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RESUMO

A metilacdo do DNA constitui um dos principais processos para a regulacdo da expressdo génica
através da inativacao reversivel dos genes. Fatores ambientais tais como a radiacédo solar, podem
alterar o perfil de metilagcdo de DNA. A proteina MMP-9 faz parte de uma familia de colagenases cuja
funcdo é a remodelacdo da matriz extracelular, apresentando-se muito ativa em fases iniciais do
cancer e do fotoenvelhecimento. Os microRNAs sdo moléculas de RNA nao codificantes que agem
como reguladores poés-transcricionais da expressédo génica através da degradacdo ou repressao do
RNA mensageiro alvo. Estima-se que cerca de 10% da expressdo de microRNAs é controlada via
metilacdo de DNA. O microRNA-137 possui funcao de supressor tumoral em varios tipos de cancer,
incluindo o carcinoma espinocelular e melanoma. O objetivo do trabalho foi analisar a influéncia da
exposicdo solar sobre o perfil de metilacdo de DNA dos genes da metaloprotease de matriz-9 (MMP9)
e microRNA-137 (MIR137) em células da pele. Para isso, foram analisadas amostras de pele obtidas
de uma area exposta e ndo exposta ao sol de 28 cadaveres de ambos os sexos, com idade entre 30-
89 anos sem histérico de doencas de pele obtidas no Servico de Verificagdo de Obitos da Paraiba
(SVO). O DNA gendmico foi extraido dos tecidos utilizando-se Trizol e ap6s homogeneiza¢cdo com
auxilio de um homogeneizador de tecidos. A andlise de metilagdo de DNA foi realizada pela técnica
de PCR Especifica para Metilacao (MSP), através da prévia modificacdo do DNA com bissulfito de
sédio. As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida seguidas
de coloracao por nitrato de prata. A andlise estatistica foi realizada pelo teste pareado McNemar ao
nivel de significancia de 5%. A andlise revelou que nao h& diferenca significativa entre as regifes
exposta e ndo exposta ao sol, sendo a condicdo parcialmente metilada a mais frequente para ambos
os genes MMP9 (96,4% das amostras) e MIR137 (60,4% das amostras) (p>0,05). Deste modo,
concluimos que ndo ha influéncia da exposi¢do solar no perfil de metilagdo de DNA nos sitios CpG
estudados.

Palavras Chave: epigenética, metilacdo de DNA, radiacédo solar, MMP, microRNA
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ABSTRACT

DNA methylation is a key process for the regulation of gene expression by reversible inactivation of
genes. Environmental factors such as solar radiation, can alter the DNA methylation profile. MMP-9
protein is part of a collagenases family whose function is to remodel the extracellular matrix, which
presents itself very active in the early stages of cancer and photoaging. MicroRNAs are non-coding
RNA molecules that act as post-transcriptional regulators of gene expression by degrading or
repressing the target messenger RNA. It is estimated that about 10% of microRNA expression is
controlled via DNA methylation. The microRNA-137 has tumor suppressor function in various types of
cancer, including squamous cell carcinoma and melanoma. The aim of our study was to analyze the
influence of sun exposure on the DNA methylation profile of matrix metalloprotease-9 (MMP9) and
microRNA-137 (MIR137) genes of skin cells. To this purpose, skin samples were analyzed, which
were obtained from sun-exposed and sun-protected areas from 28 corpses of both sexes, aged 30-89
years with no history of skin diseases obtained from the Brazilian Service of Death Investigation.
Genomic DNA was extracted using Trizol and with the aid of a tissue homogenizer. The DNA
methylation analysis was performed using Methylation Specific PCR (MSP) by previous modification of
the DNA with sodium bisulfite. The amplified samples were subjected to electrophoresis on
polyacrylamide gel followed by staining with silver nitrate. Statistical analysis was performed using the
McNemar paired test at a significance level of 5%. No differences were found among the areas
(p>0.05), with the partially methylated condition found to be a common event in skin for both MMP9
(96.4% of samples) and MIR137 (60.4% of samples). We conclude that sun exposure does not induce

changes in DNA methylation status in the studied CpG sites.

Keywords: epigenetics, DNA methylation, solar radiation, MMP, microRNA
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1. INTRODUCAO

Epigenética é o estudo da alteracdo estavel e hereditaria da expressdo génica resultante
das modificagbes na fita de DNA e histonas sem alteracdo da sequéncia de bases do DNA
(BERGER et al., 2009). As altera¢fes epigenéticas correspondem a uma série de modificacdes
no DNA e nas histonas promovidas por enzimas como DNA metiltransferases (DNMTSs), histona
acetiltransferases (HATS), histona desacetilases (HDACs) e histonas metiltransferases, além
disso, proteinas MBPs (Methyl Binding Proteins) como a MECP2 interagem com grupos metil
do DNA aumentando ainda mais a compactacdo do DNA pelas histonas. Em conjunto, essas
enzimas regulam a expressdo tecido-especifica através da metilagio do DNA e das
modifica¢cdes nas histonas como: metilacdo, fosforilagdo e acetilagdo (WAGGONER, 2007,
DHASARATHY; WADE, 2008). Outro mecanismo de regulagdo génica que vem sendo
amplamente estudado sdo as moléculas de MicroRNAs (miRNAs) que agem como
reguladores pés-transcricionais da expressao génica, atuando sobre o RNA mensageiro
(mMRNA) em genes-alvo (KIM, 2005). Os genes de miRNAs podem ainda ter sua expressao
regulada via metilacdo de DNA (WEBER et al., 2007).

1.1 Metilacdo do DNA

A metilacdo consiste em uma modificacdo covalente do DNA na qual um
grupamento metil (CH3) é transferido da 5-adenosilmetionina para o carbono 5 de uma
citosina que geralmente precede uma guanina (dinucleotideo CpG) pela agdo das DNMTs
(BIRD, 2002) (Figura 1).

Citosina 5-Metilcitosina
NH, NH,
N/j[” DNMT . ~# | ek
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Figura 1. Esquema do processo de formacdo da 5-Metilcitosina (5-MeC) pela DNA metiltransferase.
Fonte: WEIDMAN et al.,2007.

