 

slides (four smears per patient) that were air dried and then fixed with a spray of absolute 

ethanol and propylene for 5 min. Prior to execution of the smear, a circle (diameter 1.5 cm) 

was drawn in the centre of the slides with a PAP pen (Dako Corp.) to select the area for smear 

and antibody application to avoid losses. Slides were then frozen at −80 °C until one week 

before the protocol for protein detection.
22

 With the remaining sample, DNA was purified 

using 8 M ammonium acetate and 1 mM EDTA as previously described.
23

 DNA samples were 

then frozen at −20 °C until global and specific DNA methylation analysis. 

 

2.3 Global DNA methylation and hydroxymethylation analysis 

Global DNA methylation and hydroxymethylation levels were assessed with an ELISA-based 

technique. Briefly, wells were coated with 50 ng of DNA diluted in Coating solution. The 

methylated and hydroxymethylated fraction of DNA was detected separately using capture of 

the respective monoclonal antibodies (5mC – dilution 1:125 (Merck Millipore); 5hmC – 

dilution 1:2000 (Epigentek)). Coating, Wash, Stop and Blocking Solutions and antibody 

detection were provided in the Protein Detector ELISA Kit™ (KPL Inc.) and used according 

to the manufacturer‟s recommendations. The optical density was read at 405 nm using a 

Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc.). Levels of 5-

mC or 5-hmC in DNA were measured as the percentage of methylated or hydroxymethylated 

cytosines in total DNA content (%5-mC and %5-hmC) relative to standard DNA (5-

Methylcytosine & 5-Hydroxymethylcytosine DNA Standard Set, Zymo Research).
24

 All 

samples and methylated/hydroxymethylated standards were measured in duplicate, and the 

average reported. 
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2.4 DNA methylation analysis at specific sites of KRT14, KRT19, miR-9-3 and miR-137 genes 

Methylation-specific PCR (MSP) was performed to evaluate the DNA methylation status for 

KRT14, miR-9-3 and miR-137 genes. Bisulphite modification of genomic DNA (800 ng) was 

performed with the CpGenome™ Turbo Bisulfite Modification Kit (Merck Millipore), 

according to the manufacturer‟s instructions. After modification, each MSP reaction 

incorporated 100 ng of bisulphite-modified DNA, 1 µL (10 µM) of each primer and 

1 × GoTaq Hot Start Green Master Mix (Promega Corporations, Madison, WI, USA) in a final 

reaction of 25 µL. Fragments were amplified with specific primers for either methylated or 

unmethylated targets as previously described (Table 1).
25,26,27

 Methylated (Methylated Control 

DNA, Sigma Aldrich) and unmethylated (CpGenome Universal Unmethylated DNA, Merck 

Millipore) DNA were modified, as previously described, and amplified by PCR as control 

reactions with primers for the methylated and unmethylated conditions, respectively. 

Methylation-sensitive restriction enzyme (MSRE) analysis was performed to evaluate 

the DNA methylation status for the KRT19 gene. Genomic DNA (100 ng) was completely 

digested with the restriction enzyme (HpaII) in a total volume of 20 µL, as recommended by 

the manufacturer (New England Biolabs, Ipswich, MA). After digestion, 4 µL (20 ng) of each 

solution was pipetted into a 15 µl PCR mixture containing 7.5 µl GoTaq Green Master Mix 

(Promega Corporation, Madison, WI), and 1 µl (10 µM) of each primer. Fragments were 

amplified with specific primers as previously described.
25

 The non-enzyme-treated control 

DNA sample was always amplified with the primers in parallel with the enzyme-treated 

samples and both were subjected to electrophoresis in adjacent lanes. This provided a positive 

control for the PCR reaction and for DNA loading. 

All reactions were performed in duplicate, and amplified PCR samples (10 µL MSP 

and 5 µL MSRE) were loaded onto 6% polyacrylamide gels and subjected to electrophoresis. 

DNA bands were detected after silver staining. 

