UNIVERSIDADE FDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULDADE DE BIOMEDICINA

IGOR ANDRADE PESSOA

POLIMORFISMOS DOS EXONS 4 E 7 DO GENE TP53 EM
POPULAGOES DA REGIAO AMAZONICA, ESTADO DO PARA

BELEM
2009



IGOR ANDRADE PESSOA

POLIMORFISMOS DOS EXONS 4 E 7 DO GENE TP53 EM
POPULACOES DA REGIAO AMAZONICA, ESTADO DO PARA

Projeto de Trabalho de Conclusédo de
Curso apresentado a Faculdade de
Biomedicina da Universidade Federal
do Para, como requisito parcial para
obtencao do grau de Biomédico.

Orientadora; Prof@ Dr2 Andrea K. C. Ribeiro dos Santos

BELEM
2009



IGOR ANDRADE PESSOA

POLIMORFISMOS DOS EXONS 4 E 7 DO GENE TP53 EM
POPULACOES DA REGIAO AMAZONICA, ESTADO DO PARA

Local e data da defesa:

Sala LM 14, ICB - UFPA
Belém (PA), 11 de Dezembro de 2009.

Banca Examinadora:

Trabalho de Conclusédo de Curso
apresentado a Faculdade de
Biomedicina  da Universidade
Federal do Par4, como requisito
parcial para a obtencédo do grau de
Bacharel em Biomedicina.

Prof2 Dr2 Andrea Kely Campos Ribeiro dos Santos ICB — UFPA

(orientador)

Prof. Dr. Rommel Mario Rodrigues Burbano

(ICB — UFPA)

Prof. Dr. Sidney E. B. dos Santos
(ICB — UFPA)

Prof. Dr. — André Salim Khayat
(1CB - UFPA)



iv

AGRADECIMENTOS

Primeiramente gostaria de agradecer a Deus, que sempre me deu forcas
e coragem para lutar por meus objetivos, sempre guiando meus passos no sentido
de conquistar meus ideais.

Aos meus pais Ivanildo Antonio dos Santos Pess6a e Maria Ledian Nunes
de Andrade, responsaveis diretos pela minha educacéo, ensinando-me quase tudo
gue sei, a quem devo meus valores e carater, sempre fazendo o possivel pelo meu
bem estar e visando um bom futuro

A todos meus familiares e amigos, que sempre estiveram presentes em
momentos importantes na minha vida, tanto bons quanto ruins, dando todo tipo de
apoio sempre que preciso.

A minha orientadora, Prof2 Dr2 Andrea Kely Campos Ribeiro dos Santos,
gue me ofereceu a oportunidade de enriquecer meu conhecimento durante a minha
graduacéo e no estagio, permitindo assim a concluséo desse trabalho.

E aos amigos do Laboratério de Genética Humana, que contribuiram de

diversas formas para a elaboracéo e conclusao deste projeto.



\Y

SUMARIO

Sumario

Lista de Figuras

Listade Tabelas

Resumo

1. INTRODUCAO

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. OBTENCAO E COLETA DAS AMOSTRAS

3.2. POPULACOES ESTUDADAS

3.3. ESCLARECIMENTO SOBRE O PROJETO

3.4. METODOLOGIA EMPREGADA

3.4.1. EXTRACAO DE DNA

3.4.2. AMPLIFICACAO DA SEQUENCIA ALVO DO GENE TP53
3.4.3. REACAO DE SEQUENCIAMENTO

4. RESULTADOS

4.1. ANALISE DO EXON 4 NAS POPULACOES ESTUDADAS
4.2. ANALISE DO EXON 7 E REGIOES ADJACENTES
NAS POPULACOES DE ALENQUER E BELEM

5. DISCUSSAO

6. CONCLUSAO

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXO 1: Aprovacdo do Comité de Etica

Vi
vii

viii

10
10
10
12
12
12
13
15
15
16
18

23
28
29
35



Vi

LISTA DE FIGURAS

Figura 01. Representacgéao e localizagéo do gene TP53; 2
Estrutura 3D da p53 com o sitio de mutacao

Figura 02. Mapa fisico do gene TP53 evidenciando as regides 3
de éxons codificantes e ndo codificantes

Figura 03. Principais dominios do p53 6

Figura 04. Localizacdo dos municipios de Monte Alegre 11
(em vermelho), Alenquer (em azul) e Prainha (em verde) (IBGE Mapas, adaptado).

Figura 05. Eletroferograma de um individuo que apresentou 17
0 gendtipo selvagem Arg/Arg (G/G)

Figura 06. Eletroferograma de um individuo que apresentou 18
0 gendtipo em heterozigose Arg/Pro (G/C)

Figura 07. Eletroferograma de um individuo que apresentou 18
0 gendtipo Pro/Pro (C/C)

Figura 08. Eletroferograma de um individuo que apresentou 21
0 gendtipo selvagem C/C (posicédo 13.436)

Figura 09. Eletroferograma de um individuo que apresentou 22
0 gendtipo em heterozigose C/T (posicdo 13.436)

Figura 10. Eletroferograma de um individuo que apresentou 22
0s genotipos selvagens C/C e T/T (posi¢cdes 13.491 e 13.511 respectivamente)

Figura 11. Eletroferograma de um individuo que apresentou 23
0s genotipos em heterozigose C/T e T/G (posi¢cdes 13.491 e 13.511
respectivamente)

Figura 12. Eletroferograma de um individuo que apresentou 23
as alteracbes em homozigose T/T e G/G (posi¢cdes 13.491 e 13.511
respectivamente)



Vil

LISTA DE TABELAS

Tabela 01. Sequéncias dos iniciadores utilizados na PCR 14
Tabela 02. Condi¢des de PCR dos segmentos estudados 14
Tabela 03. Resultados encontrados na genotipagem do éxon 4 17

do gene TP53 nas populagdes estudadas

Tabela 04. Resultados encontrados na genotipagem do éxon 20
e intron 7 do gene TP53 na populacdo de Belém

Tabela 05. Resultados encontrados na genotipagem do éxon 20
e intron 7 do gene TP53 na populacdo de Monte Alegre

Tabela 06. Resultados encontrados na genotipagem do éxon 21
e intron 7 do gene TP53 na populacdo de Prainha

Tabela 07. Resultados encontrados na genotipagem do éxon 21
e intron 7 do gene TP53 na populacéo de Alenquer

Tabela 08. Valores de P ap6s a realizacao do teste Qui-Quadrado 27
nas amostras estudadas e na populacdo global em relacdo aos
alelos TP53*3491T e TP53*13°HG