A metilacdo do DNA ocorre quase exclusivamente em dinucleotideos CpG em

células diferenciadas e tem uma importante funcéo na regulacédo da expressao génica e no



silenciamento de elementos repetitivos no genoma, sendo ela randdémica ou sitio especifica
(FEINBERG; TYCKO, 2004). Os dinucleotideos CpG aparecem esparsos pelos genomas
eucariotos ou agrupados em regides definidas como ilhas CpG. Estas ilhas consistem em
regides do DNA maior que 200 pares de base contendo aproximadamente 50% de bases C
e G e com uma presenca esperada de aproximadamente 60% de dinucleotideos CpG,
sendo frequentes em regides promotoras de certos genes, incluindo genes de manutencéo
(LI; DAHIYA, 2002).

A metilacdo é geralmente associada com um estado repressivo da cromatina e a
inibicAo da expressé@o génica. Isto é feito através do bloqueio da ligagdo de fatores de
transcricdo ao DNA. Além disso, as proteinas MBPs com afinidade pelo grupo metil, ligam-
se as regides CpGs localizadas nos promotores e impedem o acesso dos fatores de
transcricdo aos seus sitios (ATTWOOD; YUNG; RICHARDSON, 2002), podendo ainda
recrutar repressores transcricionais incluindo HDACs (KLOSE; BIRD, 2006) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo pelo qual a metilagdo do DNA inibe a transcricdo génica. A. Regido promotora
desmetilada permitindo a ligagdo dos fatores de transcricdo. B. Metilacdo impedindo a ligacdo dos
fatores de transcrigdo. C. Proteinas que se ligam a metilcitosina em ilhas CpG bloqueiam a ligagéo
dos fatores de transcricdo. Fonte: ATTWOOD et al., 2002.

As DNAs metiltransferases estdo divididas em duas classes de representantes:
aquelas envolvidas na metilagdo de fitas hemimetiladas do DNA, conhecidas como
metilases de manutencdo, como a DNMT1, e outro grupo responsavel pela maioria dos
processos de metilacdo de novo, que ocorrem em sitios sem nenhum tipo de indicacao
de metilacdo, ou seja, sem a presenca de metilacdo prévia, como as DNMT2 e DNMT3A
e DNMT3B. A acdo destas enzimas requer um substrato que atue como doador de
radical metil e estes sédo obtidos da dieta, como o folato, a metionina, a colina e a
vitamina B12 (WATERLAND; JIRTLE, 2003; WATERLAND, 2006). Outro grupo de
enzimas é responsavel pela desmetilagio do DNA. O processo denominado de
desmetilagdo ativa envolve as desmetilases e parece ser necessario para ativar genes

especificos ou apagar a marca epigenética durante o desenvolvimento ou em respostas



as perturbag¢des ambientais (ZHU, 2009).

O genoma esta particularmente susceptivel a desregulacdo por fatores ambientais
desde a gestacdo e durante toda a vida do individuo. Tal desregulacdo € provocada por
alteracBes na fita de DNA e histonas, sendo que, alteracdes epigenéticas sdo mais
frequentes que mutacdes (USHIJIMA; ASADA, 2010). Padrbes de hipermetilagéo
aberrante em promotores de genes representam um dos principais mecanismos associados
com a inativagdo génica e frequentemente ocorrem em genes supressores tumorais no
cancer (WEIDMAN et al., 2007; MOSS; WALLRATH, 2007; FUKUSHIGE; KONDO; HORaII,
2009; INBAR-FEIGENBERG et al., 2013).

1.2 Radiacéao solar

A maior parte da energia irradiada pelo sol estd na regido do espectro Ultravioleta
(UV) (comprimento de 100-400nm) em comparacao ao espectro da luz visivel (comprimento
de 400-700nm) (CRUTZEN, 1992).

A Radiagéo UV solar é um importante agente carcinogénico ambiente e divide-se em
trés tipos, dependendo do comprimento de onda: de onda curta UVC (100-280 nm), de onda
média UVB (280-320 nm) e de onda longa UVA (320-400 nm). A maior parte da radiacdo UV
€ absorvida pela epiderme, com transmissdo para derme apenas de UVA (SYED et al.,
2013). A radiagcdo UVC é amplamente filtrada pela camada de ozbnio, enquanto que,
quase todos os raios UVA e até 10% da radiagdo UVB atingem a superficie da Terra
(CRUTZEN, 1992; HAWRYLUK; OZTAN; FISHER, 2014).

Exposicdo aguda da pele a radiacdo UV causa queimaduras, alteracdo da
pigmentagdo, inflamagdo, imunossupressdo e danos no tecido conjuntivo da derme
(AMBACH; BLUMTHALER, 1993; BRASH et al., 2001; DAMIAN et al., 2011). A exposicao
cronica a UV altera a arquitetura normal da pele causando o fotoenvelhecimento e cancer de
pele (FISHER et al., 2002; PFEIFER; BESARATINIA, 2012; SYED et al., 2013).

A pele humana representa um 6rgdo com muitas vantagens para o estudo de
alteragcdes induzidas pelo envelhecimento e fatores ambientais. Este 6rgdo esta
diretamente exposto a muitos fatores ambientais, incluindo radiagdo solar e mostra um
fenétipo dependente da idade caracterizado por mudancas na rede vascular, reducédo da
epiderme, baixos niveis de colagenos especificos dentre outros fatores (GILHAR et al.,
2004; BAUMANN, 2007).



Absor¢do da radiacdo solar UV pelas células da pele altera a estrutura quimica do
DNA e causa estresse oxidativo (BAUMANN, 2007; ICHIHASHI et al.,, 2003; YAAR;
GILCHREST, 2007). Essas alteracbes ativam vias de sinalizacdo celular que regulam
multiplas funcbes celulares na pele. As células dos mamiferos desenvolveram muitos
mecanismos protetores contra os danos da radiagdo UV, chamados genes de resposta a
UV. Estes incluem enzimas de reparo de DNA, transducgédo de sinal, defesa antioxidante,
apoptose, parada do ciclo celular (HOLBROOK; LIU; FORNACE, 1996; SCHARFFETTER-
KOCHANEK et al., 2000; SHAULIAN et al., 2000).

