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RESUMO

A longevidade e a fertilidade sdo caracteristidas de varios estudos na comunidade
cientifica. Além dos efeitos de condicdes ambisntamo alimentacédo e condi¢des de
vida na qual os organismos estao inseridos, egigtetencial genético inerente a cada
individuo. Esse estudo teve como objetivo ajudarnillzar o caminho no sentido de
elucidar o impacto de alguns polimorfismos de detezidos genes na longevidade e na
fertilidade de seres humanos. Foi avaliada a fregjiédos polimorfismos ¢.215G>C
(P72R, rs1042522) do geriéd53, ¢€.325-4742T>G (rs1706395) do geme63, 4c.-
30G>A e 14c.-20C>T (rs2273953, rs1801173) do gdm¥y3, c.753+572C>T
(rs1563828) do geneMDM4, ¢.2719-234G>A (rs1529916) do gendSP7 e
c.*1414A>C (rs929271) do gendF em um grupo composto por individuos da regiao
norte do Brasil. Por meio da técnica TagMan SNPopygng assay, e subsequente
analise estatistica, encontrou-se significancia (F044) para a frequéncia (82,4%) do
alelo T do polimorfismo delF no grupo com o maior nimero de gestacdes, apantand
para uma influéncia positiva desse alelo no nundergestacdes e para a frequéncia
(67,7%) do gendtipo GC do polimorfismo d®53 (P = 0,033) com o inicio da
menopausa antes dos 51 anos de idade, o que pagmaenanifestacdo fenotipica do
processo de envelhecimento. Notadamente, os pdismms doTP53 e da sua rota de
sinalizacdo sdo importantes para processos retngna fertilidade e a longevidade,
bem como de outros aspectos fisiologicos e naogimlde varias patologias. Este
trabalho contribui com um melhor esclarecimento ntuaao impacto de alguns
polimorfismos especificamente no processo repredutumano e em sua longevidade.
Os resultados obtidos apontam para um possivell pigsses genes e de seus

polimorfismos nos aspecto supracitados ajudanduaaompreensao.
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ABSTRACT

The longevity and fertility are targeted charastges of various studies in the scientific
community. In addition to the effects of environra@nconditions such as food and
living conditions in which the organisms are inedrtthere is the genetic potential
inherent in each individual. This study aimed ttphgave the way towards elucidating
the impact of some polymorphisms of certain gendsngevity and fertility of humans.
Was evaluated the frequency of the polymorphisi@2$55>C (P72R, rs1042522) of the
TP53 gene, €.325-4742T>G (rs1706395) of 163 gene, 4c¢.-30G>A and 14c¢.-20C>T
(rs2273953, rs1801173) of the73 gene, ¢.753+572C>T (rs1563828 MDM4 gene,
C.2719-234G>A (rs1529916) &fSP7 gene and ¢.*1414A>C (rs929271)ldf gene in

a group composed by individuals from the northegian of Brazil. By TagMan SNP
genotyping assay technique, and subsequent stakiatialysis, significance was found
(P = 0.044) for the frequency (82.4%)1df allele polymorphism T in the group with
the highest number of pregnancies, pointing to sitipe influence of this allele on the
number of pregnancies and the frequency (67.7%)thef CG genotype of the
polymorphismTP53 (P = 0.033) with the onset of menopause beforeyédrs old,
which may be a phenotypic expression of aging m®csotably, the polymorphisms of
TP53 and its signaling pathway are important for preessrelated to fertility and
longevity, as well as other physiological aspecis atiology of various diseases. This
work contributes to a better understanding aboetithpact of some polymorphisms
specifically in the human reproductive process @émdbngevity. The results point to a
possible role of these genes and their polymorphisnthe above aspects in helping
your understanding.
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1 INTRODUCAO
1.1 Fertilidade e Fecundidade

Fertilidade e fecundidade séo termos que frequertemse confundem, mas
possuem diferentes significados. Com a intencdomea¢hor compreendermos o0s
aspectos relacionados a cada um desses concefeasrscessaria uma distingdo, entre
a capacidade de ter filhos e o niumero de filhosidas durante a menacme. O termo
fecundidade se refere a capacidade fisiolégica ateaber, enquanto fertilidade se

refere ao numero de nascimentos (National Res&uahcil, 2003).