Tabela 09. Valores de P ap6s a realizacdo do teste Qui-Quadrado 27
nas amostras estudadas e na populac&o global em relacdo ao alelo TP53*"2C



viii

RESUMO

Diferentes alteragBes genéticas envolvidas no desenvolvimento das
neoplasias afetam os mecanismos de controle da proliferagédo e de morte celular. O
TP53 é um gene supressor tumoral localizado no cromossomo 17, na regido
17p13.1, que codifica a proteina p53 que regula a parada do ciclo celular e/ou
inducdo da apoptose em casos de danos ao DNA. Este gene apresenta Varios
polimorfismos, que podem resultar em proteinas modificadas, como no éxon 4 o
polimorfismo do cédon 72 que altera o codon CGC para CCC. Esta alteracao
ocasiona a troca de um aminoacido arginina por uma prolina, modificando a
capacidade da proteina de exercer sua funcdo. O presente estudo teve como
objetivo geral investigar alteracdes nucleotidicas nos éxons 4 e 7 e regides
intrébnicas adjacentes do gene TP53 nas populacbes da Amazodnia (Belém, Monte
Alegre, Prainha e Alenquer, todas no estado do Pard). Foram investigadas 263
amostras (Belém - 100, Monte Alegre - 64, Prainha - 50 e Alenquer - 49) obtidas de
individuos da populacdo em geral, analisadas por sequienciamento direto no
aparelho ABI Prism — 3130. Entre os individuos estudados observaram-se as
seguintes alteracdes: i) Uma mudanga de G — C no coédon 72 (éxon 4) que altera o
aminoacido Arginina para Prolina; ii) Trés alteracfes no intron 7, C — T na posi¢ao
13.436 do gene; C— T na posicao 13.491; e T — G na posicao 13.511. Nao houve
diferenca estatistica significante entre a frequéncia dos alelos TP53*2C,
TP53*1343¢T  Tp53+1391T o Tp53+135MG  quando comparadas as amostras das
populacdes estudadas entre si, assim como quando comparadas com a frequéncia
na populacdo global. Como o cancer pode ser considerado como uma heranca
multifatorial, diferentes fatores ambientais podem estar relacionados com o seu
aparecimento, quando associados a diferentes mutacées, como a observada no
cédon 72 do éxon 4 do gene TP53. Assim, os resultados do presente estudo
apontam para a necessidade de maiores investigacfes, para que se possa mensurar

o verdadeiro fator de risco para o desenvolvimento desta doenca.



1. INTRODUCAO

Na dultima década do século XX e comeg¢o do século XX,
presenciamos o inicio de um dos projetos mais audaciosos para a humanidade,
o Projeto do Genoma Humano. Este projeto resultou de um esforgo
internacional para determinar o conteiddo completo do genoma humano
(definido como a soma total de todas as informacfes genéticas de nossa
espécie). O resultado deste importante empreendimento revolucionou e tem
revolucionado o entendimento de questdes basicas da genética, como: o
namero de genes; a distribuicdo das diferentes formas presentes entre nos
distintos grupos étnicos; o melhor entendimento do processo de expresséo
génica (principalmente no que diz respeito ao processamento pés-traducional,
até entdo relegado); assim como da abertura de novas linhas de investigactes
e pesquisas relacionadas ao entendimento do funcionamento do genoma e
principalmente de suas patologias, como, por exemplo, a formacédo de
processos neoplasicos (Nussbaum, 2002).

O gene TP53, como um dos principais genes supressores de tumor,
€ um marcador importante para triagem de mutacdes que podem conferir risco
oncoldgico as populagcbes humanas. Codifica a proteina p53, supressora
tumoral que apresenta tamanho aproximado de 53 KDa, se liga
especificamente ao DNA (Figura 1) e age como fator de transcricdo (Hainaut &
Hollstein, 2000). Mutacdes neste gene, localizado no cromossomo 17 (Figura
1), estdo presentes em aproximadamente 50% dos canceres humanos,
tornando este gene o alvo mais comum de alteragcdes genéticas no processo
neoplasico (Hainaut & Hollstein, 2000). Sua sequéncia completa possui 19 kb e
a regiao codificante possui aproximadamente 2,6 kb distribuidos em 11 éxons
(Figura 2).

Mutacfes neste gene podem provocar uma instabilidade genémica,
pois a p53 controla inlUmeros processos celulares, como detec¢do e resposta a
danos no DNA e resposta aos sinais de ativacdo oncogénica. Em funcdo dos
processos que participa este foi denominado “guardido do genoma” e “sentinela
dos oncogenes” (Efeyan & Serrano, 2007).

As mutacdes herdadas no TP53 estdo associadas a sindrome de Li-

Fraumeni, uma condicdo dominante rara que ocorre em familias, nos quais ha



uma historia marcante de muitas formas de cancer (incluindo varios tipos de
sarcoma 0sseo e de tecidos moles, cancer de mama, tumores cerebrais,
leucemia e carcinoma adrenocortical) que afetam véarios membros destas
familias (Nussbaum, 2002).

A presenca de mutacdes soméaticas no TP53 esté relacionada com
seu mecanismo de inativacdo, quando compartiihadas por ambas cépias do
gene. De fato, mutacBes sométicas ndo sdo eventos raros, pelo contrario sdo
encontradas na maioria de todos os tumores humanos. Desta forma, a perda
da funcdo da proteina p53 parece constituir uma etapa fundamental na
carcinogénese (Varley, 2003).

A capacidade funcional da proteina p53 quando existe uma mutacéo
no gene é definida pelo sitio especifico da mutacdo e pelas propriedades
bioquimicas da substituicdo de determinado aminoacido. Podendo variar de
mutagdes que causam uma leve perda funcional até aquelas que produzem
uma proteina essencialmente inativa. O comprometimento da p53 esta
frequentemente relacionado ao risco de desenvolvimento de cancer (Zambett,
2007).

pll.2
gll.2
qlz
q21.2
q21.31
gq21.32
q21.33
q2Z
q23.2
q23.3
q2d.1
q2d.2
q258.1

§25.3

Iq24 3

Figura 1: Representacdo e localizacdo do gene TP53 na posi¢cdo 17q13.1 do

cromossomo 17; estrutura 3D da p53 com o sitio de mutacdo e ao lado, uma




representacdo da molécula de DNA (www.ncbi.nlm.nih.gov com
c0digo,MIM:191170;www.genecards.org/pics/loc/GC17M007512.TP53.png).

TF33

B Fegifo codificants
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Figura 2: Mapa fisico do gene TP53 evidenciando as regides de éxons
codificantes e nédo codificantes (Costa,2009).