A andlise de expressao génica global tempo-dependente de RNAm e proteinas ap6s
24 horas de exposicdo da pele a radiacdo UV demonstrou que a maioria dos genes
induzidos foram aqueles envolvidos na remodelagédo da matriz extracelular (metaloproteases
de matriz - MMPs) (QUAN et al., 2009; TEWARI et al., 2014). Atualmente, esta claro que a
radiacdo UV é capaz de alterar também a expressédo de miRNAs (DZIUNYCZ, 2010) e na
pele exposta a UV, foi demonstrado que os miRNAs contribuiram para a regulagdo do ciclo
celular e apoptose (SYED et al., 2013).

1.3 Fotoenvelhecimento e cancer

Esta bem estabelecido que o fotoenvelhecimento é o fator predominante da
aparéncia prematuramente envelhecida da pele exposta ao sol (YAAR; GILCHREST, 1998).
A pele envelhecida pela luz pode ser caracterizada pela aparéncia ressecada, presenca

de rugas, flacidez e despigmentacéo (RABE et al., 2006).

A matriz extracelular é o principal componente da derme e consiste principalmente
de proteoglicanos, glicoproteinas e colageno, os quais tém importante papel na arquitetura
da pele e afetam a aparéncia da pele fotoenvelhecida (CHUNG et al., 2001; WAKATSUKI;
ELSON, 2003). A fragmentacdo do colageno e a inibicdo da sua producdo prejudica a
integridade estrutural da derme, o que é um aspecto proeminente da patofisiologia do
envelhecimento prematuro da pele (fotoenvelhecimento) (FISHER et al., 2002; FLIGIEL et
al., 2003). Porém, os mecanismos moleculares pelos quais a radiagdo UV altera a

homeostase do colageno ainda sdo pouco conhecidos.

Sabe-se ainda que a exposicdo cronica a radiacdo UV pode resultar no cancer de
pele (PFEIFER; BESARATINIA, 2012). Nesse tipo de cancer, a idade e a cor da pele séo

fatores importantes relacionados ao risco do aparecimento do cancer. Este costuma ocorrer



a partir dos 40 anos, aumentando sua prevaléncia de acordo com o avanco da idade,
porém, pode ocorrer também em individuos jovens. JA o género parece ser um fator
balanceado. Um estudo brasileiro analisou 364 pacientes com melanoma, registrando a
média de idade dos pacientes em 59 anos. Sendo 86,3% pacientes de pele branca, 9,3%
dos pacientes de pele negra e 3,8% em pacientes de pele morena (FERRARI JUNIOR et al.,
2008).

Uma classe de genes importantes no desenvolvimento do cancer sdo 0s supressores
tumorais e em muitos tipos de cancer ja foi identificado a metilacdo aberrante em ilhas CpG
como mecanismo epigenético de silenciamento transcricional (JONES; AND; BAYLIN,
2007). Esses mecanismos epigenéticos tém emergido como possuindo um papel central na
regulagéo génica do melanoma humano, incluindo a identificagdo de muitos supressores
tumorais e oncogenes (HOWELL et al., 2009) e estima-se que o nimero de genes metilados
em cada tipo de cancer seja muito alto ocorrendo em padrdes distintos (BAYLIN et al., 1998;
COSTELLO et al., 2000; ESTELLER, 2002).

1.4 Metaloproteases de matriz (MMP)

As metaloproteinases de matriz (MMP) sé@o endopeptidases neutras, da familia das
proteinases zinco-dependentes somando um total de 23 enzimas no homem que se
encontram divididas em quatro classes principais: colagenases, gelatinases, estromelisinas
e metaloproteases tipo-membrana. Elas desempenham um importante papel nos processos
fisiolégicos, como embriogénese, remodelacdo de tecido normal, involugdo pos-parto e
cicatrizacdo de feridas, mantendo um balanco com os inibidores teciduais de
metaloproteinases. Estao também envolvidas em condi¢des patolégicas nas quais existe a
ruptura deste equilibrio, provocando doencas como artrites, retinopatia diabética, psoriase e
contribuir para a invasao de tumores malignos e metastase no cancer (WEEKS; HALME;
WOESSNER, 1976; DECLERCK et al., 1992; CURRAN; MURRAY, 2000; RUNDHAUG,
2005; CLARK et al., 2008; FU; PARKS; HEINECKE, 2008).

As colagenases clivam o colageno sob determinadas condicbes fisiolégicas,
cortando a hélice tripla em dois fragmentos desiguais, que séo susceptiveis a digestao por
outras proteinas (TANG et al., 2005; DUFFY et al., 2000). Pelo menos trés importantes
mecanismos reguladores podem controlar a acdo das MMPs: a regulacdo dos niveis de
transcricdo, ativacao do zimdgeno na matriz extracelular e a inibicdo das MMPs pelos

inibidores teciduais (TIMPs), sendo que o primeiro tem sido considerado o principal



mecanismo (YE, 2000).

Em particular, a MMP-9 (92-kDa, gelatinase B) € uma importante colagenase que
contribui para a digestdo do colageno tipo IV e dos componentes primarios da membrana
basal (SCHMALFELDT et al., 2001). E produzida por queratindcitos, mondécitos, macrofagos,
neutréfilos e muitas células tumorais (BIRKEDAL-HANSEN et al.,, 1993) e tem sua
expressao regulada em fibroblastos e queratindcitos durante a remodelacéo fisiolégica da
matriz extracelular ou durante destruicdo tecidual em uma patologia (YE, 2000).

A MMP-9 apresenta importante papel na angiogénese, progressdo tumoral e
disseminacdo metastatica do céncer (BERGERS et al.,, 2000; HESLIN et al., 2001;
SCHMALFELDT et al., 2001). A hiperexpressdo de MMP-2 e MMP-9 tem sido identificada
como parte de um evento inicial na tumorigénese, associado a degradacdo da membrana
basal e a transformacéo maligna (OHASHI et al., 2000; SAMANTARAY et al., 2004), tendo
sido observado em varios tumores (CLARK et al., 2008; TURPEENNIEMI-HUJANEN, 2005).