 

2.5 Protein expression analysis 

Analysis of protein expression was performed by immunohistochemistry based on the avidin-

biotin method with immunoperoxidase staining. First, the fixed slides were permeabilised 

with 0.5% Triton X in PBS for 15 min to improve penetration to the antibodies. To retrieve 

antigens, the slides were incubated with 10 mM citric acid monohydrate, pH 6.0, in a 

microwave oven for 15 min (3 cycles of 5 min each) at 700 W.
22

 K14 (LL001 mouse sc-
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53253, dilution 1:40) and K19 (A53-B/A2 IGG2A sc-6278, dilution 1:40, Santa Cruz 

Biotechnology Santa Cruz, CA, USA) monoclonal antibodies were incubated at 4 °C 

overnight. The inhibition of endogenous peroxidase, application of secondary antibodies and 

tertiary complex and revelation with diaminobenzidine were performed by ImmunoCruz goat 

LSAB Staining System sc-2053 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) according 

to the manufacturer‟s recommendations. The slides were counterstained with Mayer‟s 

haematoxylin. All reactions included negative and positive controls and were performed in 

duplicate. The positive controls were paraffin sections histopathologically diagnosed as oral 

SCC, kindly provided by the Laboratory of Oral Pathology II (Department of Clinical and 

Social Dentistry, Centre for Health Sciences, UFPB). Slides were analysed by light 

microscopy at 40 magnification. The percentage of marked cells (brown cytoplasm indicates  

immunohistochemical localization of K14 or K19) was performed in five random fields, 

defined by the extension of the ocular micrometric scale coupled to the 10x ocular, equivalent 

to 300 μm in extension and objective of 40x. The average percentage of total fields were 

calculated. The slides were analysed by two calibrated observers (k=1). 

 

2.6 Statistical analysis 

Differences in global DNA methylation and hydroxymethylation between groups were 

evaluated by ANOVA. Differences between global DNA methylation and 

hydroxymethylation in the oral mucosa were assessed by the Mann-Whitney test, and 

Spearman‟s correlation test was used for correlation analysis. Additional analysis to evaluate 

the influence of age, gender, cigarette smoking period and the amount of cigarettes smoked 

was performed by t-test. To evaluate differences in DNA methylation at specific sites between 

groups a chi-squared test was used. The protein expression profile was evaluated by ANOVA. 

For additional analysis to evaluate the influence of age, gender, cigarette smoking period and 

the amount of cigarettes smoked on the specific methylation profile, we used a chi-squared 

test. All analyses were performed using Bioestat 5.0 software (Pará, Brazil) at a 5% 

significance level. 

3. Results 

Demographic data are shown in Table 2. 
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3.1 Global DNA methylation and hydroxymethylation 

Table 3 shows the data obtained for global DNA methylation and hydroxymethylation levels 

in the oral mucosa. No differences were found for either 5-mC or 5-hmC levels between 

former and current smokers and those who had never smoked. However, differences were 

found in the 5-mC levels in relation to the period of cigarette consumption (p=0.04) but not 

for the amount of cigarettes smoked. No significant differences were found regarding age or 

gender. In relation to 5-mC and 5-hmC levels in the oral mucosa, it was found that 5-mC 

levels were higher in comparison to 5-hmC levels (p<0.001), but no significant correlation 

was found between levels of 5-mC and 5-hmC. 

 

3.2 DNA methylation at specific sites (KRT14, KRT19, miR-9-3 and miR-137) and protein 

expression (K14 and K19) 

Partial DNA methylation was considered when volunteers were positive for both methylated 

and unmethylated conditions (MPS) or when band intensities of enzyme-digested and non-

enzyme-digested samples were clearly different (MSRE), indicating that DNA methylation in 

CpG did not occur in all cells or in all of the alleles. 

We analysed DNA methylation and protein expression of K14 and K19 of oral 

epithelial cells obtained by mouthwash, which provided a large amount of cells. We separated 

some of them for protein analysis and the remainder for DNA analysis; thus, the analyses 

were performed from cells collected together. 

Cytokeratin 14 – For DNA methylation analysis, no differences were found between 

groups, and the methylated condition was found to be the most frequent. For protein 

expression, we also observed no differences between the groups, and the average percentage 

of marked cells was 51.4, 53.7 and 53.5 for current and former smokers and those who had 

never smoked, respectively (Fig. 1). 