A proteina supressora de tumor p53, considerada a mais importante
na prevencdo do cancer tem sido estudada por mais de 20 anos. A primeira
descricdo da p53 foi como uma proteina celular que se liga ao antigeno SV40
T. lronicamente, a p53 foi inicialmente classificada como uma proteina
associada a transformacéo celular e como um proto-oncogene, pois esta
freqientemente superexpressa em tumores e contribui para a imortalizacdo e
transformacdo de células primarias. No entanto, Levine et al., 1991,
reconheceram que esses estudos detectaram p53 mutante, e em um outro
estudo publicado 10 anos depois da identificacdo da p53 mutante, os autores
demonstraram que a p53 selvagem inibe a transformacéao celular (Cadwell &
Zambetti , 2001). Subsequentemente, a proteina p53 foi apresentada como um
elemento chave para a maquinaria de antiproliferacéo celular, capaz de induzir
a apoptose ou a parada do ciclo celular em resposta a numerosos tipos de
estresses. A perda dessa funcao é o principal contribuinte para a instabilidade
genbmica, transformacao celular e tumorogénese (Cadwell & Zambetti , 2001).
O gene TP53 ¢ altamente conservado em diversos organismos, sugerindo que
a proteina codificada exerce um papel central e critico na célula (Guran et al.,
1999).
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A mutagcdo da p53 geralmente resulta em inativagdo da funcédo
supressora de tumor. No entanto, algumas formas mutantes também conferem
um fendtipo com ganho de funcdo nova, manifestado pelo aumento do
crescimento celular e pelo potencial tumorogénico. Essa fungcdo promotora de
tumor pode significativamente contribuir para a iniciagdo e/ou progressao de
neoplasias (Cadwell & Zambetti, 2001).

A p53 mutada também é detectdvel em muitas células que se
encontram em alta taxa de replicagdo, mesmo n&o-tumorais, mas ¢
indetectavel ou presente s6 em niveis pequenos nas células em repouso
(Mckurick, 1994).

Nas células normais, o nivel de expressao da proteina p53 € baixo,
mas quando as células sdo tratadas com agentes mutagénicos - como a
radiacdo - que danificam a molécula de DNA, o nivel de p53 se eleva
significativamente para mediar a parada do ciclo, prevenindo o processo
neoplasico. Esta resposta ao dano na molécula de DNA é mediada por uma via
de sinal de transducdo ATM/ATR que aumenta a transcricdo do gene TP53.
Esta via também faz com que a proteina p53 seja convertida em uma forma
estavel e ativa, possivelmente por fosforilagdo. Uma vez ativada, a p53
estimula a transcricio de genes cujos produtos param o ciclo celular,
permitindo assim que o DNA danificado seja reparado. Ou alternativamente,
ativa outro grupo de genes cujos produtos levam a célula a apoptose (Louro,
2002).

A disfuncdo do TP53 pode levar a desregularizacdo desses
processos, a mudanca na resposta celular, como por exemplo a exposicdo a
radiacdo e posterior alteracdo da radiosensibilidade (Alsbeih et al., 2007).

A p53 ndo mutada responde normalmente a radiacdo com a
elevacdo do seu nivel de expressdo, mediando a parada do ciclo celular e a
ativacdo de genes de reparo (Lu-Hesselmann et al., 2006; Niida & Nakanishi,
2006). Desta forma, o gene TP53 € de grande importancia para o
monitoramento de radiosensibilidade.

A proteina p53 é um fator de transcricdo com 393 aminoacidos que
consiste em trés dominios distintos: um dominio N-terminal de ativacdo de
transcricdo (TAD), um dominio central de ligacdo ao DNA (DBD) e um dominio

C-terminal de homo-oligomerizagéao (OD) (Snustad & Simmons, 2001).



A maioria das mutacdes que inativam a p53 estdo situadas no
dominio DBD. Estas mutacdes evidentemente prejudicam ou eliminam a
habilidade da enzima p53 de se ligar as seqiiéncias especificas de DNA que
estdo inseridas em seus genes-alvo, impedindo assim a ativacao transcricional
destes genes. Assim, as mutacbes em DBD sao tipicamente recessivas,
mutacdes de perda de funcdo. Outros tipos de mutacbes também sédo
encontrados no dominio C-terminal OD do polipeptideo. As moléculas da p53
com esses tipos de mutacdes se dimerizam com polipeptideos p53 tipo
selvagem e impedem que os polipeptideos tipo selvagem funcionem como
ativadores de transcricdo. Assim, as mutacdes em OD tém um efeito dominante
negativo no funcionamento da p53 (Snustad & Simmons, 2001) (Figura 3).

O gene também apresenta varios polimorfismos, que sao variacdes
nucleotidicas presentes em pelo menos 1% da populacdo. A maioria desses
polimorfismos esta localizada em introns, fora da regido consenso de splicing e
exons. Como exemplo, citamos dois polimorfismos que modificam
aminoacidos: mudanca de serina para prolina no codon 47 e de arginina para
prolina no cédon 72 (Gallo et al., 2005).

O polimorfismo de troca de aminoacido mais frequente e
amplamente estudado € o do cdédon 72, localizado no éxon 4 do gene. Esse
polimorfismo apresenta importancia na susceptibilidade ao desenvolvimento de
neoplasias e se distribui com diferentes prevaléncias entre diferentes grupos

étnicos (Beckman et al., 1994).
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Figura 3: Principais dominios do p53. TAD, DBD e OD. Papel do p53 na
resposta celular aos danos ao DNA. Foram identificadas duas vias de
resposta. Dentro de cada via, a seta indica uma influéncia positiva ou
mudanga direcional, e a barra indica influéncia negativa. A barra
perpendicular a uma seta indica que a influéncia, positiva ou negativa,

esta bloqueada. Modificado de Snustad & Simmons, 2001.



Estas alteracdes se relacionam as diferentes respostas e relagédo a
exposicado com fatores de risco, podendo favorecer a ocorréncia de neoplasia.

Mais de 90% das mutacfes da p53 ocorrem na sequéncia especifica
de ligacdo ao DNA no dominio central e sdo codificadas pelos éxons 4, 5, 6, 7,
8 e 9 e 50% alteram os codons 175, 248, 249, 273 ou 282 dentro desse
dominio (regides chamadas de “hot spot”) (Cadwell & Zambetti ,2001).

Em geral, as mutacbes dentro do dominio central podem ser
classificadas naquelas em que os aminoacidos contactam diretamente o DNA
(ex: aminoé&cidos 248 e 273) e naquelas em que héa alteracdo da conformacao
da p53, assim evitando a sua ligacdo especifica ao DNA (ex: aminoacidos 143
e 175) (Cadwell & Zambetti ,2001).

Delecdo de um dos alelos no gene TP53 reduz a expressao dos
tetrameros, resultando em diminuicdo da expressao dos genes inibidores do
crescimento celular.

O efeito de supressor tumoral que a proteina p53 exerce, €
alcancado com a regulacdo da transcricdo de varios outros genes. Assim, O
p53 inibe a proliferacdo celular por ativar o0 gene que codifica a proteina p21,
um inibidor do complexo ciclina-proteina CDK. Quando a p21 é sintetizada em
resposta ao estresse celular, os complexos ciclina-CDK sao inativados, e a
célula é parada, impedindo a progressdo do estagio G1 para S da mitose
(Snustad & Simmons, 2001). Durante esta paralisacdo, o DNA danificado da
célula pode ser reparado. Garantindo assim, a integridade genética da célula.
As células sem p53 funcional tém dificuldade em aplicar este mecanismo de
inativacao.