O gene MMP9 possui 13 éxons e esta localizado no cromossomo 20 (20g11.2-gq13.1)
(GENE ID: 4318). A regido 5’ flanqueadora do gene MMP9 contém muitas regides consenso
motivos de ligacdo para os fatores de transcricdo AP-1, NF- B, Sp-1 e Ets (SATO;
SEIKI, 1993). Essa regido ainda, € rica em dinucleotideos CpG, sugerindo que a
metilacdo de DNA pode ser um fator regulador da expressdo génica. Em células de
linfoma foi observada uma correlacdo inversa entre a metilagdo do promotor do gene MMP9

e o nivel da expresséao dessa proteina (CHICOINE et al., 2002).

1.5 MicroRNAs (miRNA)

Para tentar compreender os mecanismos de regulacdo e padrdes de alteracdes da
expressao génica, uma nova classe de moléculas regulatérias conhecidos como microRNAs
(miRNAS), esta recebendo muita atencdo como mediadores de mudancas na expresséo
génica e consequentemente nas respostas fisioldégicas induzidas pela radiagdo UV
(JAYANTHY; SETALURI, 2015).

MicroRNAs sdo moléculas de RNA de 19-25 nucleotideos, ndo codificantes, que
agem como reguladores pés-transcricionais da expressao génica, atuando sobre o RNA
mensageiro (MRNA) em genes-alvo de eucariotos em geral silenciando o gene (KIM, 2005)
desde nematédeos ao ser humano (LAGOS-QUINTANA et al., 2002; LAU et al., 2001).



Essas moléculas completamente enddgenas fazem parte de uma classe de
reguladores de RNA nédo codificantes denominados RNA de interferéncia (RNAIi) e tém
emergido como reguladores-chave durante a oncogénese. Eles foram observados regulando
a proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose (BARTEL, 2004; FARH et al., 2005; KATO;
SLACK, 2008). A biogénese dos miRNAs (Figura 3) envolve inicialmente a transcrigéo pela
RNA polimerase Il em um longo RNA primario (pri-miRNA) que é clivado por um complexo
proteico chamado Drosha. A clivagem resulta no microRNA precursor (pré-miRNA), com
cerca de 70 pares de bases, contendo um trecho de fita dupla e uma alca de fita simples,
formando uma estrutura denominada hairpin. O pré-miRNA é exportado para o citoplasma,
onde é clivado pela RNase Dicer, gerando um miRNA maduro com cerca de 22 nucleotideos
(RICARTE FILHO; KIMURA, 2006). Em seguida, o miRNA é incorporado a um complexo
proteico denominado RISC (RNA-Induced Silencing Complex) do qual faz parte juntamente
proteinas Argonautas (MACFARLANE; MURPHY, 2010). Essas proteinas séao
caracterizadas pela presenca de dominios conservados (PAZ e PIWI). Elas apresentam
atividade de endonuclease dirigida contra o mRNA alvo, apresentando fundamental
importancia durante o silenciamento via miRNA (HOCK; MEISTER, 2008). O complexo
RISC pareia o0 miRNA com o mRNA-alvo por complementaridade de bases. Quanto maior
for a complementaridade, maior a chance de o mRNA ser degradado, caso contrario, pode
ocorrer apenas a repressdo da traducdo (BARTEL, 2004; RIVAS et al., 2005;
MACFARLANE; MURPHY, 2010).

Abordagens computacionais estimam que 1-5% dos genes codificantes possuem
informag&o para miRNAs em suas sequéncias intronicas (LEWIS; BURGE; BARTEL, 2005;
BENTWICH et al., 2005). Além disso, estima-se que 30%-60% de todos os genes humanos
sejam alvos potenciais de um ou mais miRNAs (LEWIS; BURGE; BARTEL, 2005;
FRIEDMAN et al., 2009). Andlises bioinformaticas estimam ainda que, cerca de 50% dos
genes de miRNAs sdo associados a ilhas CpG, podendo ter sua expressao regulada via
metilacdo de DNA (WEBER et al., 2007).

Estudos apontam que um Unico miRNA possa regular inameros mMRNAs
apresentando funcdes totalmente diversas (BARTEL; CHEN, 2004). Deste modo, os
mMiRNAs constituem uma rede regulatoéria complexa de sinalizacao celular (JOHN et al.,
2004) desempenhando um papel crucial na fisiologia e nos processos patolégicos através
da regulacdo de uma grande variedade de genes, predominantemente através de sua
interacdo com as regides 3 ‘ndo traduzidas (3’'UTR) de seus correspondentes alvos de
mRNA (BARTEL, 2009).
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Figura 3. Biogénese e via de silenciamento do miRNA. O gene de miRNA é transcrito para gerar um
miRNA priméario (pri-miRNA), este por sua vez, sofre clivagem no nucleo para formar o percussor do
miRNA (pré-miRNA). O pré-miRNA é transportado para o citoplasma e clivado para gerar um duplex
de miRNA. Em seguida, o miRNA maduro € incorporado ao complexo RISC, onde liga-se a
sequéncia-alvo regulando o gene. A clivagem do mRNA ou repressao da tradugéo depende do nivel
de complementaridade entre 0 miRNA e o RNAm-alvo. Fonte: Baseado em HAN et al., 2014.

Atualmente, esta claro que miRNAs contribuem para a regulacdo do ciclo celular e

apoptose na pele exposta a radiacdo UV. Foi sugerido ainda, que a regulacdo da expressao



génica via miRNA em resposta a danos no DNA induzida pela radiacdo UV, opera desde
rapidas modificag6es na proteina que ocorrem em poucos minutos até a transcricdo muito

mais lenta podendo levar vérias horas ou dias para se desenvolver (SYED et al., 2013).

Um estudo observou que a radiacdo UV altera a expressdo de miRNAs,
demonstrando inclusive que diferentes comprimentos de onda podem alterar diferentes
MiRNAs. Neste estudo foi observado o aumento da expressdo dos miRNAs 203, 205 e 21
pela radiagdo UVA, este ultimo MIR possui propriedades oncogénicas. Ja a radiacdo UVB
foi responséavel pela diminuicdo da expressdo de miR-205 e néo teve efeito sobre o miR-21.
Conferindo assim, diferentes propriedades carcinogénicas aos diferentes comprimentos de
onda da radiac&o solar (DZIUNYCZ, 2010).

