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Resumo

Fundamentos: A radiacao UVB pode causar danos agudos, como queimaduras solares, ou foto-
envelhecimento e melanoma, que sao grandes ameacas a salde.

Objetivo: Este estudo objetivou investigar o mecanismo do fotoenvelhecimento cutaneo indu-
zido pela radiacao UVB em camundongos, utilizando a expressao diferencial de miRNAs.
Métodos: Foi construido um modelo de fotoenvelhecimento por radiacdo UVB. As coloracdes
pelos métodos da hematoxilina-eosina e de Masson foram utilizadas para avaliar as modificacoes
na epiderme e na derme de camundongos. O perfil de expressao de miRNA no modelo de pele de
camundongo exposta a radiacdo UVB e de camundongos com pele normal foi avaliado utilizando-
-se analise de sequéncia de miRNA. A andlise de GO e Pathway foi empregada para prever os
alvos de miRNA.

Resultados: Total de 23 miRNAs foram avaliados para expressoes significativamente diferentes
em comparacao com a pele normal. Entre eles, sete miRNAs foram up-regulados e 16 foram
down-regulados no na pele com fotoenvelhecimento de camundongos expostos a radiacdo UVB.
A expressao diferencial de miRNA esta relacionada a uma variedade de vias de transducédo de
sinal, dentre as quais as vias de sinal mmu-miR-195a-5p e mitogen-activated protein kinase
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(MAPK) sao cruciais. Houve uma expressao diferencial significativa de miRNA no tecido cutaneo
de camundongos normais em comparacao com a pele com fotoenvelhecimento cutaneo induzido

pela radiacao UVB.

Limitagbes do estudo: Em virtude das restricdes de tempo e energia, a verificacao do nivel
de proteina especifico, a exploracdo da via MAPK e o mecanismo molecular downstream do
miR-195a-5p precisam ser estudados mais profundamente no futuro.

Conclusodes: O fotoenvelhecimento cutaneo induzido por radiacdo UVB pode ser diagnosticado

e tratado utilizando miRNA.

© 2022 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este é um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

A radiacao ultravioleta solar é um importante carcinégeno
ambiental. Ha trés regides, de acordo com os diferentes
comprimentos de onda: a radiacdo UVC de onda curta tem de
200 a 280 nm; a UVB de onda média tem de 280 a 320nm; e
a UVA de onda longa tem de 320 a 400 nm."? A UVB tem dois
lados. De acordo com diferentes doses de radiacao, dife-
rentes modelos de doencas apresentarao efeitos diferentes.
Muitos pesquisadores utilizam a UVB para tratar doencas
humanas, como o vitiligo.® O modelo utilizado neste artigo é
o0 modelo de fotoenvelhecimento da pele de camundongos.
A radiacao UVB pode causar danos agudos, como queima-
duras solares, ou fotoenvelhecimento e melanoma, que sao
grandes ameacas a salde. Em virtude de seu comprimento
de onda curto e grande intensidade, a UVB (290-320 nm)
causa danos significativos a epiderme. Os ceratindcitos sao
suas células-alvo, o que pode induzir reacdes adversas na
pele como edema, eritema, bolhas, pigmentacao da pele e
fotoenvelhecimento prematuro.*> Se essas lesdes nao forem
reparadas a tempo, podem ocorrer graves defeitos estru-
turais das moléculas de DNA, destruindo a vitalidade das
células e afetando sua funcao, e até mesmo levar ao enve-
lhecimento da pele, inclusive ao cancer de pele.®