Outro efeito da p53 em resposta ao estresse celular, diferente do
sistema de reparar dos danos celulares, é a ativacdo da resposta apoptotica.
Um mecanismo que parece envolver o produto protéico do gene BAX. A
proteina BAX é um antagonista da proteina BCL-2, que normalmente suprime a
via apoptotica. Quando o gene BAX é ativado pela p53, seu produto protéico
libera BCL-2 de seu modo supressor. Esta liberacdo inicia a via apoptotica
(Snustad & Simmons, 2001).

Tendo em vista a importancia da radiacdo ionizante para a inducéo
de danos ao DNA é necessario, além de uma abordagem fisica, um

monitoramento bioldégico através de determinados marcadores. Esses



marcadores sao dificeis de serem especificados para exposicdo a
radioatividade. Desse modo os marcadores genéticos mais importantes sdo
aqueles envolvidos no desenvolvimento de neoplasias, como proto-oncogenes
e genes supressores tumorais (Costa, 2009).

Mutacdes no gene TP53 estdo presentes em mais de 50% de todos
0s casos de cancer. Alteracdes neste gene podem resultar em proteinas
variantes cujas propriedades podem ser modificadas.

Estas alteracdes também estao relacionadas as diferentes respostas
da proteina p53, em relacdo a exposicdo com fatores de risco, podendo
favorecer a ocorréncia de neoplasias.

A presenca de mutacdes que podem inativar a p53 reforcam a
gravidade dessa patologia e a necessidade de desenvolvimento de novas
metodologias de investigacdes capazes de auxiliarem no melhor entendimento
dos mecanismos celulares envolvidos com o cancer. Uma das ferramentas que
podera modificar este panorama é a caracterizacao de polimorfismos genéticos
peculiares ao desenvolvimento do tumor. A reunido de todas essas
informacdes podera ampliar a capacidade de prever o comportamento dessa
neoplasia e permitir o estabelecimento de condutas preventivas e/ou
terapéuticas de forma mais precisa (Assumpcao et al., 2001).

Portanto, nesse estudo foram investigadas diferentes populacdes do
estado do Parda quanto a alteracbes existentes no gene TP53, sendo
importante a realizacdo de um levantamento das frequéncias alélicas para uma
posterior comparacao das frequéncias polimdrficas obtidas entre as populacbes
estudadas e dessas com outras descritas na literatura, e assim, avaliar se
essas frequéncias divergem significativamente ou n&do, em funcdo de

diferencas étnicas, geograficas e diferentes exposicdes a fatores de risco.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo geral investigar e descrever
freqUuéncias alélicas do gene TP53 em popula¢bes que habitam diferentes
regides da Amazénia (Belém, Monte Alegre, Prainha e Alenquer, todas no
estado do Pard), em relacdo as principais alteracdes nucleotidicas presentes

nos éxons 4 e 7.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar e caracterizar as mutacdes raras e/ou novas encontradas

nessa populacao;

- Comparar as frequéncias polimorficas obtidas entre as populacdes

estudadas;

- Comparar as frequéncias polimorficas obtidas nas populacdes

estudadas com as descritas no banco de dados genético (GeneBank).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. OBTENCAO E COLETA DAS AMOSTRAS

Foram investigadas 263 amostras de individuos das popula¢cfes da
Amazénia no estado do Para (Belém - 100, Monte Alegre - 64, Prainha - 50 e
Alenquer - 49) obtidas na populacdo em geral. Para a realizagdo do trabalho
foram retiradas cerca de 5 mL de sangue periférico de cada individuo
estudado, usando EDTA (Acido Etilenodiaminotetracético) como
anticoagulante. Apds a colheita as amostras foram conduzidas ao Laboratorio
de Citogenética Humana e ao Laboratério de Genética Humana e Médica,
ambos da Universidade Federal do Pard (UFPA) onde foram realizados os
procedimentos necessarios para a realizacdo das andlises de biologia
molecular.

O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Nucleo de Medicina Tropical sob
o protocolo numero 002/2007-CEP/NMT (Anexo 1).

3.2. POPULACOES ESTUDADAS

A importancia do presente trabalho ocorre em funcédo da localizacéo
de reservas de uranio na mesorregidao do Baixo Amazonas, que inclui a
microrregido de Santarém e mais especificamente no municipio de Monte
Alegre. Este, segundo a Companhia de Recursos Naturais (CPRM) possui a
maior area de mineracdo de uranio do mundo, superior a 800 km2, que se
expande para os municipios de Alenquer e Prainha (Figura 4). Sabe-se que em
Monte Alegre, a maioria das casas foram construidas com pedras retiradas da
floresta onde se encontram reservas de uranio, localizadas a apenas 20 metros
de profundidade (Melo, 1999).
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Figura 4: Localizacdo dos municipios de Monte Alegre (em vermelho), Alenquer
(em azul) e Prainha (em verde) (IBGE Mapas, adaptado).

A localizacdo geografica do municipio de Monte Alegre esta a uma
latitude de 02°00'28" sul e a uma longitude de 54°04'09" oeste, com altitude de
38 metros fazendo fronteira com as cidades de Almerim, Alenquer, Prainha e
Santarém, todas no estado do Para. Possui um territrio de 21.703 Km? e uma
populacdo de 61.350 pessoas segundo a contagem populacional do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE Cidades, 2009).

Alenquer localiza-se a uma latitude de 01°56'30" sul e a uma
longitude de 54°44'18" oeste, estando a uma altitude de 52 metros fazendo
limites com as cidades de Almerim, Obidos, Monte Alegre e Santarém. Possui
uma populacdo de 52.661 habitantes residentes em uma area de 22.282 Km?
(IBGE Cidades, 2009).

Prainha é um pequeno municipio localizado a uma latitude de
01°48'00" sul e a uma longitude de 53°28'48" oeste, estando a uma altitude de
70 metros. Apresenta divisas com 0s municipios de Monte Alegre, Almerim,
Porto de Moz, Medicilandia, Uruard e Santarém. Seu territorio apresentava
32.642 Km? na sua criacdo em 1935, mas sofreu uma reducéo, passando para
uma area de apenas 12.599 Km? onde habitam 26.436 pessoas (IBGE

Cidades, 2009).
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A cidade de Belém, capital do estado do Pard, localiza-se a uma
latitude de 01° 27’ 21” sul e longitude de 48°30’16” oeste, na regido oriental do
estado do Para. Atualmente se constitui na maior metropole da regido
Amazbnica, com importante fator migratério. O processo de formacdo desta
populacdo se confunde com o da regido que apresenta a contribuicdo de
distintos grupos étnicos amerindios, europeus e africanos. Possui uma
populacdo de 1.408.847 habitantes residentes em uma &rea de 1.065 Km?
(IBGE Cidades, 2009).