Muitos microRNAs que séo ativados em resposta a diferentes comprimentos de onda
tem demonstrado um importante papel na regulacdo da producdo da melanina por
melandcitos. Este pigmento é uma importante defesa contra radiagdo solar que podem
causar danos potenciais ao DNA levando ao aparecimento do cancer (SYED et al., 2013;
JAYANTHY; SETALURI, 2015).

O gene MicroRNA-137 (MIR137) esta localizado no cromossomo 1 (1p21.3) (Gene
ID: 406928) e possui extensa ilha CpG. Estudos tem demonstrado que este MIR possui
funcéo de supressor tumoral em varios tipos de cancer, incluindo o carcinoma espinocelular
(LANGEVIN et al, 2010) e melanoma, através do controle do ciclo celular ao regular
negativamente multiplos genes-alvo (LUO et al., 2013).

A hipermetilacdo do gene MIR137 j& foi observado em inUmeros canceres como
glioblastoma (VISANI et al., 2014; BIER et al., 2013), cancer oral (KOZAKI et al., 2008),
cancer ovariano (GUO et al., 2013), cancer de pulmédo (ZHU et al., 2013), cancer gastrico
(Chen et al., 2011), cancer colorretal (BALAGUER et al., 2010; LIU et al., 2011; LIANG et al.,
2013) e melanoma (LUO et al., 2013). Neste ultimo trabalho a baixa expressdo de MIR137

foi correlacionada a baixa sobrevida de pacientes com melanoma em estagio IV.

O MIR137 inibiu a migragéo e proliferacdo do melanoma in vitro através da indugéo
do tumor & apoptose em varios tipos de cancer (LUO et al., 2013; ZHU et al., 2013) e em
outro estudo, a transfeccdo ectépica do microRNA-137 reduziu o crescimento celular in vitro
de carcinoma de células escamosas oral, deixando claro que este gene é caracterizado
como um supressor tumoral silenciado epigeneticamente durante a carcinogénse oral.
(KOZAKI et al.,, 2008). Além disso, foi encontrada diferenca significativa no perfil de
metilacdo do MIR137 entre amostras de mucosa de pacientes com cancer oral e individuos
saudéaveis (DANG et al., 2013).
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Trabalhos confirmam que o MIR137 também esta envolvido na regulacdo da
expressao de muitos genes envolvidos no desenvolvimento cerebral e inUmeros trabalhos
associam variantes polimorficos desse gene com doengas mentais como esquizofrenia
(GWAS CONSORTIUM, 2011; Kim et al., 2012; WANG et al., 2014), desordem bipolar,
autismo, dentre outras (GROUP CONSORTIUM, 2013).
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1.6 Justificativa

Os estudos no padrdo de metilacdo de DNA tém emergido como um importante
campo de pesquisa e revelam como 0 meio ambiente pode afetar nossos genes e alterar
drasticamente a expressdo génica resultando em doencas inflamatdrias e tumorais, ou
mesmo no envelhecimento (ATTWOOD; YUNG; RICHARDSON, 2002).

J& estd bem estabelecido que a radiacdo UV solar pode causar mutagdes no DNA
e aumentar o risco para o desenvolvimento de cancer de pele (PFEIFER; BESARATINIA,
2009), entretanto, as altera¢cBes epigenéticas induzidas pela UV nessa patologia constituem
uma delicada interacdo de regulacdo génica que ainda ndo foi completamente
compreendida (NANDAKUMAR et al., 2011).

Esses mecanismos séo ainda menos esclarecidos quando se trata da regulacéo por
miRNAs (SYED et al., 2013). Além disso, a maioria das evidéncias de que a radiacdo UV
causa alteracbes epigenéticas em amostras ndo tumorais sdo oriundas de trabalhos
experimentais com ratos ou linhagem celulares (MITTAL et al., 2003; NANDAKUMAR et
al., 2011; Chen et al., 2012).

Raros sdo os estudos utilizando amostras de pele obtidas de humanos. Um
desses estudos mostrou hipermetilacdo no gene CDH1 (cadherin 1) em regides expostas
ao sol (SATHYANARAYANA et al., 2007). Outro estudo revelou tendéncia a
hipometilagdo em amostras de pele exposta ao sol no promotor do gene KRT75 (queratin
75), e em adi¢cdo, mostrou que essas alteragbes sdo mais acentuadas em individuos
idosos (GRONNIGER et al., 2010).

Metaloproteases de Matriz e microRNAs ja foram observados desregulados em
amostras ndo tumorais de pele exposta a radiacdo solar (QUAN et al., 2009; JAYANTHY;
SETALURI, 2015; SYED et al., 2013) e em amostras tumorais (KERKELA; SAARIALHO-
KERE, 2003; VILEN et al.,, 2008; HADLER-OLSEN et al., 2011; SYED et al., 2013).
Contudo, nada se sabe sobre o mecanismo molecular pelo qual a expressdo desses

genes sofreram desregulagéo.

Os genes MMP9 e MIR137 sao ricos em dinucleotideos CpG e dessa forma sdo
alvos para metilacdo de DNA, a qual pode sofrer alteracées induzidas por fatores
ambientais. Uma vez que as familias das MMPs e dos microRNas ja foram observados
respondendo a radiacdo UV, nos formulamos a hip6tese de que a exposi¢éo solar poderia

causar modificagbes no perfil de metilagdo do DNA desses genes o que pode trazer novos
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dados sobre o mecanismo pelo qual essas células adquirem malignidade e/ou

apresentam envelhecimento prematuro.
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ABSTRACT

Studies have shown that a variety of environmental factors and habits are associated with
epigenetic changes. In addition, various genes are also found to respond to UV radiation. We
hypothesised that sun exposure could alter the DNA methylation profile on the matrix
metalloprotease-9 (MMP9) and microRNA-137 (MIR137) genes of skin cells of subjects with
no history of skin diseases. Skin biopsies (5mm) were obtained using a punch technique of
sun-exposed (outer forearm) and sun-protected areas (inner arm) from 28 corpses from the
Brazilian Service of Death Investigation. Genomic DNA was extracted and a DNA
methylation analysis was performed using Methylation Specific PCR (MSP) of sun-exposed
and sun-protected skin areas. No differences were found among the areas (p>0.05;
McNemar), with the partially methylated condition found to be a common event in skin for
both MMP9 and MIR137. We conclude that sun exposure does not induce changes in DNA

methylation status in MMP9 and MIR137 genes.