Os microRNAs (miRNAs) sdo considerados um grupo
de pequenos RNAs endogenos nao codificantes (cerca
de 23 nucleotideos), associados a supressao de genes
pos-transcricionais.”® Os miRNAs agem principalmente
na regulacdo pods-transcricional e sao importantes na
manutencao da homeostase celular normal.’ Varios estudos
indicam que os miRNAs participam de varios proces-
sos bioldgicos, incluindo desenvolvimento, diferenciacéo,
reproducao e apoptose. Recentemente, pesquisadores des-
cobriram uma relacdo entre miRNAs e a ocorréncia
e progressao de algumas doencas de pele, tais como
miRNAs e cancer de pele, pigmentacdo, doencas infla-
matoérias, doencas autoimunes, cicatrizacdo de feridas e
fotoenvelhecimento.'’-'> Representando aproximadamente
1% a 5% do genoma humano, miRNAs tém cerca de 30% dos
genes que codificam proteinas reguladoras,’ e sua impor-
tancia para todo o organismo é evidente. Por outro lado,
o mecanismo do fotoenvelhecimento da pele mediado pela
exposicao a UVB permanece desconhecido, e mais pesqui-
sas podem determinar a relacdo mecanica entre miRNAs e
radiacdo UVB, auxiliando na prevencao de tais lesdes, além
de fornecer biomarcadores diagnosticos e novos alvos de
acidos nucleicos para tratamento. A expressao diferencial
de miRNAs no fotoenvelhecimento cutaneo foi pesquisada
utilizando radiacao UVB e tecido de pele normal, usando a

tecnologia de deteccao de sequéncia de miRNAs para explo-
rar o mecanismo de fotoenvelhecimento cutaneo causado
por UVB.

Material e método

Modelos animais

Doze camundongos C57BL/6 machos adultos foram selecio-
nados para este estudo. Os camundongos foram obtidos do
Centro de Animais Experimentais do Third Xiangya Hospi-
tal, Central South University, China. Os camundongos tinham
cerca de 8 semanas de idade, pesavam 25 a 30g e foram
mantidos em uma instalacdo com temperatura e umidade
controladas, com comida e agua suficientes. Todos os pro-
cedimentos de alimentacao dos animais foram realizados de
acordo com as Diretrizes do National Institutes of Health
para o cuidado e uso de animais de laboratério. O Comité
de Bioética da Central South University autorizou todos os
procedimentos para experimentos com animais.

Radiacdo ultravioleta

Os camundongos foram divididos aleatoriamente em trés
grupos experimentais e um grupo controle: grupo A con-
trole (com radiacdo de 0 mJ/cm?), grupo B de radiacao UVB
(com radiacao de 90 mJ/cm?), grupo C de radiacdo UVB (com
radiacdo de 180 mJ/cm?) e grupo D de radiacdo UVB (com
radiacdo de 360 mJ/cm?). Os camundongos foram primeiro
sedados (injecdo intraperitoneal de pentobarbital sodico) e,
em seguida, seus dorsos foram depilados. O experimento foi
realizado utilizando o espectro UVB (290-320 nm) do SS-03B
Ultraviolet Phototherapy Instrument. Os camundongos dos
grupos A, B, C e D foram submetidos a radiacdo na dose de 0,
90, 180 e 360 mJ/m?, respectivamente. As modificacbes na
pele do dorso dos camundongos foram continuamente moni-
toradas e fotografadas durante o experimento. No nono dia,
os camundongos foram sacrificados e amostras da pele foram
coletadas.

Processamento histolégico da pele

No nono dia, o tecido cutaneo foi removido. Essas amostras
foram fixadas em tampao fosfato 0,1M (PB, pH 7,4) com
paraformaldeido a 4% por 24 horas. Os tecidos foram embe-
bidos em parafina e cortes histologicos foram preparados
(5 pm). Estes foram corados com hematoxilina-eosina e as
laminas analisadas e fotografadas ao microscopio.
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Preparacdo da biblioteca

A biblioteca foi preparada utilizando o NEBNext® Multiplex
Small RNA Library Prep Set for Illumina® e o nanodropND-
1000 Agilent 2100 Bioanalyzer.