3.3. ESCLARECIMENTO SOBRE O PROJETO

Este projeto faz parte de um projeto maior que investiga
polimorfismos/mutacbes em diferentes genes presentes nas populacdes
humanas, principalmente aquelas que habitam a regido Amazonica. Desta
forma, o presente estudo ird ampliar o tamanho amostral para a investigacao
do éxon 4 e 7 do gene TP53, nas populacdes Beléem, Monte Alegre, Alenquer e

Prainha, no estado do Para.

3.4. METODOLOGIA EMPREGADA

Para a analise molecular das amostras das populacdes estudadas, o
material foi encaminhado para o Laboratério de Genética Humana e Médica da

UFPA. As técnicas utilizadas no presente projeto estdo descritas abaixo.

3.4.1. EXTRACAO DE DNA

A extracdo das amostras controles foi feita pela técnica fenol-
cloroformio (Sambrook et al., 1989). Em seguida foi feita a quantificacdo e
preparo do DNA dessas amostras para a analise. O protocolo usado para

extracao segue descrito abaixo:
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- Adicionar sangue total (300 pL) e 900 pL de solucéo salina (9 g/L
de NaCl) em um tubo de 2 mL,;

- Levar ao agitador por 20 min;

- Centrifugar (14.000 rpm/ 3 min);

- Desprezar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 900 uL de
tampdo de lise de hemacias (5 mmol/L de MgCl, 20 mmol/L de Tris-HCI, PH
7,8);

- Levar ao agitador por 15 min;

- Centrifugar (14.000 rpm/ 6 min);

- Repetir esse processo de lise de hemacias por 3 vezes;

- Desprezar o sobrenadante e adicionar ao pellet 500 pL de tampéo
lise de leucécitos (0,2 mol/L de NaCl, 1 mmol/L de EDTA e 10 mmol/L de Tris-
HCI, PH 7,8);

- Misturar em Vortex até dissolver o pellet novamente;

- Levar para Banho Maria a 55°C por 30 minutos ou mais;

- Adicionar 250 pL de fenol e 250 pL de cloroférmio;

- Agitar o tubo em Vortex e depois no agitador por 15 min;

- Centrifugar 14.000 rpm/3 min. E transferir o sobrenadante para um
outro tubo;

- Adicionar 500 pL de cloroférmio-isopropanol (24:1), e agitar por 15
minutos;

- Centrifugar 14.000 rpm/3 min e transferir o sobrenadante para
outro tubo e adicionar 990 L de isopropilico;

- Centrifugar 14.000 rpm/ 10 min e desprezar o sobrenadante;

- Deixar o DNA secando a temperatura ambiente por 24 horas e em

seguida adicionar agua destilada e autoclavada(300 pL).

3.4.2. AMPLIFICACAO DA SEQUENCIA ALVO DO GENE TP53

Para o presente estudos foram analisados os éxons 4 e 7 do gene
TP53, sendo que em relacdo ao éxon 4 existe um polimorfismo bem

caracterizado no cédon 72.
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Para a andlise do segmento de interesse foi empregada a técnica de
PCR (Polymerase chain reaction) que utiliza iniciadores (primers) especificos
construidos com o auxilio do programa Primer Express versdo 2.0.0 (Applied
Biosystem, USA). As condi¢cdes de PCR para um volume de 20 pL sé&o as
seguintes: 100 ng de DNA gendmico, 10 mM de Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM de
KCI, 1,5 mM de MgCl2,0,2 uM de cada “primer”, 0,1 mM de cada dNTP, 1U de
Tag polimerase.

Os iniciadores utilizados em cada reacao estdo descritos na Tabela
1, as condicdes para o PCR estdo descritas na Tabela 2.

O produto do PCR foi aplicado em gel de agarose 1,5% utilizando
SYBR SAFE como corante e posteriormente visualizado em um

transluminador.

Tabela 1: Sequéncias dos iniciadores utilizados

Gene Regido Sequénciade iniciadores Amplificacéo
(pb)
TP53 Exon 4 5" TTGCCGTCCCAAGCAATGGATGAT 3 199

5’ TCTGGGAAGGGACAGAAGATGAC 3’

TP53 Exon 7 5 TTGGGCCTGTGTTATCTCCT 3’ 253

5 TGATGAGAGGTGGATGGGTAG 3’

Tabela 2: Condi¢des de PCR dos segmentos estudados

Etapas/Tempo
Segmentos Desnaturacdao Anelamento Extenséao N° de Ciclos
TP53 éxon 4 95 °C/ 1 min 60 °C/ 1 min 72 °C/ 1 min 35

TP53 éxon 7 95 °C/ 1 min 60°C/ 1 min 72 °C/ 1 min 35
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3.4.3. REACAO DE SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento direto do produto da PCR do gene TP53 foi
realizado no sequenciador automético ABI Prism — 3130 (Applied Biosystem,
USA). A metodologia utilizada baseia-se na sintese bioquimica da cadeia de
DNA, através do método Sanger et al., (1997) pelo kit ABI PRISM™ Big Dye
3.1v Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystem, USA).

As fitas de DNA foram sequenciadas na dire¢cao 5 - 3’, utilizando-se
para isso os primers “TP53F - Foward e TP53R - Reverse”. As sequéncias
nucleotidicas produzidas foram diretamente editadas no programa Sequencing
analysis V 5.2 em computador Dell, acoplado ao sequenciador ABI prism 3130
DNA Sequencer. Posteriormente as sequiéncias foram exportadas para um PC
para analises posteriores com auxilio do programa ChromasPro V1.3.3.

4. RESULTADOS

A amostra investigada foi composta de 263 individuos das
populacdes da Amazbdnia no estado do Para (Belém - 100, Monte Alegre - 64,
Prainha - 50 e Alenquer - 49).

Foram geradas 519 sequéncias com o0 objetivo de analisar as
possiveis alteracdes nucleotidicas presentes nos éxons 4 e 7 do gene TP53,
aléem de parte dos introns que flanqueiam o éxon 7. Todas as alteracdes
encontradas estavam em equilibrio de Hardy Weinberg.

Entre os individuos estudados observaram-se as seguintes
alteracoes:

- Uma mudangca de G — C no cdédon 72 (éxon 4) que altera o
aminoéacido Arginina para Prolina (Figuras 5, 6, 7);

- Trés alteracdes no intron 7, C — T na posicao 13.436 do gene
(Figuras 8, 9), C— T na posicao 13.491 e T — G na posicao 13.511 (Figuras
10, 11, 12).
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4.1 ANALISE DO EXON 4 NAS POPULACOES ESTUDADAS

Belém - Em relacdo a investigacdo desse polimorfismo na populacdo de
Belém, foram totalizadas 100 amostras, das quais obtivemos resultados em 98
individuos. Como resultado observou-se: 49% das amostras com o genotipo
selvagem Arg/Arg (G/G), 40,8% apresentaram o gendtipo em heterozigose
Arg/Pro (G/C), enquanto 10,2% apresentaram o genétipo Pro/Pro (C/C),
conforme Tabela 3. Como freqiiéncia alélica foi observado um valor TP53*2C
0,306.