Key words: epigenetic, DNA methylation, solar radiation, MMP, microRNA, skin, sun



16

Introduction

Studies show that the environment influences the epigenetic profile, and epigenetic
changes may be more common than are mutations (Ushijima et al. 2010). Epigenetic
information is defined as information other than the DNA sequence that is faithfully replicated
upon somatic cell replication. It is carried by DNA methylation, post-translational histone
modifications, and non-coding RNAs, all of which are related to gene expression and
chromatin structure. In particular, DNA methylation is characterised by the addition of a
methyl group in cytosines that precedes guanine (CpG). CpG dinucleotides are typically
clustered in what is termed CpG islands, which are areas rich in CpG sites and are often
found in the promoter regions of the genes (Portela & Esteller 2010). Aberrant
hypermethylation usually is an early event in carcinogenesis that is associated with gene
inactivation, and often occurs in tumour suppressor genes (Sharma et al. 2010). Studies
have shown that a variety of factors and habits, such as fungicides, metal ions, drugs, diet,
alcohol and smoking habits, are associated with epigenetic changes (Christensen & Marsit
2011, Terry et al. 2011).

The human skin is an organ with many advantages for the study of changes
induced by aging and environmental factors because is directly exposed. It is well-
established that chronic exposure of human skin to UV solar radiation results in photoaging
and can also lead to skin cancer (Pfeifer & Besaratinia 2012). The incidence and mortality
rates from skin cancer, especially melanoma, continue to increase worldwide and its
incidence is equivalent to the incidence of malignancies in all other organs combined
(Housman et al. 2003).

Mammalian cells respond to UV radiation with various biochemical alterations,
including the expression of different genes called UV response genes. These genes are
related to signal transduction, antioxidant defence and cell cycle control (Holbrook et al.

1996, Scharffetter-Kochanek et al. 2000, Shaulian et al. 2000). In addition, genes that
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respond to UV radiation are comprised of many proteases, like matrix metalloprotease
(MMP) (Quan et al. 2009), which degrade components of the extracellular matrix (Ho et al.
2005), as well as reduce the production of type | procollagen (Fisher et al. 2000). In
particular, MMP9 is located on chromosome 20 and its protein products have a MW of 92
kDa. It is associated with the invasiveness of tumour cells (Sato & Seiki 1993). The promoter
of this gene has a CpG island and aberrant methylation that has already been found in
cancer and inflammation (Sato et al. 2003, Roach et al. 2005).

Recently, studies show that the microRNAs (MIR) also respond to UV radiation
(Kraemer et al. 2013, Syed et al. 2013). MicroRNAs are a group of endogenous small
noncoding RNAs (20-24 nucleotides) that negatively regulate gene expression at the post-
transcriptional level, mainly via binding to the 3 -untranslated region (3"-UTR) of the target
gene (Bartel 2004). In particular, MIR137 is a short non-coding RNA that is located on
chromosome one and acts like a tumour suppressor. It has a widespread CpG island and
hypermethylation of MIR137 have been shown in a variety of types of cancer (Chen et al.
2011, Bier et al. 2013, Zhu et al. 2013, Perez-Carbonell et al. 2014).

Several carcinogenic factors have been investigated for their ability to induce
epigenetic changes, but sun radiation has been neglected. Most pieces of evidence in non-
tumour samples include results of studies with rodents and cultured cells (Mittal et al. 2003,
Nandakumar et al. 2011, Chen et al. 2012). Studies with human skin samples are scarce
(Sathyanarayana et al. 2007, Gronniger et al. 2010). Based on these facts, we hypothesised
that sun exposure could alter the DNA methylation profile of the MMP9 and MIR137 genes of

skin cells in subjects with no history of skin disease.

Methods

Ethics Statement and Subject Population
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The study was performed in accordance with the current recommendations of the
National Health Council — Ministry of Health of Brazil for research in human subjects and with
the approval of the Ethics Committee in Research of the Federal University of Paraiba
(protocol number 430/2011). Corpses of both genders of individuals that were older than 30
years at the time of their death were included. The corpses were obtained from the Brazilian
Service of Death Investigation. Written informed consent for participation was obtained from
all families. The demographic data and general health were obtained via record and did not
include individuals with a medical history of skin diseases. Skin samples were collected and
ranked according to Fitzpatrick’s (1988) criteria. Samples from 28 subjects were included,
and were divided into two conditions according to sun exposure: sun-exposed area (SE) and

sun-protected area (SP).

Sample Collection and Genomic DNA Isolation

Biopsies were collected by punch (5mm diameter) from the outer forearm (sun-
exposed area) and inner arm (sun-protected area), up to 10 hours after death. Immediately
after removal, the biopsies (epidermis and dermis) were stored in a tube containing 800 pL of
RNAholder (Bioagency, Sao Paulo, SP, Brazil) and frozen at -20°C until analysis. Afterwards,
the genomic DNA of skin biopsies was purified using the TRIZOL reagent (Invitrogen,
Carlsband, CA, USA) following the manufacturer's recommendation, using a tissue
homogeniser. DNA quantification was performed using a NanoDrop spectrophotometer
(Thermo Scientific). The samples were then frozen at -20°C until the DNA methylation

analysis.