Cytokeratin 19 – For DNA methylation analysis, no differences were found between 

groups, and the partially methylated condition was found to be the most frequent. For protein 

expression, the percentage of marked cells was 73.7, 53.7 and 39.2 for current and former 

smokers and those who had never smoked, respectively, and we found differences between 

current smokers and those who had never smoked (p<0.05) (Fig. 2). 
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miR-9-3 – significant differences between the groups were detected, and the 

unmethylated condition was found to be more frequent in current smokers in comparison to 

former smokers and those who had never smoked (p<0.001) (Fig. 3).  

miR-137 – no differences were found between the groups, and the partially methylated 

DNA condition was found to be the most frequent (Fig. 4). 

 

4. Discussion 

Smoking has been associated with changes in the DNA methylation profile of several genes 

and tissues.
28 

 Surprisingly, few epigenetic studies have been done with oral cells, which are 

the first to suffer from cigarette toxins. In light of this, we recently showed changes in the 

DNA methylation profile of cancer-related genes in the oral mucosa.
29 

 The exposed cells may 

acquire malignancy and result in squamous cell cancer. Malignancy detected early, however, 

results in less suffering and a lower health risk to the patient as well as lower health expenses. 

 

4.1 Global DNA methylation and hydroxymethylation 

In the present study, a higher global DNA methylation level was found in current smokers 

who had smoked for more than 15 years. Teschendorff et al.
30

 have already shown, on a 

genome-scale level, a „smoking index‟ where 1501 smoking-associated CpG sites (912 CpG 

sites hypermethylated) were detected in a buccal set. In addition, it was correlated with DNA 

methylation changes in epithelial cancer. Wan et al.
31 

showed seven CpG sites associated 

with current smoking, and correlations between cumulative smoke exposure and time since 

smoking cessation were observed in a subset of the significantly associated CpG sites. In the 

present study, we detected differences in relation to the period of cigarette consumption 

(more than 15 years) (p=0.04) but not for the amount of cigarettes smoked.  

In relation to age and gender, no differences were detected. A previous study has also 

shown that age and gender do not influence global DNA methylation levels in oral cells.
24

 

Godderis et al.,
32

 studying blood and saliva, did not observe significant differences in global 

DNA methylation levels between males and females either.  

In relation to hydroxymethylation, to the best of our knowledge this is the first study to 

report levels of global DNA hydroxymethylation in smoking-exposed oral cells, and no 

differences were found between current smokers and those who had never smoked. Studies 
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focusing on the influence of environmental factors on the DNA global hydroxymethylation 

profile are unexplored, but a recent study showed that exposure to arsenic is associated with 

changes in these levels in blood cells.
9
 DNA hydroxymethylation change was detected in 

some tumours
33

 but in oral cancer is currently unknown. Hydroxymethylation at CpG sites via 

TETs is shown to contribute to gene transcription by generating demethylated DNA and 

therefore it, as well as DNA methylation, also contributes to the regulation of gene 

expression.
7,8 

 

According to a previous study with oral cells,
32

 it was detected that 5-mC levels were 

significantly higher in comparison to 5-hmC levels (p<0.001). However, no correlation was 

detected between levels of 5-mC and 5-hmC, in contrast to a previous study.
32 

It has been 

proposed that the balance between 5-mC and 5-hmC levels is involved in the balance between 

cellular pluripotency and lineage commitment,
34

 but the health implications of the relationship 

are currently unknown. The studies that have found associations between the levels of the two 

basses, support the hypothesis that the 5-hmC acts as an intermediary of active demethylation 

of 5-mC. However, in the present study it was not detect correlation between these two bases, 

and this may be due to the fact that oral epithelial cells obtained by mouthwash are mostly 

cells in cell death process (exfoliated oral epithelial cells) and thus the active demethylation 

process performed by TET enzymes is  committed, leading an "imbalance" in the correlation 

between the two bases. In addition, 5-hmC level is also regulated by microRNAs, by targeting 

TET proteins and other components of the demethylation pathway
33

. Most of the RNAs are 

degraded in oral exfoliated epithelial cells.
35

 However, inconsistencies can also be observed 

in studies with blood cells, in which some authors have found some correlation
9
 and others 

have not.
29

 We have already detected correlation in skin tissue (unpublished data), but not in 

oral cells. Inconsistencies across studies evaluating global methylation and 

hydroxymethylation can be explained by random sampling variability, differences in residual 

confounding, study design and population exposure levels. 