Monte Alegre - No presente estudo foram investigadas e analisadas 64
amostras dessa populacdo, sendo identificadas apenas alteracOes referentes
ao polimorfismo do cédon 72 do gene TP53. Os resultados apresentaram o
genodtipo selvagem Arg/Arg (G/G) em 48,4% dos individuos, o genotipo (em
heterozigose) Arg/Pro (G/C) foi observado em 42,2%, enquanto 9,4% dos
individuos apresentaram o genotipo Pro/Pro (C/C), conforme apresentado na
Tabela 3. O resultado de freqiiéncia do alelo TP53*"°C nessas populacées foi
0,305.

Prainha - No presente estudo foram investigadas e analisadas 50 amostras
dessa populacdo, sendo identificadas apenas alteracbes referentes ao
polimorfismo do cédon 72 do gene TP53. Os resultados apresentaram o
gendtipo selvagem Arg/Arg (G/G) em 52% dos individuos, o gendtipo (em
heterozigose) Arg/Pro (G/C) foi observado em 38%, enquanto 10% dos
individuos apresentaram o genotipo Pro/Pro (C/C), conforme apresentado na
Tabela 3. O resultado de freqiiéncia do alelo TP53*"°C nessas populacdes foi
0,29.

Alenquer - No presente estudo foram investigadas e analisadas 49 amostras
dessa populacdo, sendo identificadas apenas alteracbes referentes ao
polimorfismo do cédon 72 do gene TP53. Os resultados apresentaram o

gendtipo selvagem Arg/Arg (G/G) em 44,9% dos individuos, o gendtipo (em
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heterozigose) Arg/Pro (G/C) foi observado em 40,8%, enquanto 14,3% dos
individuos apresentaram o genotipo Pro/Pro (C/C), conforme apresentado na
Tabela 3. O resultado de freqiiéncia do alelo TP53*"2C nessas populacées foi
0,347.

Tabela 3: Resultados encontrados na genotipagem do éxon 4 do gene TP53
nas populacdes estudadas.

Genotipos Belém Monte Alegre Prainha Alenquer
Homozigoto G/G 48 31 26 22
Heterozigoto G/C 40 27 19 20
Homozigoto C/C 10 6 5 7
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Figura 5: Eletroferograma de um individuo que apresentou o gendtipo

selvagem Arg/Arg (G/G).
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Figura 6: Eletroferograma de um individuo que apresentou o genoétipo em
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heterozigose Arg/Pro (G/C).
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CAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCCCGTG CTGCACCAG

ki

Figura 7: Eletroferograma de um individuo que apresentou o genaotipo Pro/Pro

(CIC).

4.2. ANALISE DO EXON 7 E REGIOES ADJACENTES NAS POPULACOES
DE ALENQUER E BELEM

Belém - Foram investigadas um total de 100 amostras dessa populacado, das
guais obtivemos resultado em 98 individuos, sendo identificadas duas
alteracdes no intron 7 (C— T na posi¢cao 13.491 do gene e T — G na posi¢ao
13.511). Nao foi encontrada nessa amostra nenhuma alteracédo de C — T na
posicdo 13.436 do gene. Os resultados observados em relagédo as alteracdes

nas posi¢cdes 13.491 e 13.511 foram de 79,6% das amostras com 0s genotipos
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selvagens C/C e T/T; enquanto que 19,4% apresentaram 0s genotipos em
heterozigose C/T e T/G; e 1% com os gendtipos T/T e G/G conforme a Tabela
4. Como freqiiéncia alélica foram observados valores de TP53*349T e
TP53**°'G 0,107.

Monte Alegre - Foram investigadas um total de 64 amostras dessa populagao,
das quais obtivemos resultado em 61 individuos, sendo identificadas duas
alteragdes no intron 7 (C— T na posi¢cao 13.491 do gene e T — G na posi¢ao
13.511). N&o foi encontrada nessa amostra nenhuma alteragdo de C — T na
posicao 13.436 do gene. Os resultados observados em relacdo as alteracdes
nas posi¢des 13.491 e 13.511, foram de 77% das amostras com os genotipos
selvagens C/C e T/T; enquanto que 23% apresentaram 0S genotipos em
heterozigose C/T e T/G; nenhum individuo apresentou os genotipos T/T e G/G
conforme Tabela a 5. Como frequéncia alélica foram observados valores de
TP53*3%1T e TP53*3°1G 0,115.

Prainha - Foram investigadas e analisadas um total de 50 amostras dessa
populacédo, sendo identificadas duas alteragdes no intron 7 (C— T na posi¢cao
13.491 do gene e T — G na posigdao 13.511). Nao foi encontrada nessa
amostra nenhuma alteracdo de C — T na posicao 13.436 do gene. Os
resultados observados em relacéo as alteracdes nas posicoes 13.491 e 13.511,
foram de 86% das amostras com os genoétipos selvagens C/C e T/T; enquanto
gue 14% apresentaram 0s genotipos em heterozigose C/T e T/G; nenhum
individuo apresentou os genétipos T/T e G/G conforme a Tabela 6. Como
freqiiéncia alélica foram observados valores de TP53*3%1T e Tp53*135liG
0,07.

Alenquer - Foram investigadas e analisadas um total de 49 amostras dessa
populacao, sendo identificadas trés alteragdes no intron 7 (C — T na posi¢cao
13.436 do gene, C— T na posi¢ao 13.491 e T — G na posi¢cao 13.511). Os
resultados apresentaram em relacdo a posicdo 13.436, o gendtipo selvagem
C/C em 98% dos individuos; enquanto que o gendtipo (em heterozigose) C/T
foi observado em 2%; e nenhum individuo apresentou essa alteragdo em

homozigose (T/T), conforme apresentado na Tabela 7. O resultado da
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freqiiéncia do alelo TP53*34*T nessa populacdo foi 0,01. Em ralacdo as
alteragdes nas posicoes 13.491 e 13.511, observaram-se 77,6% das amostras
com os gendtipos selvagens C/C e T/T; enquanto que 16,3% apresentaram 0s
genotipos em heterozigose C/T e T/G; e 6,1% com o0s gendétipos T/T e G/G
conforme a Tabela 7. Como frequiéncia alélica foram observados valores de
TP53*3%1T e TP53*3°1'G 0,143,

Tabela 4: Resultados encontrados na genotipagem do éxon e intron 7 do gene

TP53 na populacéo de Belém.

Genadtipos 13.436 C2T 13.491 C2T 13511 T=2G
Homozigoto C/C - C/C - T/T 98 78 78
Heterozigoto C/T - C/T = TIG 0 19 19
Homozigoto T/T - T/T — G/G 0 1 1

Tabela 5: Resultados encontrados na genotipagem do éxon e intron 7 do gene

TP53 na populacdo de Monte Alegre.