DNA Methylation Analysis

The DNA methylation analysis was performed using PCR Specific Methylation
(MSP). Bisulfite modification of genomic DNA (800 ng) was performed with the EZ DNA
Methylation-Gold kit, according to the manufacturer’s instructions. Each MSP reaction

incorporated 100ng of bisulfite modified DNA, 1pL (10 uM) of each primer and 1x Go Taq Hot
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Start Green Master Mix (Promega Corporations, Madison, WI, USA) in a final reaction of 20
puL. Fragments of MMP9 were amplified with specific primers for either methylated (F:5'-
gaagttcgaaattagtttggttaac-3’, R:5’ tcccgaataactaatattataaacgta-3’) or unmethylated targets
(F: 5-agtttgaaattagtttggttaatgt-3’, R:5’-cctcccaaataactaatattataaacata-3’) with 179  bp.
Methylated and unmethylated cycle conditions were as follows: 95°C x 5 minutes; 40 cycles
(95°C x 30s, 55°C x 30s, 72°C x 30s) and 72°C x 5 min. (Yang et al. 2009). Fragments of
MIR137 were amplified with specific primers for either methylated (F:5'-
gcggtagtagtagcggtage-3’, R:5’-acccgtcaccgaaaaaaa-3’) or unmethylated targets (F:5'-
ggtggtagtagtagtggtagt-3’, R:5-tacccatcaccaaaaaaaa-3’) with 86 bp. Methylated and
unmethylated cycle conditions were as follows: 95°C x 5 minutes; 40 cycles (95°C x 1min,
58°C (met), 51°C (unm) x 1min, 72°C x 1 min) and 72°C x 5 min. (Dang et al. 2013).
Methylated DNA (Methylated CpG Jurkat Genomic DNA, New England Biolabs) and
unmethylated (5-Aza-dc Treated Jurkat Genomic DNA, New England Biolabs) were modified,
as previously quoted, and amplified by PCR as control reactions with primers for the
methylated and unmethylated condition, respectively. Amplified PCR samples (6ul) were
loaded in 6% polyacrylamide gels and subjected to electrophoresis. DNA bands were

detected after silver staining.

Statistical Analysis

We performed a paired non-parametric McNemar Test at a level of 5% in order to evaluate
differences in DNA methylation status among sun-exposed and sun-protected areas of skin

cells using BIOESTAT 5.0 software (Ayres et al. 2007).

Results and Discussion

Ultraviolet radiation of the sun is the most prominent and ubiquitous physical

carcinogen in our natural environment and has been one of the greatest human concerns. Its
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ability to cause skin cancer is directly linked to cause mutations, however, the ability of solar
radiation to cause epigenetic changes is poorly known. It is known that epigenetic changes
are associated with several types of cancer, non-cancerous conditions and aging (Mau &
Yung 2014, Daniel & Tollefsbol 2015). Studies have shown that skin tumours are associated
with epigenetic changes and we would like to know if it is possible to observe changes in
healthy cells exposed to sun. This knowledge can help to contribute to early diagnosis and
therapeutic interventions. In the present study, we investigated the influence of sun exposure
on the DNA methylation status of non-tumuoral skin samples, focusing on MIR and MMP
gene family because there is evidence that these genes respond to UV radiation (Quan et al.

2009, Kraemer et al. 2013, Syed et al. 2013).

MMP9 — Samples from 28 corpses that were aged 30-89 years (60.7+17.6;
meanxSD) prior to death were used for this study. Of these, 15 were females and 13 were
males. Regarding skin type (Fitzpatrick, 1988), nine were classified as type Il (light brown),
12 as type IV (moderate brown) and seven as type V (dark brown).

The studied CpG site was previously described (Yang et al. 2009). Out of the total of
28 samples, no sample showed differences between sun-exposed and sun-protected areas.
We found that 27 of the skin samples were positive for the partially methylated condition in
both SE and SP areas and one was unmethylated for both areas. Partial DNA methylation
was considered when samples were positive for both methylated and unmethylated
conditions, indicating that DNA methylation in the CpG studied did not occur in all cells,
and/or all of the alleles (Figure 1) (p>0.05). MMP9 demethylation was found in the samples
of individuals with osteoarthritis (Roach et al. 2005). An almost complete methylation of CpG
sites in the MMP9 gene promoter was observed in the five cancer cell lines (Sato et al.
2003).

MIR137 — Samples from 24 corpses that were aged 30-89 years (61.0+18.1;

meanzSD) prior to death were used for this study. Of these, 13 were females and 11 were
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males. Regarding skin type (Fitzpatrick 1988), nine were classified as type 1l (light brown),
12 as type IV (moderate brown) and three as type V (dark brown).

The studied CpG site was previously described (Dang et al. 2013). We found that
out of a total of 24 samples, only seven samples showed differences between sun-exposed
and sun-protected areas (three partially methylated in SE and unmethylated in SP and four
unmethylated in SE and partially methylated in SP) and most had the same condition for both
areas (11 partially methylated for SE and SP, four unmethylated for SE and SP and two
methylated for SE and SP (Figure 2) (p>0.05)). Partial DNA methylation was considered
when samples were positive for both methylated and unmethylated conditions, indicating that
DNA methylation in the CpG studied does not occur in all cells, and/or all of the alleles.

Dang et al. (2011) found methylation frequency of 25% up to 58.3% in patients with
oral lichen planus and oral squamous cell carcinoma, suggesting MIR137 methylation as a
biomarker for malignant prediction in patients with those diseases. However, MIR137
methylation was only found in the epithelium and not in the connective tissue. In the present
study, it was not possible to separate the dermis and epidermis, and so perhaps, we did not
find differences between the two areas because the DNA of keratinocytes and fibroblasts
were analysed together. MIR137 methylation was also found in gastric cancer (Chen et al.
2011), glioblastoma (Bier et al. 2013), pulmonary cancer (Zhu et al. 2013), colorectal cancer
(Perez-Carbonell et al. 2014) and others.

Speculation on a possible connection between UV irradiation and epigenetic
changes is growing but is still scarce. Few studies show this association in skin samples
obtained from humans. CDH1 methylation was highly significantly related to UV-exposed
skin (Sathyanarayana et al. 2007). Another study revealed hypomethylation in the promoter
of the KRT75 gene (queratin 75) in skin samples exposed to the sunlight. Meanwhile, the
promoters of important genes for skin cell homeostasis SEC31L2 (SEC31 homolog a B (S.
cerevisiae), DDAH2 (dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2) and TET2 (tet
methylcytosine dioxygenase 2), were found hypermethylated in skin samples from elderly

individuals. These data indicated that sun exposure-related hypomethylation was less
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pronounced than age-related hypermethylation. In addition, the effects appeared stronger in
the epidermis than in the dermis (Gronniger et al. 2010). However, the same study showed
no differences between the sun-protected and sun-exposed areas in other CpG sites studied.
A recent study showed that exposure to solar UV radiation may reduce DNA methylation in
circulating lymphocytes (Nair-Shalliker et al. 2014).