It is known that the methylation profile of both global and site-specific DNA is 

influenced by aging.
36,37 

Currently, global DNA hydroxymethylation is being characterised as 

a strong and reproducible trademark of chronological age, with potential for use in 

assessment of health and disease prevention.
38

 It was recently reported that the level of 

hydroxymethylation in peripheral blood T cells and hepatic tissue is dependent on age and is 

associated with gradual decrease of TET3 expression levels.
39,40

 However, in our study, we 

detected no influence of age on DNA global methylation and hydroxymethylation levels in 
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the oral mucosa (Table 1). Age-related DNA methylation changes at specific sites in oral 

epithelial mucosa have been detected,
36

 and for epithelial cells of skin tissue it has been 

suggested that age-related changes are more pronounced at specific sites than in the global 

DNA profile.
41

 

 

4.2 DNA methylation at specific sites 

Although the global DNA methylation profile may indicate important changes in the 

epigenome, gene-specific hypermethylation of suppressor tumoral genes represents one of 

the most consistent markers of tumorigenesis,
3
 and those changes observed in non-tumour 

cells can be a powerful biomarker indicating that the cell may be undergoing a malignant 

process. In fact, smoking has been associated with changes in the DNA methylation profile of 

several genes and tissues,
28

 but few studies have shown this association in buccal cells. 

Keratin superfamily proteins are well established as important tumour markers 

because they are specific to each epithelium subtype and score the state of differentiation.
11

 

Cytokeratin 14 – the CpG site studied is located in exon 1, as previously described.
25

 

The methylated condition was found to be common in healthy oral epithelial tissue because 

no differences were found between the groups. Studies have shown that methylation is 

observed more frequently in regions where there are no CpG islands, as opposed to regions 

where, in the presence of CpG islands, the CpG sites are not methylated and play a crucial 

role in the regulation of gene transcription.
3
 However, we cannot neglect analysis of the DNA 

methylation status in promoters containing sparse CpG sites or CpG sites located in exon 

regions, because it has been shown that changes in those CpG sites may be involved in gene 

regulation.
5,42

 KRT14 methylation has been found to be a common event in skin cells too.
25

 In 

relation to K14 expression, our data show that smoking does not change the K14 expression 

profile; the average of marked cells is around 50% (Fig. 1). Donetti et al.
43

 also showed, from 

biotical fragments obtained from the gingival mucosa from non-smokers and smokers, that 

the expression of K14 did not vary between the groups; immunolocalisation confirmed the 

expression of K14 in basal keratinocytes and only slightly in the suprabasal cells for both 

smokers and non-smokers. In contrast, a study revealed overexpression in the suprabasal 

layers as early as 3 h after smoke exposure in cell culture.
44

 K14 expression changes were 

found in patients with oral dysplasia and cancer.
12 

DNA methylation results for KRT14 did not 

correlate with protein expression, since the most frequent pattern was methylated for all 
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groups and it was detected K14 expression at around 50%. It is possible that other CpG sites 

may be involved in regulating the expression of that gene. 

Cytokeratin 19 – the CpG site studied is located in exon 1, as previously described.
25

 

The partially methylated condition is apparently common in healthy oral epithelial tissue, 

because no differences were found between groups. KRT19 hypermethylation of tumour cell 

lines has been shown in renal cancer but this has not been confirmed in samples from patients 

with renal cancer. However, in the same study, it was observed that KRT19 expression is 

epigenetically regulated.
45

 In relation to protein expression, Lima et al.
22

 showed upregulation 

of K19 in cells of the lateral border of the tongue; however, there was no analysis of former 

smokers. We wanted to know whether the oral cavity also presents a change in the K19 

expression profile. We found that smoking habits alter the K19 expression profile, showing a 

