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1 INTRODUGCAO

Descoberta ha mais de 30 anos, a proteina p53 continua a fascinar
pesquisadores em razdo de suas inumeras func¢des, sendo chamada de Guardia
do Genoma. Esta proteina, que contém 393 aminoacidos e 53kd é codificada pelo
gene supressor de tumor TP53 localizado no cromossomo 17pl13.1. A funcéo
mais importante da p53 € o seu papel protetor como fator de transcricdo. Através
da ligacdo com elementos de resposta especificos no DNA, modula a transcricdo
de genes que determinam as principais defesas contra o crescimento tumoral, o
que inclui controle do ciclo celular, apoptose, manutencdo da integridade
genética, inibicdo da angiogénese e senescéncia celular (Whibley et al. 2009).
Recentemente foram descobertas outras fungdes da p53 na supresséo tumoral
que sao independentes da sua habilidade em transativar a expressao de genes.
Estas fungbBes incluem efeitos diretos na sobrevivéncia de proteinas na
mitocondria, regulacdo do processamento de microRNAs e o envolvimento direto
da p53 nas vias de reparo do DNA (Brown et al. 2009). Uma sinalizacdo
oncogeénica, sinais de estresse ou dano marcam um aumento na atividade da p53
(De Moura Gallo et al. 2005). Em tumores humanos, a p53 é frequentemente
alterada por mutacbes do gene, o que resulta na expressdao de uma proteina
mutada que difere do tipo selvagem por uma unica mudanga de amino&cidos. As
mutacdes no gene TP53 tém sido encontradas em quase todos os tipos de cancer
em varias frequéncias e diferentes em sua natureza. Aproximadamente 50% de
todos os canceres apresentam mutacées na p53 que modificam sua atividade
transcricional (Menendez et al. 2009).

Uma das principais mutacdes estudadas no gene TP53 inclui o SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) do cédon 72, localizado no exon 4 deste gene .
O SNP Arg72Pro resulta na substituicho ndo conservativa de um Uunico
nucleotideo, onde o cédon CCC codifica a Prolina (Pro) ou o cédon CGC codifica
a Arginina (Arg). Tanto o aminoacido Prolina como o Argninina ja foram
associados com diferentes tipos de cancer, incluindo cancer de pulméo, cervical,
mama, gastrico, bexiga, colorretal, entre outros (Li et al. 2009).

Neste estudo, objetivamos avaliar a prevaléncia do SNP do cédon 72 da
p53 na coorte de nascidos no ano de 1982 em Pelotas e sua associacdo com o
historico familiar de cancer. A coorte de 1982 de Pelotas é considerada um dos
maiores e mais longos estudos de coorte de nascimentos em paises em
desenvolvimento. Os individuos pertencentes a esta coorte tem sido
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acompanhados por inimeras vezes desde o0 nascimento, e inUmeras informacdes
sobre o seu desenvolvimento tem sido coletadas (Barros et al. 2008; Victora e
Barros 2006).

Uma melhor andlise da prevaléncia das mutacdes da p53 em estudos
epidemiolégicos pode auxiliar no monitoramento destas mutacdes em diferentes
populacées e na contribuir na prevencdo do risco em programas de saude
baseados em estudos genéticos.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Origem dos individuos: Individuos nascidos em 1982 nas maternidades da
cidade de Pelotas, cuia familia residia na area urbana da cidade tem sido
acompanhados por inUmeras oportunidades ao longo dos anos.

Obtencédo do DNA Gendmico: O DNA foi extraido previamente com a técnica de
Miller e colaboradores (Miller et al. 1988) a partir da obtengédo de sangue coletado
por puncao venosa periférica do braco de cada individuo.

Genotipagem do polimorfismo do cédon 72 do gene da p53: A genotipagem
foi realizada através da técnica de PCR-RFLP. O fragmento contendo o
polimorfismo do cédon 72 foi amplificado utilizando primers do exon 4 publicados
anteriormente no estudo de Damin e colaboradores (Damin et al. 2006). Esta
porcdo gendmica amplificada (199pb) foi clivada com a enzima BstUl, a qual
gerou fragmentos para a determinacdo dos gendtipos. Esta metodologia de
genotipagem foi previamente padronizada pela técnica de sequenciamento
Sanger, utilizando um sequenciador Megabace 1000 (Amershan Biosciences).