Most pieces of evidence in non-tumour samples include results of experimental
studies with rodents or cultured cells (Mittal et al. 2003, Nandakumar et al. 2011, Chen et al.
2012, Prasad & Katiyar, 2013, Yang et al. 2014). These studies contrast with another one
that reveals that UVB irradiation of keratinocytes has no recognisable global effect on DNA
methylation patterns (Lahtz et al. 2013). They suggest that changes in DNA methylation, as
observed in skin cancers (Lee et al. 2014, Wu et al. 2014), are not immediate consequences
of human exposure to solar UVB irradiation.

It appears that the major mechanism by which UV radiation causes skin
tumuorigenesis is via mutations of the TP53 gene. The mutations are predominantly the UV-
signature mutation, i.e., a C—T transitions at dipyrimidine sites, which result from UV
radiation-induced cyclobutane pyrimidine dimer formation (Tommasi et al. 1997, Rochette et
al. 2009). Methylation of cytosine has been shown to increase the pyrimidine dimer formation
that results from cell exposure to solar UV radiation, and many of the mutations occur at the
CpG sites (Tommasi et al. 1997).

Regarding the analysis of gene expression, metalloproteinases and microRNAs
were deregulated in tumours (Kerkela et al. 2003, Vilen et al. 2008, Hadler-Olsen et al. 2011,
Perera & Ray 2012), and the same was observed in non-tumour samples exposed to UV
radiation, but the molecular mechanism is still unknown (Quan et al. 2009, Kraemer et al.
2013). Kraemer et al. (2013) also showed that UVA and UVB irradiation regulate microRNA
expression differentially in human primary keratinocytes. In addition, it was already shown
that enhanced levels of Dnmts in the UV-exposed mouse skin and UV-induced skin tumours,
in addition to its distribution patterns, suggest that the de novo synthesis of Dnmt3a and

Dnmt3b may contribute to a major chromatin mark for cellular proliferation on chronic UVB-
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exposure of the skin and within UVB-induced skin tumours. In this study, DNA
hypermethylation was consistent with the Dnmts expression findings (Nandakumar et al.
2011).

Age and gender are also associated with different DNA methylation statuses among
individuals (El-Maarri et al. 2007, Thompson et al. 2010, Bezerra et al. 2015). Although our
demographic data show variations in these aspects, in addition to skin type, this analysis was
hampered by the small sample size, although we note that the partially methylated profile for
MIR137 included 10 women out of a total of 11 individuals. The variation in methylation
status, in particular for MIR137 (we have found five statuses, Figure 2B), could be also due
to another intrinsic factor, such as genetic polymorphisms (Arakawa et al. 2012).

Epigenetic changes represent an additional pathway by which environmental factors
influence aging and the development of diseases with a tissue-specific manner. In particular,
studies involving sun exposure and experiments with UVA and UVB radiation are needed to
better understand the relationship between these factors and the epigenome, which can

contribute to clinical applications in preventive and personalised medicine settings.

Conclusion

Our data show that the partially methylated condition is a common feature of skin
cells for MMP9 and MIR137 genes. So, we conclude that sun exposure does not induce

changes in the DNA methylation status in MMP9 and MIR137 genes.
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Figure 1 — DNA methylation analysis of the MMP9 gene promoter of skin cells. (A) Bands of two
representative samples obtained after the polymerase chain reaction (179 bp). (B) Methylation status
of the MMP9 gene for SE and SP areas (n=28; p>0.05; McNemar). P — Partially methylated, M —

methylated, U — unmethylated, SE — sun-exposed, SP — sun-protected.
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3. CONCLUSAO

Nossos dados mostram que a condi¢do parcialmente metilada é um aspecto comum
dos genes MMP9 e MIR137 em células da pele. Assim, concluimos que a exposicao solar

néo influencia o perfil de metilacdo desses genes.
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ANEXO |

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA - UFPB
HOSPITAL UNIVERSITARIO LAURO WANDERLEY - HULW

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES
HUMANOS - CEP

CERTIDAO

inbve

Com base na Resolucdo n° 196/96 do CNS/MS que regulamenta a ética da pesquisa em seres
humanos, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitdrio Lauro Wanderley —
CEP/HULW, da Universidade Federal da Paraiba, em sua sessdo realizada no dia 27/09/2011,

apés analise do parecer do relator, resolveu considerar APROVADO o projeto de pesquisa

intitulado INFLUENCIA DA EXPOSICAQ SOLAR NO PERFIL DE METILACAO DE DNA EM
CELULAS DA PELE: ASSOCIACAO COM A EXPRESSAQ PROTEICA. Protocolo CEP/HULW n®.
430/11, Folha de Rosto n® 457823, Certificado de Apresentagio para Aprecia¢io Etica - CAAE N°
0082.0.462.126-11, da pesquisadora NAILA FRANCIS PAULO DE OLIVEIRA.

Informamos que qualquer alteracdo no Projeto e dificuldades no curso da pesquisa, assim como
os eventos adversos deverio ser comunicadas a este Comité de Etica em Pesquisa através dos
pesquisadores.

Ao final da pesquisa, solicitamos enviar ao CEP/HULW, uma cbpia desta certiddo e da pesquisa,

em CD, para emisséo da certiddo para publica¢do cientifica.

Jodo Pessoa, 04 de outubro de 2011.

faponira Cortez Cosla de Oliveira

Coordenarinra do Comita de Efica

em Pons

Prof2 Dr2 laponira Cortez Costa de Oliveira
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa-HULW

Endereco: Hospital Universitario Lauro Wanderley-HULW - 42 andar. Campus | - Cidade Universitaria.
Bairro: Castelo Branco - Jodo Pessoa - PB. CEP: 58051-900 CNPJ: 24098477/007-05
Fone: (83) 32167964 — Fone/fax: (083)32167522 E-mail:comitedeetica@hulw.ufpb.br
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