A eletroforese em gel de agarose foi utilizada para
verificar a integridade do RNA, que foi entdao quantifi-
cado no instrumento NanoDrop ND-1000. Para remover as
modificacoes de RNA que interferem na construcao da
pequena biblioteca de sequéncias de RNA, as amostras de
RNA total foram submetidas a desacilacdao de 3’-aminoacil
(com carga) para 3’-OH para ligacdo com o adaptador
3’, fosforilacao de 5’-OH (grupo hidroxilo) para 5’-P para
ligacoes do adaptador 5’ e desmetilacado de m1A e m3C
para transcricao reversa eficiente. Para a preparacao da
biblioteca de sequéncias de miRNA, o RNA total de cada
amostra foi pré-tratado. Os procedimentos de preparacao
da biblioteca incluiram: ligacdo do adaptador 3’, ligacdo do
adaptador 5’, sintese de cDNA, amplificacdo da reacao em
cadeia da polimerase (PCR, do inglés polymerase chain reac-
tion), selecao de tamanho de fragmentos amplificados por
PCR de ~134 a 160 pb (correspondendo a RNAs pequenos
de aproximadamente 14 a 40 nt). O equipamento Agilent
2100 Bioanalyzer foi utilizado para quantificar as bibliote-
cas completas. Com base nos resultados da quantificacao, as
bibliotecas foram combinadas em proporcoes iguais e usadas
para o sequenciamento.

Sequenciamento

Os fragmentos de DNA das bibliotecas bem misturadas foram
desnaturados com NaOH 0,1 M para gerar moléculas de DNA
de fita simples e carregados no cartucho de reagente a
1,8 pM. Os sequenciamentos foram realizados no sistema
Illumina NextSeq 500 utilizando o kit NextSeq 500/550 V2
(#FC-404-2005, Illumina), de acordo com as recomendacoes
da embalagem. O sequenciamento foi realizado executando-
-se 50 ciclos.

Analise de dados

A qualidade da sequéncia foi analisada via FastQC e as lei-
turas aparadas foram alinhadas, permitindo apenas uma
incompatibilidade. Depois disso, as leituras nao mapeadas
foram alinhadas, o que possibilitou apenas uma incompa-
tibilidade com o software bowtie.” Os segmentos lidos
restantes foram alinhados, fazendo com que apenas um nao
correspondesse a sequéncia de referéncia do miRNA e ao
miRDeep2.'® Com base no numero de leituras mapeadas, o
perfil de expressao de miRNA pode ser estimado. Os miR-
NAs expressos diferencialmente sao selecionados com base
no valor de contagem com o pacote R edgeR."” O fluxo de
trabalho de analise de dados do sequenciamento de miR-
NAs é mostrado na figura 1. As figuras foram produzidas em
ambiente R ou Perl para calculos estatisticos e graficos da
expressao de miRNAs.

Predicao de gene alvo e analise de funcao

Estudos anteriores no TargetScan sugeriram que mirdbV5
prevé alvos de miRNA. Somente os genes que foram previstos
por ambos os programas para serem miRNA foram aceitos.

Analises de desenvolvimento da via de transducédo de sinal
com ontologia génica (OG) e Kyoto Encyclopedia of Gene
and Genomes (KEGG) foram realizadas para prever funcoes
de miRNA especificos. O banco de dados OG foi classificado
em trés categorias: processo bioloégico, componente celular
e funcao molecular. Para avaliar a rede de genes expressos
diferencialmente, utilizou-se o KEGG, um banco de dados
de referéncia de analise de vias. O significado das palavras
0OG e termos de rota foram avaliados por meio do valor de
p. Quanto menor o valor de p, mais importante é o termo (o
valor de p recomendado foi < 0,05).

RT-qPCR

Elaboracao dos primers: os primers relacionados foram ela-
borados e sintetizados pelo software na tabela 1. PCR
quantitativo em tempo real: o sistema foi estabelecido para
analise quantitativa em tempo real. Todas as amostras de
cDNA foram configuradas com um sistema de reacao de PCR
em tempo real. Adiciona-se a amostra a cada poco corres-
pondente a placa de PCR. A placa de PCR é colocada no
equipamento de PCR em tempo real para realizar a reacao
de PCR. Os genes alvo e os genes housekeeping de cada
amostra sao submetidos a uma reacao de PCR em tempo
real. O instrumento gera os achados de concentracao dos
genes alvo e genes housekeeping em cada amostra com base
na curva padrao de diluicao do gradiente de DNA. Os niveis
relativos de miRNA sao normalizados de acordo com o snRNA
U6, e a média e o erro padrao sao calculados.