Gendtipos 13.436 C2T 13.491 C=2T 13511 TG
Homozigoto C/C - C/C - T/T 61 47 a7
Heterozigoto C/T - C/T = TIG 0 14 14

Homozigoto T/T - T/IT - G/G 0 0 0
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Tabela 6: Resultados encontrados na genotipagem do éxon e intron 7 do gene
TP53 na populacéao de Prainha.

Genotipos 13.436 C2T 13.491 C2T 13.511 TG
Homozigoto C/C - C/C - T/T 50 43 43
Heterozigoto C/T - C/T = TIG 0 7 7
Homozigoto T/T - T/T - G/G 0 0 0

Tabela 7: Resultados encontrados na genotipagem do éxon e intron 7 do gene
TP53 na populacao de Alenquer.

Gendtipos 13.436 C2T 13.491 C2T 13.511 T2G
Homozigoto C/C - C/C - T/T 48 38 38
Heterozigoto C/T - C/T = TIG 1 8 8
Homozigoto T/T - T/IT — G/G 0 3 3

c/c
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Figura 8: Eletroferograma de um individuo que apresentou o0 genotipo

selvagem C/C (posicao 13.436).
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Figura 9: Eletroferograma de um individuo que apresentou o genotipo em

heterozigose C/T (posi¢do 13.436) indicado pela seta.

Figura 10: Eletroferograma de um individuo que apresentou 0s genotipos
selvagens C/C e T/T (posi¢cbes 13.491 e 13.511 respectivamente) indicado pela

seta.
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Figura 11: Eletroferograma de um individuo que apresentou os genétipos em
heterozigose C/T e T/G (posi¢cbes 13.491 e 13.511 respectivamente) indicado
pela seta.
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Figura 12: Eletroferograma de um individuo que apresentou as alteracfes em
homozigose T/T e G/G (posicdes 13.491 e 13.511 respectivamente) indicado

pela seta.

5. DISCUSSAO

Véarios estudos tém demonstrado as acdes quimiotoxicas e
radioativas do uranio, como causa de nefrotoxicidade, problemas reprodutivos
e desenvolvimentais, assim como provocar mutacdes e favorecer o
desenvolvimento de céancer (Harrison & Stather, 1996; Miller et al., 1998;
Durakoviae, 1999; McDiarmid, 2001; Craft et al., 2004; Vacquier, 2009).

O presente estudo objetivou avaliar as mutagcbes no gene de

supressao tumoral, o0 TP53, nas popula¢cdes de Belém, Monte Alegre, Prainha e
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em Alenquer. Vale ressaltar, que as trés ultimas popula¢des habitam uma das
maiores reservas de uranio do mundo e desta forma estdo expostas as baixas
doses deste elemento radioativo, que podem modificar o ambiente celular e
ocasionar alteracbes na molécula de DNA. As frequéncias das mutacdes
encontradas nessas populacdes foram comparadas entre si e com outras
populacdes estudadas e publicadas na literatura e em banco de dados
internacionais. Estas alteragcbes podem funcionar como biomarcadores de
efeitos carcinogénicos, de radiosensibilidade e desenvolvimento de neoplasias
(Gallo et al., 2005; Alsbeih et al., 2007).

A p53 ndo mutada responde normalmente a radiacdo com a
elevacao do seu nivel de expressdo, mediando a parada do ciclo celular e a
ativacao de genes de reparo (Lu-Hesselmann et al., 2006; Niida & Nakanishi,
2006). Portanto, esta proteina € importante para 0 monitoramento de
radiosensibilidade as altas ou baixas doses de radiacdo, combinadas ou néo a
outros tipos de estresses (Mitchel, 2005).

No presente estudo foram encontradas trés mutacdes no intron 7 (C
- T na posicdo 13.436; C > T na posicao 13.491, T - G na posicao 13.511).
Duas destas alteracbes foram encontradas com carater de polimorfismo no
intron 7 (C - T na posicao 13.491 e T - G na posi¢cao 13.511). No entanto,
estas alteracbes ndo sdo representativas de susceptibilidade direta ao
desenvolvimento de cancer.

Na analise da populacdo de Belém, para as alteragdes das posi¢coes
13.491 e 13.511, observou-se que 78 individuos apresentaram 0s genotipos
selvagens C/C e T/T, enquanto que 19 individuos apresentaram os genotipos
em heterozigose C/T e T/G, e apenas um individuo apresentou o genotipo em
homozigose T/T e G/G. Assim, a freqiiéncia dos alelos TP53*3491T ¢
TP53*3°MG nessa populacgéo foi de 0,107, enquanto que a freqiiéncia global
para o mesmo alelo polimoérfico descritas no banco de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information) é de 0,159 e 0,157, respectivamente.

Em relacdo a andlise da populacdo de Monte Alegre para as
alteracdes das posicdes 13.491 e 13.511, 47 individuos apresentaram o0s
gendtipos selvagens C/C e T/T, enquanto que 14 individuos apresentaram 0s
gendtipos em heterozigose C/T e T/G, e nenhum individuo apresentou o
gendtipo em homozigose T/T e G/G (TP53*13%1T e TP53*13°11G ,115).
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Em relacdo a andlise da populacdo de Prainha as alteragbes nas
posicdes 13.491 e 13.511, 43 individuos apresentaram os genétipos selvagens
C/C e TIT, enquanto que 7 individuos apresentaram 0s gendtipos em
heterozigose C/T e T/G, e nenhum dos individuos apresentou o genoétipo em
homozigose T/T e G/G (TP53*341T e TP53+13311G 0,07).

Na analise realizada na populacdo de Alenquer, para a posi¢ao
13.436 do gene TP53, 48 individuos apresentaram o gendétipo selvagem C/C,
enquanto que apenas um individuo apresentou o genétipo (em heterozigose)
C/T, e nenhum individuo apresentou essa alteracdo em homozigose (T/T). A
freqiiéncia do alelo TP53*3*3*T nessa populacéo foi de 0,01, enquanto que a
freqUéncia global desse alelo é 0,006. Em relacdo as alterac6es nas posicoes
13.491 e 13.511, observou-se que 38 individuos apresentaram 0s genotipos
selvagens C/C E T/T; enquanto que oito apresentaram 0S genoétipos em
heterozigose C/T e T/G; e trés apresentaram o0s genotipos T/T e G/G,
respectivamente. Como frequéncias dos alelos TP53*349T e Tp53*135tG,
nessas populagdes, observou-se 0,143.

Ndo houve uma diferenca estatisticamente significante entre a
freqiiéncia dos alelos TP53*34%T Tp53+3491T o Tp53+133G  guando
comparadas as amostras das populacdes estudadas entre si, assim como
guando comparadas com a frequéncia na populacao global (Tabela 8).