higher average proportion of marked cells in current smokers in comparison to former 

smokers and those who have never smoked. Although there was no significant difference 

between current and former smokers, it is possible to observe a decreasing trend in the 

expression of K19 in former smokers compared to current smokers (Fig. 2). K19 expression 

has been found deregulated in patients with dysplasia and oral cancer.
12,46-48

 DNA methylation 

analysis for KRT19 did not correlate with protein expression, since the most frequent pattern 

was partially methylated for all groups and K19 expression was higher in smokers. Thus, 

additional genetic and epigenetic mechanisms might be involved in the KRT19 gene-altered 

expression in smokers, or other CpG sites may be involved in regulating the expression of that 

gene. 

During their maturation, called terminal differentiation, oral keratinocytes migrate 

from the basal proliferative monolayer, gradually losing their replicating ability and 

modifying their cytokeratin synthetic profile and becoming progressively enriched with 

keratin bundles.
49

 The K19 protein is detected in basal cells of normal oral stratified epithelia 

(mucosal epithelia); however, in pathological conditions such as dentigerous cysts and 

odontogenic keratocysts
50

 or in cells exposed to carcinogens,
51

 this cytokeratin is also found 

in the superficial layer of the epithelium. Our study confirms the findings of Lima et al. 

because we also found a higher expression of K19 in the oral mucosa of smokers. They 

suggested that those findings indicate the onset of dysregulation of the epithelial maturation 

process and, since K19 is a well-known marker of proliferative keratinocytes, those data 

suggest a state of hyperproliferation.
22

 In samples of SCCs, a higher number and intensity of 

cells stained for K19 were found as the tumour became more undifferentiated. This is 
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important for the diagnosis of potentially malignant lesions and determination of the SCC 

differentiation level, and suggests its prospective application as a marker for subclassifying 

oral SCC.
52,53

 

MiRNAs are involved in various biological activities such as cell differentiation, 

proliferation mechanisms, apoptosis and cell cycle regulation.
13

 Studies have shown that the 

expression of several miRNAs can be modulated by tobacco cigarette.
19

 Also, it has been 

shown that miR gene family expression can be modulated by DNA methylation;
54

 however, 

little is known about the influence of extrinsic factors on the DNA methylation status of miR 

genes. In particular, the miR-9 family and miR-137 have shown great potential as tools for 

molecular diagnostics because DNA methylation changes have been found in various cancer 

types,
16

 including oral cancer.
17,18

 

miR-9-3 – the CpG site studied is located in the promoter region, as previously 

described.
26

 Hypomethylation was detected there in current smokers in comparison to former 

smokers and those who had never smoked (Fig. 3). miR-9-3 hypermethylation has been 

shown as a specific biomarker for head and neck cancer, particularly related to carcinoma of 

the oral cavity and oropharynx.
55

 In the same year, it was found that miR-9-3 is specifically 

methylated in patients with non-small cell lung cancer.
56

 Also, miR-9-3 methylation was 

associated with decreased disease-free survival in patients with squamous cell lung cancer. 

Hypermethylation can silence tumour suppressor miRNAs, whereas DNA hypomethylation 

causes upregulation of putative oncogenic miRNAs (oncomirs- microRNA genes that act as 

oncogenes).
13

 In cancers, miR-9 could be either oncomir or tumour-suppressor miRNA, 

depending on the type of cancer or tissue.
57,58

 As well as miR-9 expression that may be either 

up- or downregulated in different stages of lung cancer, including the early stage of 

hyperplasia, DNA methylation status may also vary at different stages of malignant cell 

transformation,
19

 since this epigenetic mechanism regulates gene expression. Here we 

detected miR-9-3 hypomethylation in non-malignant oral cells of smokers, in contrast with 

studies that showed hypermethylation in malignant oral cells. It is possible that 

hypomethylation may be, among others, an early event of transformation. However, other 

studies are need to confirm this hypothesis, because the present study was the first to show the 

methylation status of the miR-9-3 gene in healthy oral cells of smokers, and a smoking-related 

change was found. 
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miR-137 – the CpG site studied is located in the promoter region, as previously 

described.
27

 It was detected that partial methylation is a common event in oral cells, because 

no differences according smoking status were found. It was already shown in normal skin 

cells too.
25

 miR-137 methylation has been found in oral cancer,
17,59

 but some studies showed 

hypermethylation in both normal and tumour hepatic cells, suggesting tissue-specific but not 

tumour-specific miRNA methylation.
60

 It is possible that the mechanism by which smoking 

contributes to the development of oral cancer may not stimulate aberrant methylation of these 

miRNAs. 