Anélise estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio padrao.
A expressao de miRNA seguiu uma distribuicao discreta.
Assim, as diferencas significativas entre os grupos foram
comparadas por meio de uma distribuicdo binomial nega-
tiva. Os miRNAs diferencialmente expressos foram entao
selecionados. O valor de p recomendado foi < 0,05.

Resultados
Danos nos tecidos cutaneos induzidos por UVB

As coloragoes pelos métodos da hematoxilina-eosina e de
Masson sao mostradas na figura 2. Em comparacao com
o grupo controle A, a epiderme dos grupos experimen-
tais B/C/D aumentou em diferentes niveis. Além disso, a
espessura aumentou com o aumento da dose de radiacao.
A derme do grupo controle A apresentou distribuicao uni-
forme do tecido conjuntivo, enquanto a derme dos grupos
experimentais B/C/D apresentou um arranjo desordenado
das fibras. Comparado com o grupo controle A, o grupo
experimental B apresentou leve espessamento epidérmico,
membrana basal e derme papilar intactas e pequena quan-
tidade de infiltracao de células inflamatoérias, indicando que
a radiacao ultravioleta exerceu efeito prejudicial na pele.
Em comparacao com o grupo experimental B, a epiderme
do grupo experimental C era mais espessa, a derme papi-
lar estava presente, e a degradacao da membrana basal e
a infiltracao de células inflamatérias puderam ser observa-
das. Em comparacao com o grupo controle A, a espessura da
epiderme da pele no grupo experimental D foi significativa-

460



Anais Brasileiros de Dermatologia 2022;97(4):458-466

Divididos aleatoriamente em quatro grupos
A.B.C.D

A

Coloragoes H&E
Elaboracdo de modelos animais e coleta de tecidos

v

Dados de sequenciamento brutos

e Masson

Alinhamento ao miRNA e expressao
de miRNA

A

Triagem de miRNAs expressos diferencialmente

A

Selecédo de miRNA para predicéo de

bioinformatica: genes alvo e via

A

Verificacéo de RT-gPCR para miRNAs

candidatos
Figura 1 Fluxo de trabalho do experimento de sequenciamento de miRNAs.
Tabela 1 Sequéncias de primers para RT-qPCR de vulcao, pode-se encontrar a expressao diferencial de
mmu-miR- CGGTAGCAGCACAGAAATATTGGC miRNAs. Ha 87‘ miRNAs up-regulados e 100 miRNAs down:
-regulados na figura 3A (B vs. A). Na figura 3B (C vs. A), ha
EERED F S 106 miRNAs up-regulados e 113 miRNAs down-regulados. Na
U6 R AACGCTTCACGAATTTGCGT p-res s '

Comprimento do produto 94 pb

mente diferente, até mesmo com algumas areas de necrose
e descolamento; o tecido conjuntivo da derme mostrou-
-se desorganizado, com degradacdao da membrana basal e
infiltracdo de células inflamatoérias.

Triagem de miRNA expresso diferencialmente

Graficos de vulcao foram plotados com base em miRNA com
valores de CPM (ver fig. 3). De acordo com esses graficos

figura 3C (D vs. A), ha 105 miRNAs up-regulados e 163 miRNAs
down-regulados.

O agrupamento hierarquico usando miRNAs expressos
diferencialmente é mostrado na figura 3. Cada linha
representa um miRNA diferente e cada coluna representa
uma amostra diferente. Os achados do agrupamento hie-
rarquico revelaram que havia diferencas na expressao de
miRNAs entre as amostras. Um total de sete miRNAs signi-
ficativamente up-regulados e 16 miRNAs significativamente
down-regulados foram selecionados nos grupos B vs. A, C vs.
A e D vs. A (ver fig. 3D/E/F).
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Grupo A Grupo B

Figura 2

- rupo C

Alteracoes histopatologicas da pele do dorso de camundongos sob diferentes doses de radiagdo UVB. Consulte a figura

A para coloracdo H&E e a figura B para coloracdo de Masson. A dose de radiacdo do Grupo A é de 0mJ/cm?; a dose de radiacdo
do Grupo B é de 90mJ/cm?; a dose de radiacio do Grupo C é de 180mJ/cm?; a dose de radiacdo do Grupo D é de 360 mJ/cm?. As

barras de escala correspondem a 100 wm.

