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1 INTRODUCAO

O TP53 (Tumor Protein p53) € um dos genes mais estudados no
contexto de oncologia molecular. A proteina codificada por este gene, p53 (assim
nomeada por apresentar peso molecular de 53 kDa) é conhecida como “guardia
do genoma” por modular a transcricdo de genes que conduzem as defesas contra
o crescimento tumoral, o que inclui parada no ciclo celular, apoptose, manutencgao
da integridade genética, inibicdo da angiogénese e senescéncia celular (Whibley
et al., 2009). Assim, mutacdes neste gene vém sendo estudadas no sentido de
encontrar relagdes destas com doengas como o céancer (Olivier et al., 2009) e,
mais recentemente, com parametros reprodutivos (Kang et al., 2009).

Estudos recentes vém apontando uma relacdo entre a p53 e a
pigmentacdo da pele. Rotas de pigmentagdo e cancer de pele apresentam-se
relacionadas, sendo que genes envolvidos na pigmentacdo e bronzeado
apresentam relagcao com a resposta a danos no DNA mediada pelo TP53

Uma das mutacdes mais estudadas no TP53 é o polimorfismo de base
unica (SNP: Single Nucleotide Polymorphism) no cédon 72. Este SNP (Arg72Pro)
€ uma variagdo de guanina para citosina no éxon 4 deste gene, resultando na
sintese do aminoacido arginina (Arg) ou prolina (Pro), respectivamente. Apesar
disto, pouco se sabe sobre a relacdo deste SNP com a pigmentagdo de pele.
Assim, este trabalho visou determinar uma relacéo entre os gendétipos decorrentes
desta variagdo genémica com a caracteristica cor da pele.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

| Foram analisadas 3816 amostras de DNA de individuos pertencentes
a Coorte dos nascidos em Pelotas no ano de 1982. Para realizar a genotipagem
do polimorfismo do cédon 72 do gene TP53 foi realizada a técnica de PCR-RFLP.
| Cada amostra foi submetida a uma reacdo de PCR utilizando-se os primers
Foward 5  TTGCCGTCCCAAGCAATGGA-TGA 3 e Reverse %5
TCTGGGAAGGGACAGAAGATGAC 3. As condicdes da PCR: 94°C por 5min, 35
ciclos de 94°C, 57°C e 72°C (1min cada) e 72°C por 5min. O fragmento de 199pb
gerado sofreu clivagem enzimatica utilizando-se a enzima BstUI. O processo de
clivagem foi realizado em 60°C durante 3h, podendo gerar trés diferentes padrdes
de bandas eletroforéticas, de acordo com o gendtipo: 113 e 81pb relativo ao
gendtipo Arg/Arg, 199pb (sem clivagem) referente a Pro/Pro e 199, 113 e 81pb
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indicando Arg/Pro. Esta metodologia de genotipagem foi previamente padronizada
pela técnica de sequenciamento Sanger, utilizando um sequenciador Megabace
1000 (Amershan Biosciences). Os dados genémicos gerados neste estudo foram
relacionados com a informacéo sobre a cor da pele, presente no banco de dados
da coorte de 1982. A analise estatistica foi realizada com o teste do Qui-quadrado
através do programa Stata versao 11.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A distribuicdo dos gendtipos e alelos de acordo com a cor da pele
estdo apresentados na Tabela 1. Das 3816 amostras analisadas, 1,774
apresentaram o gendtipo Arg/Arg, 1,604 o gendtipo Arg/Pro e 438 o gendtipo
Pro/Pro. Dentre os individuos com cor da pele branca, 51,2% apresentaram o
gendtipo Arg/Arg, enquanto que apenas 26,6% dos individuos com cor da pele
preta apresentaram este gendtipo. Por outro lado, o gendtipo Pro/Pro foi mais
comum entre os pretos do que entre os brancos. A distribuicdo dos gendtipos
entre os 3 grupos étnicos estdo demonstradas na figura 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos genétipos e alelos do SNP Arg72 Pro na Coorte de 1982 em relagéo a

cor da pele.
Cor da Pele Arg/Arg (%) Arg/Pro (%)  Pro/Pro (%) Total *G *C
Branca 1,462 1,152 239 2,853 2.614 1.391
(51,24) (40,38) (8,38) (100,00) (77.38)  (68.12)
Preta 164 288 164 616 452 452
(26,62) (46,75) (26,62) (100,00) (13.38) (22.14)
#*Outras 148 164 35 347 312 199
(42,65) (47,26) (10,09) (100,00) (9.24) (9.75)
3,378 2,042
Total 1,774 1,604 438 3,816 (100.00) (100.00)
P p=0.000 p=0.000 p=0.000

*Distribuicao dos diferentes alelos decorrentes do SNP: G que codifica Arginina refere-se aos
genotipos GG e GC; C que codifica para Prolina refere-se aos genétipos GC e CC.
**Qutras etnias: mulata, amarela, indigena e moreno.
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Figura 1. Representacgao grafica das frequéncias dos gendtipos em relagéo as etnias.

A distribuigao alélica foi realizada, totalizando 3,378 portadores com o
alelo G, e 2,042 portadores com o alelo C. A figura 2 mostra a distribuicdo do
alelo G na populagao, onde observa-se 77,38% (2,614) dos individuos de etnia
branca, 13,38% (452) de etnia preta e 9,24% (312) pertencentes a outras.
Quanto ao alelo C, mostrado na figura 3, a distribuicao foi 68,12% (1,391),
22,14% (452) e 9,75% (199) nas etnias branca, preta e outras respectivamente.
Assim, fica demonstrada uma relagéo entre o alelo C (tanto em nivel genotipico
quanto em nivel alélico) e a etnia preta.
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Figura 2. Representagao grafica da distribuicdo das etnias em_relagdo aos alelos G (A) e C (B).

Nossos resultados suportam resultados prévios. Apesar de nao haver
nenhum estudo relacionando diretamente o SNP Arg72Pro, estudos mostram que
a p53 inicia a melanogénese via ativagao o gene POMC (Pro-opiomelanocortin)
nos queratinécitos em resposta a estimulos como radiagdo UV. O produto do
gene POMC é clivado gerando a-MSH (a-melanocyte stimulating hormone), que
ativa o receptor MC1R (Melanocortin 1 Receptor) nos melandcitos (Cui et al.,
2007; Brenner e Berking, 2010). Assim, é possivel inferir que a p53 pode
participar da determinagao da etnia. Trabalhos prévios encontraram uma relacao
de protegdo do alelo Pro72, com este conferindo um maior aumento da
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melanogénese em resposta a UV (Oren e Bartek, 2007; Miller e Tsao, 2010).
Mesmo conferindo esta protecdo a queimaduras, o alelo Pro72 também é&
apontando como indicador de risco a cancer de pele (Han et al., 2006). Visto que
ambos os estudos consideraram a relagdo entre o SNP Arg72Pro do TP53 e
diferentes alelos do gene MC1R, estes genes aparentemente possuem uma
relacédo de epistasia (Miller e Tsao, 2010).

4 CONCLUSOES

Este trabalho mostrou uma relacdo entre o alelo Pro72 e a
caracteristica cor da pele na Coorte de 1982 de Pelotas. Considerando-se que
estudos mostraram uma relacdo epistatica entre o TP53 e o MC1R, uma
correlacao bioldgica entre o SNP Arg72Pro e a cor da pele ainda necessita de
mais estudos especificos.
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