Analises Estatisticas: As andlises estatisticas foram realizadas com o teste Qui-
quadrado, através do programa Stata versdo 11.0, considerando as variaveis
“Histérico familiar de cancer” (pai ou mae que tem ou tiveram cancer) e o “Tipo ou
local de cancer do pai ou mée” presentes no banco de dados da coorte de 1982.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram genotipadas para o SNP Arg72Pro um total de 3816 amostras dos
individuos da coorte de 1982. As freqiiéncias dos gendtipos sdo apresentadas na

Tabela 2.
Tabela 2 — Frequéncia dos gendtipos do SNP Arg72Pro da p53 na coorte de 1982
Arg72Pro Frequéncia Porcentagem
Arg/Arg (GG) 1.774 46.49
Arg/Pro (GC) 1.604 42.03
Pro/Pro (CC) 438 11.48
Total 3.816 100.00

Verificou-se que a frequéncia de individuos portadores do alelo G que
codifica para Arginina foi de 3.378 enquanto que do alelo C que codifica para
Prolina foi de 2.042. Tanto na analise dos genotipos quanto dos alelos foi possivel
constatar uma prevaléncia do aminoacido Arginina na populacdo da coorte de
1982.
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A populacdo em estudo mostrou uma frequéncia de 7.14% de individuos
com historico familiar de cancer. Dentre estes individuos, os tipos de cancer mais
freqientes foram: cancer de mama, pulméo, estbmago, utero, colo de utero,
préstata, cérebro, faringe e leucemia. Na analise do historico familiar de cancer
com os genotipos do SNP Arg72Pro ndo foi possivel encontrar associacao
significativa (p = 0.074). Ainda assim, como pode ser observada na Figura 1,
também houve predominancia dos gendtipos Arg/Arg e Arg/Pro (46.80% e
37.75%, respectivamente) com somente 15.45% dos individuos com gendétipo
Pro/Pro.

Histarico Familiar de Cancer

BEEE RS 5B

&

th

‘ .

Bmgihrg ArgHre HrafHro
p =04

Figura 1 — Distribuicdo dos gendtipos dos SNP Arg72Pro
nos individuos da coorte de 1982 com histérico de cancer
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Na analise destas variaveis por alelos, ndo foram encontradas associacoes
significativas entre os individuos com o alelo C e o historico familiar de cancer (p =
0.920), como mostra a figura 2. No entanto, a figura 3 apresenta uma associacao
significativa entre a presenca do alelo G e o historico de cancer na familia (p =
0.034) com uma nitida prevaléncia deste alelo.
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Figura 2 — Frequéncia do alelo C do SNp Figura 3 — Frequéncia do alelo G do SNP
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histérico de céncer. histérico de cancer.

Na literatura cientifica observam-se associacfes entre as frequéncias do
alelo G e o gendtipo Arg/Arg com varios tipos de cancer. Nadji e colaboradores
(Nadiji et al. 2007) afirmam a associacdo do alelo G com o aumento do risco de
desenvolvimento de cancer de pulméo. Outro estudo (Damin et al. 2006) indicou
associacao significativa do genétipo homozigoto para o aminoacido Arginina e a
susceptibilidade ao cancer de mama. O alelo G também foi encontrado em altas
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freqiéncias no estudo de Perez et al com o gendtipo Arg/Arg sendo associado
como fator de predisposi¢do genética para o cancer colorretal (Perez et al. 2006).
Mais recentemente também foi demonstrada a associacdo entre este mesmo
gendtipo e o aumento na susceptibilidade a carcinogénese cervical (Jiang et al.
2010). Assim, este estudo ratifica a prevaléncia do aminoacido Arginina e
corrobora com os estudos ja citados na associagdo deste ao cancer.

4 CONCLUSOES

O presente estudo revelou a prevaléncia dos genotipos Arg/Arg e Arg/Pro e
do alelo G do SNP Arg72Pro do gene da p53 na populacédo da coorte de nascidos
em Pelotas no ano de 1982. Dentre os individuos com historico de cancer familiar,
também houve predominancia dos gendtipos Arg/Arg e Arg/Pro com uma
associacao significativa entre o alelo G que codifica para a Arginina e o historico
de cancer familiar. Estes dados reafirmam estudos cientificos que mostram a forte
prevaléncia do aminoacido Arginina associado a diferentes tipos de cancer.
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