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1 INTRODUCAO

O Sarcoma de Ewing faz parte da Familia de Sarcomas de Ewing. Estes
tumores 6sseos e de tecidos moles acometem principalmente criancas e adultos
jovens, nos quais sao o segundo tumor mais comum deste tipo (Balamuth e Womer
2010).

A proteina p53, codificada pela gene TP53, atua principalmente como
fator de transcricdo de diversos genes relevantes em processos que controlam o
crescimento tumoral. O gene TP53 encontra-se frequentemente mutado em tumores
(Whibley et al 2009). Uma das variacdes genéticas mais estudadas do TP53 é o
polimorfismo de base Unica (SNP) no cédon 72, resultando nas variantes Arginina
(CGC) e Prolina (CCC) distribuidas na populacdo (R72P). Este SNP vem sendo
estudado e associado a suscetibilidade ao cancer (Whibley et al 2009).

Um dos principais reguladores da p53 é a proteina MDM2, cujo principal
papel é ligar-se a p53, formando um complexo que leva a degradacdo da p53 via
ubiquitina-proteossoma em contexto celular fisiolégico. Em situacdes de stress, a
p53 é fosforilada, impedindo a ligacdo da proteina MDM2 e a formacédo do complexo
que degrada a p53, a qual € capaz, entdo, de atuar como fator de transcricdo. O
gene MDM2 contém duas regides promotoras: uma regula a transcricdo do MDM2,
enquanto que a segunda (localizada no primeiro intron deste gene) aumenta a
expressdo de MDM2 em resposta a p53, de maneira a regular os niveis desta
proteina em feedback-negativo (Meek 2009).

Na segunda regido promotora ha um SNP no nucleotideo -309, o qual se
caracteriza como uma mudanca de T para G (Bond et al 2005) (T309G). Este SNP
foi recentemente associado com suscetibilidade a osteossarcoma. Além disso,
estudos vém associando este SNP como um importante marcador de risco para
cancer sendo também relacionado ao SNP R72P. Assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a importancia destes SNPs em pacientes com Sarcoma de Ewing.

2 MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 24 pacientes com Sarcoma de Ewing do estado do Rio
Grande do Sul e seus familiares (n = 57). O grupo controle foi composto de 90
individuos saudaveis. Todas as amostras de DNA foram previamente extraidas. Este
estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa de cada instituicio. Os
pacientes com Sarcoma de Ewing foram diagnosticados pelo Instituto de Cancer
Infantil do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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Os SNPs R72R e T309G foram genotipados pela metodologia de PCR-
RFLP utilizando GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, USA) e primers descritos
previamente por Lin et al (2008) e Sotamaa et al (2005) respectivamente, em um
volume final de 12 uL para a reacdo em cadeira da polimerase (PCR). Em relacéo
ao SNP R72R, o produto de 199 pb da reacdo de PCR foi incubado com a enzima
de restricao BstUl (New England Biolabs, MA) por 3h a 60 °C, e a genotipagem foi
realizada em gel de agarose 2,0% marcado com GelRed™ (Biotium Inc., CA). A
genotipagem baseou-se nos tamanhos dos fragmentos relativos aos diferentes
gendtipos: Pro/Pro ndo sofre clivagem (mantendo-se o fragmento de 199 bp);
Arg/Arg sofre clivagem, gerando fragmentos de 113 e 86 bp; Arg/Pro resulta nos trés
possiveis fragmentos.

Em relacdo ao SNP T309G, o fragmento de 157 pb gerado por PCR foi
incubado com a enzima de restricdo MspAll (New England Biolabs, MA) durante 8 h
a 37 °C e analisado por gel de agarose (2,0%) marcado com GelRed™. Os
padrées de bandas eletroforéticas foram: T/T ndo sofre clivagem; G/G sofre
clivagem, gerando fragmentos de 109 e 48 pb; T/G resulta nos trés possiveis
genotipos. As metodologias de genotipagem foram confirmadas por seque nciamento
(MegaBACE 1000).