Since the period of consumption and the number of cigarettes smoked can also 

influence the DNA methylation
61

 and protein expression profiles,
22

 we evaluated whether 

these aspects are associated with the studied profiles. We therefore classified the subjects into 

one of two categories based on the period of cigarette consumption (≤ 15 years and > 15 

years) and in relation to number of cigarettes smoked (≤ 15 cigarettes/day and > 15 

cigarettes/day). Our data revealed no significant differences regarding the period of 

consumption or number of cigarettes smoked for specific DNA methylation of any of the 

genes studied (p>0.05, χ
2
 test) or for protein expression analysis (p>0.05, Mann-Whitney 

test). 

Besides smoking habits, intrinsic factors such as age and gender are also associated 

with different DNA methylation and protein expression profiles between individuals.
22,36,62

 

Here, the subjects were classified into one of two categories based on their age (≤ 40 years old 

and > 40 years old) and in relation to gender, independent of smoking status. Our data 

revealed no significant difference regarding age or gender for DNA methylation of any of the 

genes studied (p>0.05; χ
2
 test) or for protein expression analysis (p>0.05; Mann-Whitney 

test). 

We conclude that smoking induces increased global DNA methylation of oral cells in 

current smokers with over 15 years of consumption, but not for global DNA 

hydroxymethylation levels. At specific sites, only miR-9-3 showed influence of smoking 

status. In addition, smoking habits were capable of inducing changes in K19 expression in 

non-malignant oral epithelial cells. 
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Table 1. Primers sequences and DNA methylation analysis conditions for KRT14, KRT19, miR-9-

3 and miR-137.25,26,27 

Gene Primer (3’-5’) 
F/R 

Fragment Size 
(bp) 

Anneling 
Temperature (°C) 

Cycles 
 

KRT14  
(MSP) 

ttttagttttatgaagggtttttgc (M) 
gaaaaaataaaacaaacaaaaccg (M) 

 
ttagttttatgaagggtttttgtgc (U) 

aaaaaaataaaacaaacaaaccacc (U) 
 

137 
 
 

135 

47 (40 sec) 
 
 

48 (40 sec) 

40 
 
 
 

KRT19 
(MSRE) 

tgaagagtgggaggagatgg  
ggtggaccagatcaccaaag 

(HpaII CpG site) 

110 58 (40 sec) 35 

miR-9-3 
(MSP) 

attggtcgatttttggattgac (M) 
cgcttaaaaaacctcgaacg (M) 
 
gattggttgatttttggattgat (U) 

       caaaacacttaaaaaacctcaaaca (U) 

116 
 
 

116 

58 (1 min) 
 
 

55 (1 min) 

35 
 
 
 

miR-137 
(MSP) 

gcggtagtagtagcggtagc (M) 
acccgtcaccgaaaaaaa (M) 

 
ggtggtagtagtagtggtagt (U) 
tacccatcaccaaaaaaaa (U) 

 

86 
 
 

86 

58 (1 min) 
 
 
 

51 (1 min) 

40 

 

 

 

 

Table 2. Mean values and standard deviation for the demographic and behavioural data in 

studied population. 

 

 

 

 

 

 

*p<0.01; ANOVA, **p<0.05; χ2. 

 

 

 

 

Demography Smoking Status   

 Never 

(n=30) 

Current 

(n=29) 

Former 

(n=36) 

Age (years) * 44.15 ± 10 47.4 ± 10.6 55.3± 11 

Men (%)** 30 72.4 66.7 

Women (%) 70 27.6 33.3 

Cigarettes/day ----- 18.8 ± 10.9 23.5 ± 15.5 

Cigarette  consumption  

(years) 

----- 24.3 ± 13.2 20 ± 12.2 

Quiting smoking (years) ----- ----- 15.3 ± 8.7 
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Table 3. Mean values and standard deviation for global DNA methylation and hydroxymethylation 

levels in studied population. 