No presente trabalho foi detectada um Unico tipo de alteracdo que
efetivamente pode originar a troca de aminoacidos, presente no éxon 4. Essa
variacao trata-se de um polimorfismo que tem como consequéncia a mudanca
do aminoacido Arginina (CGC) pelo aminoacido Prolina (CCC). O alelo que
codifica a Prolina € menos efetivo como fator de transcri¢do (realiza parada do
ciclo celular, ativa a via apoptética, ativa a expressao de genes relacionados ao
reparo do DNA e reprime oncogenes), conduzindo a uma susceptibilidade ao
desenvolvimento de céancer (Dumont et al.,, 2003). Portanto, individuos com
gendtipo TP537C/C sdo mais radiosensiveis e se tornam alvos para as acoes
de saude publica em regides que apresentam radioisétopos.

ASSUMPCAO et al., 2005 investigaram esse polimorfismo em 36
individuos de uma populacdo de origem japonesa, residentes em Tomé-AcU,
no estado do Pard, e observaram uma distribuicdo em 48% dos individuos a

combinacéo genotipica Arg/Arg; 48% Arg/Pro e 4% Pro/Pro.
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Inimeros estudos que indicam a associagdo do polimorfismo com a
susceptibilidade a carcinogénese (Dumont et al., 2003; Sousa et al., 2006;
Zhou et al., 2007; Perrone et al., 2007; Fernandez-Rubio et al., 2008; Cao et
al., 2009).

De forma contréaria, outros estudos envolvendo o polimorfismo ndo
encontraram associacdo com o desenvolvimento de cancer (Khadang et al.,
2007;Vieira et al., 2008; Pinto et al., 2008). Provavelmente estes trabalhos nao
encontraram associacdo porque o polimorfismo ndo € um fator determinante
para o desenvolvimento de neoplasias e sim um fator de susceptibilidade.
Individuos com o genétipo TP53"2C/C s6 irdo desenvolver cancer se expostos
a diferentes fatores, incluidos os agentes mutagénicos e carcinogénicos, como
as radiacOes (Alsbeih et al., 2007).

KHAYAT et al.,, 2005 estudaram um total de 56 pacientes com
cancer gastrico e 56 individuos controles. Nesse estudo, ndo houve uma
diferenca estaticamente diferente entre a distribuicdo do alélica no codon 72
nos pacientes (Arg=0,73 e Pro=0,27) e controles (Arg=0,69 e Pro=0,31).

Na andlise realizada na populacdo de Belém, 48 individuos
apresentaram o genotipo selvagem Arg/Arg (G/G); 40 apresentaram o genotipo
(em heterozigose) Arg/Pro (G/C); e 10 individuos apresentaram o genétipo
Pro/Pro (C/C), com frequéncia do alelo TP53*"?C de 0,306, enquanto que a
frequéncia global para esse polimorfismo é de 0,352.

Em relacdo a populacdo de Monte Alegre, 31 individuos
apresentaram o genotipo selvagem Arg/Arg (G/G); 27 apresentaram o genétipo
(em heterozigose) Arg/Pro (G/C); e 6 individuos apresentaram o genotipo
Pro/Pro (C/C), com frequéncia do alelo TP53*C de 0,305.

Na analise realizada na populacdo de Prainha, 26 individuos
apresentaram o genotipo selvagem Arg/Arg (G/G); 19 apresentaram o genétipo
(em heterozigose) Arg/Pro (G/C); e 5 individuos apresentaram o genotipo
Pro/Pro (C/C), com frequéncia do alelo TP53*%C de 0,29.

Na analise realizada na populacdo de Alenquer, 22 individuos
apresentaram o genotipo selvagem Arg/Arg (G/G); 20 apresentaram o genétipo
(em heterozigose) Arg/Pro (G/C); e 7 individuos apresentaram o genotipo
Pro/Pro (C/C), com frequéncia do alelo TP53*C de 0,347.
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Ndo houve uma diferenca estatisticamente significante entre a
freqiiéncia do alelo TP53*?C, quando comparadas as amostras das
populacdes estudadas entre si, assim como quando comparadas com a
frequéncia na populacao global (Tabela 9).

Adicionalmente, comparamos as amostras da populacdo de Belém
contra o conjunto de amostras das populacdes de Monte Alegre, Prainha e
Alenquer (Frequéncia do alelo TP53*"2C de 0,313). O resultado também n&o
apresentou diferenca estatistica significante entre a frequéncia do alelo
TP53*C, com valor de P=0,7378.

Tabela 8: Resultado do teste Qui-Quadrado na comparacdo das amostras
estudadas e da populacdo global em relacdo aos alelos TP53*249T e
TP53*13311G,

Amostra Belém M. Alegre Prainha Alenquer Pop. Global

Belém P=0,3148 P=0,2581 P=0,3534 P=0,3739,
P=0,3711 resp.

M. Alegre  P=0,3148 P=0,2673 P=0,3638 P=0,3824,
P=0,3804 resp.

Prainha P=0,2581 P=0,2673 P=0,3044 P=0,3246,
P=0,3215 resp.

Alenquer  P=0,3534 P=0,3638 P=0,3044 P=0,4142,

P=0,4119 resp.

Tabela 9: Resultado do teste Qui-Quadrado na comparacdo das amostras

estudadas e populacdo global em relacdo ao alelo TP53*"%C.

Amostra Belém M. Alegre Prainha Alenquer  Pop. Global
Belém P=0,7301 P=0,7167 P=0,7639 P=0,7681

M. Alegre  P=0,7301 P=0,7155 P=0,7627 P=0,7675
Prainha P=0,7167 P=0,7155 P=0,7511 P=0,7556

Alenquer  P=0,7639 P=0,7627 P=0,7511 P=0,7998
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6. CONCLUSAO

No presente estudo observaram-se as seguintes alteracoes:

- Uma mudanca de G — C no codon 72 (éxon 4) que altera o
aminoécido Arginina para Prolina,;

- Trés alteragbes no intron 7 (C — T na posi¢ao 13.436 do gene, C—
T na posigdo 13.491 e T — G na posi¢ao 13.511).

- Na&o houve diferenca estatisticamente significante entre as
populacdes de Belém, Monte Alegre, Prainha e Alenquer em relacdo as
alteracdes nucleotidicas encontradas.

- As frequéncias das alteragbes nao apresentaram diferencas
estatisticas entre as populacdes estudadas e a populacéo global.

- Na analise das populacbes investigadas observou-se que o
polimorfismo do no cédon 72 do éxon 4 do gene TP53 foi frequente e
adicionalmente a frequéncia do alelo polimérfico ndo diferiu significativamente
da populacgéo global.

- Os resultados do presente estudo apontam para a necessidade de
maiores investigagdes, para que se possa mensurar o verdadeiro fator de risco

para o desenvolvimento de cancer.
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