Grupo B vs A Grupo Cvs A Grupo D vs A
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log2(Fold Change)
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GrupoB vs A

0

log2(Fold Change

GrupoC vs A

S0 s 00 23
log2(Fold Change)

1 2 3

GrupoD vs A

B2

B3 BI A3 Al A2 A3 Al

Figura 3

A2

Cl

c2 C D3 DI A3 Al A2

Triagem de miRNAs expressos diferencialmente. (A) Graficos de vulcdo. Os circulos vermelhos indicam expresséao esta-

tisticamente up-regulada; os circulos verdes indicam expressao down-regulada; e os circulos cinza indicam miRNAs expressos nao
diferencialmente. (B) Mapa de calor de agrupamento hierarquico para miRNAs. A escala de cores é mostrada abaixo: azul representa
um nivel de expressao abaixo da média, e vermelho representa um nivel de expressao acima da média.

Primeiro, os dados originais foram padronizados. Em
seguida, 23 miRNAs diferencialmente expressos foram
expostos por meio de resultados de sequenciamento de
miRNA. Comparados com o grupo Ctrl-A, 16 miRNAs eram
down-regulados e sete miRNAs eram up-regulados no grupo
de camundongos submetidos a radiacao (tabelas suplemen-
tares 1 e 2).

Predicdo de genes-alvo

Targetscan7.1 e mirdbV5 foram wusados para pre-
ver os genes alvo dos miRNAs. Targetscan7.1: (de
http://www.targetscan.org/mmu_71/).  MirdbV5: (de
http://mirdb.org/miRDB/.Targetscan7.1) identificou

463 genes alvo nos sete miRNAs up-regulados; mirdbV5
previu 988 genes alvo, e a intersecao de dois genes alvo foi
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il -

Predicao da Bioinformatica. (A-B) Diagrama de Venn. (C) Analise de rede de miRNA up-regulada. (D) Analise de rede

de miRNA down-regulada. Dados gerais de OG para componente celular, funcdo molecular e processos bioldgicos dos genes alvo
regulados pelos miRNAs up-regulados (E) e miRNAs down-regulados (F). Analise da via KEGG dos genes alvo regulados pelos miRNAs

up-regulados (G) e miRNAs down-regulados (H).

de 191, como mostrado pelo Diagrama de Venn (fig. 4A).
Nos 16 miRNAs down-regulados, targetscan7.1 previu 4146
genes alvo, mirdbV5 previu 4711 genes alvo e a intersecao
de dois genes alvo foi de 1756, mostrados no Diagrama de
Venn (fig. 4B). Utilizando os 191 genes alvo up-regulados
e 1.756 genes alvo down-regulados que foram previstos,
um diagrama de rede (fig. 4C-D) foi desenvolvido para
mostrar a relacdo entre miRNAs e genes alvo. Os circulos
azuis de interseccao na rede representam mRNAs, enquanto
os os retangulos vermelhos de interseccao representam
miRNAs. E necessario prever o alvo do gene regulador
do miRNA para entender melhor a funcao do miRNA. Por
meio da analise de OG, detectamos os termos de OG para
prever a funcao desses genes alvo. A figura 4E mostra
todos os genes alvo de miRNA up-regulados, bem como os
10 principais termos de OG com o maior desenvolvimento.
Da mesma maneira, os genes alvo para miRNA com uma
tendéncia a down-regulacéo estao listados na figura 4F. De
acordo com a analise de bioinformatica, acredita-se que a
funcdo do gene alvo previsto para up-regulacdao do miRNA
esteja concentrada principalmente na parte intracelular,
processo metabolico de macromoléculas celulares e ligacao