  Smoking status    

Global DNA 

modification (%) 

Never 

 

Current Former Cigarette 

smoking time 

(years) 

Amount of 

cigarettes 

smoked 

 

 

 

DNA methylation  

 

 

27.3 
(±12) 

 

 

32.2 
(±14) 

 

 

26.2 
(±11) 

≤ 15 

 

25.9 
(± 14) 

 

>15 

 

37.9* 
(±11) 

≤15 

 

32.3 
(±11) 

>15 

 

25.5 
(± 11) 

DNA 

hidroxymethylation  

13 
(±4) 

14.1 
(±3) 

14 

(±3) 

15.1 
(± 3) 

13.4 
(± 3) 

15.5 
(± 3) 

14.3 
(± 3) 

  Independent of 

smoking status 

   

 Gender Age    

 

 

DNA methylation  

Male 

 

28.1 
(±12) 

Female 

 

28.4 
(±13) 

≤ 40 

 

29.9 
(±14) 

> 40 

 

28 
(±12) 

   

DNA 

hydroxymethylation  

13.5 
(±3) 

13.9 
(±3) 

13.5 
(±3) 

13.7 
(±3) 

   

*p=0.04; T test,    # p<0.001; Mann-Whitney 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

# # #
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Figure 1- DNA methylation and protein expression of cytokeratin 14 in oral mucosa. (A) Partial 

genomic sequence of the KRT14 exon 1 region is presented (GenBank accession number 

AF066051.1). The CpG site studied is presented. Primers regions are indicated by arrows (entire for 

methylated sequence and hatched for non-methylated sequence). (B) Bands of representative samples 

of each group obtained after polymerase chain reaction of KRT14 (137 pb (M) and 135 bp (U)); M – 

methylated, U - unmethylated. (C) Methylation frequency among groups (p>0.05; χ
2
). (D) 

Immunohistochemical localization of K14 in positive control (oral squamous carcinoma tissue- brown 

cytoplasm and blue nucleus). (E) Representative sample of oral epithelial cell not marked (blue 

cytoplasm (c) and blue nucleus (n)) (F) Immunohistochemical localization of K14 in representative 

sample of oral epithelial cell (brown cytoplasm (c) and blue nucleus (n)). (Original magnification 

×100). (G) K14 protein expression among groups (p>0.05; ANOVA). 
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Figure 2- DNA methylation and protein expression of cytokeratin 19 in oral mucosa. (A) 

Partial genomic sequence of the KRT19 exon 1 region is presented (GenBank accession 

number AF202321.1). The CpG site studied is presented. Primers regions are indicated by 

arrows. (B) Bands of representative samples of each group obtained after polymerase chain 

reaction of KRT19 (110 pb); ND - non-digested DNA samples, and D - digested DNA 

samples. (C) Methylation frequency among groups (p>0.05; χ
2
). (D) Immunohistochemical 

localization of K19 in positive control (oral squamous carcinoma tissue- brown cytoplasm and 

blue nucleus). (E) Representative sample of oral epithelial cell not marked (blue cytoplasm 

(c) and blue nucleus (n)). (F) Immunohistochemical localization of K19 in representative 

sample of oral epithelial cell (brown cytoplasm (c) and blue nucleus (n)). (Original 

magnification ×100). (G) K19 protein expression among groups (p<0.05; ANOVA). 
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Figure 3 DNA methylation analysis of miR-9-3 promoter in oral mucosa. (A) Bands of representative 

samples obtained after polymerase chain reaction (116 bp). (B) Methylation frequency (*p<0.05; χ
2
 

test). M – methylated, U – unmethylated. 
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Figure 4 DNA methylation analysis of miR-137 promoter in oral mucosa. (A) Bands of representative 

samples obtained after polymerase chain reaction (86 bp). (B) Methylation frequency (p>0.05; χ
2
 test). 

M – methylated, U – unmethylated. 
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