O teste de Fisher foi utilizado para avaliar a associagdo entre 0s
genotipos e alelos entre os casos e controles. O teste do chi-quadrado foi utilizado
para determinar o equilibrio de Hardy-Weinberg. Analises descritivas também foram
analisadas entre os familiares dos casos. Regressao logistica binaria foi utilizada
para avaliar o risco relativo (RR) e os intervalos de confianga de 95%, para os quais
0s genotipos Arg/Arg e T/T foram determinados como referéncias. As analises foram
realizadas utilizando o software SPSS 16.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As distribuicbes genotipicas entre 0s casos e controles estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Quanto ao SNP R72P, as frequéncias genotipicas
entre casos e controles foram respectivamente Arg/Arg 27,5% e 72,5%, Arg/Pro
15,1% e 84,9%, Pro/Pro 20,0% e 80,0%. As frequéncias alélicas foram 0,75 para
Arginina e 0,25 para Prolina (nos casos), enquanto que nos controles as frequéncias
foram 0,66 para Arginina e 0,34 para Prolina. Entretanto, estas diferengas ndo foram
estatisticamente significativas.

O risco relativo dos gendtipos Arg/Pro e Pro/Pro, comparados ao genotipo
Arg/Arg, foram 0,470 (0,178 — 1,241) e 0,661 (0,125 — 3,500), respectivamente. Nos
familiares dos pacientes com Sarcoma de Ewing, o gendtipo Arg/Arg mostrou a
frequéncia de 66,7% enquanto 0os genotipos Arg/Pro e Pro/Pro apresentaram 26,3%
e 7,0%, respectivamente. Consequentemente, o alelo Arginina apresentou uma
frequéncia de 0,80 contra apenas 0,20 do alelo Prolina.

Nas analises do SNP T309G, as frequéncias dos gendtipos entre os
pacientes com Sarcoma de Ewing e o grupo controle foram, respectivamente: TT
13,3% e 86,7%, TG 28,2% e 71,8%, GG 33,3% e 66,7%. O valor de p para esta
analise ndo foi significativo (p = 0.085). As frequéncias alélicas nos casos foram de
0,56 para o alelo T e 0,44 para G, enquanto que nos controles, as frequéncias foram
0,73 para T e 0,27 para G. Uma diferenca significativa foi observada para o alelo G
entre 0s grupos onde 0s casos apresentaram uma maior frequéncia deste alelo do
que os controles (p = 0.040). O risco relativo dos gendtipos TG e GG em
comparagcdao com TT foram 2,554 (0,921 - 7.082) e 3,250 (0,880 - 12,001),
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respectivamente. Ao considerar este SNP nos familiares dos pacientes com
Sarcoma de Ewing, as frequéncias dos genotipos TT, TG e GG foram 28,1, 61,4 e
10,5, respectivamente. A frequéncia do alelo T foi 0,59 enquanto que a do alelo G foi
0,41.

Nossos resultados sugerem que o alelo G do SNP T309G apresenta
relevancia no Sarcoma de Ewing. Este SNP foi previamente relacionado a
osteossarcoma (tumor 0sse0 mais comum em criancas), onde a frequéncia do
gendtipo GG foi maior nos casos em comparagcao aos controles e o genotipo Pro/Pro
do SNP R72P foi relacionado a aumento do risco de morte (Toffoli et al 2009).

O SNP T309G foi associado a varios tumores. Diversos estudos e
metanalises indicam associacdo do genotipo GG a cancer endometrial, leucemia
mieldide aguda e hepatocarcinoma (Li et al 2011, Phillips et al 2010, Liu et al 2011).
Uma recente metandlise corrobora com a importancia deste SNP na suscetibilidade
ao cancer, sendo os genotipos GG e TG associados a aumento do risco de cancer.
Os autores ainda sugerem uma relacdo entre os gendétipos GG do SNP T309G e
Pro/Pro do SNP R72P como fatores de risco para cancer. Além disso, foi indicada
uma variacdo nas frequéncias dos gendétipos do SNP T309G entre diferentes
populacées (Wan et al 2011), a qual vem sendo discutida por outros autores
(Sucheston et al 2011). Considerando-se a importancia deste SNP em diversos tipos
de cancer e as variagbes na distribuicdo de suas frequéncias em diferentes
populacbées, a ampliacdo dos estudos deste SNP em diferentes tipos de cancer
populacées se mostra importante a fim de auxiliar no esclarecimento do papel deste
SNP.
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