a proteinas. A funcdo do gene alvo na down-regulacdo do
miRNA é principalmente concentrada na ligacao intracelular
e no controle do processo metabdlico da macromolécula.
O gene mostrou ser um componente da via de sinalizacao
KEGG. Por meio da analise de vias, foram selecionadas
algumas vias de sinal intimamente relacionadas a lesao
aguda da pele induzida pela radiacao UV. De acordo com
os resultados, os genes mais prevalentes dentre os genes
de down-regulacdo foram aqueles envolvidos no cancer,
infeccao pelo papilomavirus humano e no sistema de
sinalizacao MAPK (ver fig. 4G-H). A via de sinalizacdao MAPK
foi escolhida para um estudo mais aprofundado porque as
duas primeiras vias apresentaram correlacdo minima com a
lesao aguda avaliada.

Via de sinalizacao MAPK

A via MAPK é uma via comum no corpo humano relacionada
ao estresse e a outros processos fisiologicos comple-
xo0s. Radiacdo, mudancas de pressdao osmotica, fatores de
crescimento e citocinas sao todos exemplos de estimulos que
podem ativar a via de transducao de sinal MAPK. Os cinco
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Figura 5 Via de sinalizacao MAPK.

genes alvos importantes previstos pelo miR-195a-5p esta-
vam todos localizados na via de sinalizacao MAPK, e eram
AKT(AKT323797), RTK (INSR 16337), JNK (MAPK8 26419),
MEK1(MAP2K1 26395), MNK1/2(MKNK1 17346), e GF (VEGFA
22339) (ver fig. 5). Foi sugerido que a radiacao UV poderia
induzir lesdo cutanea aguda pela down-regulacao do miR-
195a-5p e pela ativacao da via de sinalizacao MAPK.

Verificacdo de RT-qPCR

A expressao relativa de miR-195a-5p em varios grupos expe-
rimentais foi analisada estatisticamente. Pode-se observar
na figura 6 que a expressao de miR-195a-5p nos trés grupos
experimentais mostrou uma tendéncia descendente apos a
radiacao UV, o que estava de acordo com a predicao de
miR-195a-5p. Portanto, miR-195a-5p foi selecionado para
um estudo mais aprofundado.

Discussao

A radiacao solar UV é um agente cancerigeno significa-
tivo no meio ambiente. O efeito clinico da radiacao UV
na pele normal pode ser agudo ou cronico. Os princi-
pais efeitos agudos causados pela UVB incluem eritema

(queimadura solar), pigmentacao (bronzeado), imunossu-
pressdo adquirida e aumento da imunidade inata.'®"? Mais
de 80% do corpo humano sofre de fotoenvelhecimento da
pele causado por radiacdo UV devido a perda da camada de
ozoOnio causada pela poluicdo ambiental, exposicao exces-
siva ao sol e outros fatores.”® Um dos focos de pesquisa € a
prevencao e tratamento dos danos causados pela radiacao
UV. O grupo de estudo do presente trabalho tem uma base
de pesquisa demonstrando que o fotoenvelhecimento indu-
zido pela radiacdo UV esta relacionado a via ERK/MAPK.2"??
Embora a UV seja um estimulador que pode ativar multiplas
cascatas de sinal, a ativacao das mesmas e seu papel na via
MAPK ainda nao estao claros.

Foi relatado que muitos miRNAs estdao intimamente
associados a doencas relacionadas a pele, como o lUpus
eritematoso sistémico (LES), uma doenca relacionada ao
sistema imunoldgico.”? O miR-377 pode ter como alvo e
inibir diretamente o DNMT1, metilando assim o p53 e regu-
lando o envelhecimento dos fibroblastos da pele humana.?*
Outras pesquisas podem vir a identificar a relacao entre o
miRNA e o processo de fotoenvelhecimento da pele indu-
zido por UVB; medidas preventivas eficientes, bem como
biomarcadores para diagnostico de doencgas e novos alvos
de acidos nucleicos para terapia, seriam viaveis. De acordo
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Figura 6 Validacao de miRNA-195a-5p utilizando RT-qPCR. Os
dados foram normalizados pela média + erro padrao da média
(EPM). ***p < 0,001, ****p < 0,0001.

com os resultados da sequéncia de miRNA, os miRNAs
diferencialmente expressos foram avaliados. Havia sete
miRNAs up-regulados: mmu-miR-21a-5p, mmu-miR-214-
5p, mmu-miR-126a-3p, mmu-miR-142a-5p, mmu-miR-7a-5p,
mmu-miR-455-5p and mmu-miR-340-5p. Dezesseis miRNAs
que foram significativamente down-regulados foram sele-
cionados, incluindo mmu-miR-200a-3p, mmu-miR-324-5p,
mmu-miR-133b-3p, mmu-miR-133a-3p, mmu-miR-101a-3p,
mmu-miR-101c, mmu-miR-195a-5p, mmu-let-7b-5p, mmu-
-miR-199b-5p, mmu-miR-10a-5p, mmu-miR-30b-5p, mmu-
-miR-26a-5p, mmu-miR-29a-3p, mmu-miR-188b-5p, mmu-
-miR-23a-3p. Os resultados do sequenciamento precisam
ser verificados por RT-gPCR para confirmar a confiabilidade
dos dados e resultados. Considerando a pesquisa anterior
dos autores sobre muitos aspectos do mmu-miR-195a-5p,
o mmu-miR-195a-5p foi selecionado para verificacdao. A
expressao de mmu-miR-195a-5p estava down-regulada, o
que foi consistente com os resultados do sequenciamento,
sugerindo que os dados de sequenciamento do miRNA eram
verdadeiros e confiaveis.

0O miR-195 é um dos principais membros da fami-
lia micro-15/16/195/424/497 que pode ser ativado em
muitas doencas, como neoplasias, hemangioma e dor
neuropatica.””>? 0 mecanismo de acdo mediado pelo
miR-195 é extremamente complexo e envolve varias vias
de transducao de sinal, como Rb-E2F, PI3K/AKT, NF-kB,
MAPK/REK, Wnt/B-catenina e assim por diante.?®?° Isso tam-
bém confirma os achados do estudo dos autores sobre a
via KEGG. A hipotese levantada é que o miR-195a-5p pode
controlar a via MAPK. Os cinco genes alvos importantes pre-
vistos pelo miR-195a-5p estavam todos localizados na via de

sinalizacao MAPK, e sao Akt (akt323797), RTK (INSR 16337),
JNK (MAPK8 26419), MEK1 (MAP2K1 26395), MNK1/2 (MKNK1
17346), GF (VEGFA 22339). Foi sugerido que a radiacao
ultravioleta poderia induzir o fotoenvelhecimento da pele
através da down-regulacdo do miR-195a-5p e ativando a via
de sinalizacao MAPK.

Ainda ha muitas limitacoes para este experimento. Um
modelo celular de dano de ceratinocitos induzido por UV
foi estabelecido, observou-se uma série de alteracbes de
expressao biologica relacionadas, verificando sua funcao e
explorando ainda mais o papel especifico do miR-195a-5p. A
analise acima do mecanismo molecular downstream do miR-
195a-5p € apenas especulativa, mas nao foi confirmada. Este
experimento apenas validou a predicdo da bioinformatica a
nivel génico. A transcricao e traducao de genes para expres-
sao de proteinas é um processo complicado que deve ser
validado ao nivel da proteina utilizando técnicas como Wes-
tern Blot ou imuno-histoquimica. Em virtude das restricdes
de tempo e energia, a verificacdo ao nivel da proteina espe-
cifica, a exploracdo da via MAPK e o mecanismo molecular
downstream do miR-195a-5p precisam ser estudados com
mais profundidade no futuro.

Conclusao

O presente estudo estabeleceu uma relacao entre miRNAs
e radiacao UVB. Esses achados podem ajudar a prevenir
e retardar a ocorréncia do envelhecimento da pele. Além
disso, pode identificar biomarcadores para diagnostico de
doencas, bem como novos alvos para tratamento.
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