As taxas de fecundidade no Brasil vém caindo btestsars Ultimas décadas. Na
década de 60 a fecundidade total no Brasil eraale de 6 filhos por mulher, chegando
a 1,9 filho por mulher em 2010 com algumas variacdegionais relativas a

peculiaridades inerentes as grandes regides brasi(€igura 1).

a0

1.8 |

0,0
1340 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

mmm Brasil === Norte =ss Nordosto mes Sudeste = Sul Centro-Oesta

Figura 1. Taxa de fecundidade total, segundo as Grandes &egif940/2010. Fonte:
Censo demogréafico IBGE 1940/2010.
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As taxas de fertilidade aumentam constantemeni@ntiia primeira década do
periodo reprodutivo, atingindo o pico na terceiégatia de vida (Figura 2). Durante a
quarta década de vida, os niveis de fertilidadeegam a declinar. Ao nascimento as
mulheres contam com um pool de 500.00 a 1.000.@®matitos que vai sendo
depletado ao longo de suas vidas (Wilkosz, 2014jeducédo do pool de odcitos, o
aumento de aneuploidias e as taxas de abortosiads®@ idade tém implicagbes
importantes na biologia humana e fertilidade. Gcesso de envelhecimento ovariano e
o momento dos eventos reprodutivos sdo fatoresiste® importantes para varias
doencas incluindo cancer de mama e ovario, doeagdiogascular, osteoporose e

mortalidade em geral (Hartge, 2009).
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Figura 2. Distribuicdo percentual de taxas especificas denfdidade, por situacédo do
domicilio, segundo os grupos de idade - BrasilG020010. Censo demografico IBGE
1940/2010.

A gravidez € um processo biolégico complexo queiee@ sincronia de uma
série de eventos que vao desde a unido de cémdadtigas nas tubas uterinas a fatores

que promoverdo a interagcdo entre 0o embrido em dalségnento e o endométrio
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uterino materno que permitirdo, por fim, a implgatadesse embrido no tecido uterino
e a consolidacao da etapa inicial da gravidez.c@sso da implantagédo do embrido no
endométrio € crucial para que a gravidez ocorrfoea adequada. Do ponto de vista
clinico, a implantacdo do embrido € consideradasuocesso quando o saco gestacional

pode ser detectado por meio de um exame de ul@gsafia (Timeva, 2014).

Em mamiferos, a gravidez comeca no momento da ntggao do blastocisto ao
tecido endometrial que passa por varias mudancafldgicas e fisioldgicas para
receber e manter esse embrido em desenvolvimento2Q15). Durante o processo de
implantacéo do blastocisto ocorre uma intensa tdecsinais entre o0 embrido e o tecido
endometrial materno que, acredita-se, sejam ceucpEra que O processo de
implantacdo ocorra com sucesso e seu desenvohonseiisequiente possa ocorrer de

maneira adequada (Ventadainca, 2015).

Entretanto, sabe-se pouco a respeito dos genesiantea envolvidos no
desenvolvimento do ovario e estabelecimento darva&sevariana, bem como da
implantacdo do embrido e a manutencdo da gravidezdgpendem de fatores como

angiogénese, vascularizacéo e apoptose (Toth 20all).

1.2  Envelhecimento e longevidade

A taxa de envelhecimento biol6gico pode ser entendomo o declinio das
capacidades fisiologicas e biolégicas com a idadempanhado de um aumento na
chance de morte, e pelo fato de que uma maior\&gbreia requer investimentos na
manutencdo de células somaticas, desviando recdmsasescimento e reproducao.
Teorias sobre tempo de vida e envelhecimento ss@aldas em um trade-off realizado
pelo organismo entre o investimento em crescimsptoatico (como o acumulo de
potencial reprodutivo, por exemplo) e o investimembd esfor¢o reprodutivo (ou seja, a
exploracdo do potencial reprodutivo). Uma conseg@énlessa hipotese € que, o
investimento limitado na manutencdo somatica poeleultar em danos que se
acumulam durante a vida, levando assim ao envetieeto (Kirkwood, 1997). Além
disso, envelhecimento e longevidade dependem deefatgenéticos, epigenéticos,

ambientais e culturais.

O acumulo de danos no DNA causa instabilidade gex@endisfuncao celular,

0 que pode resultar em cancer em um organismo eomos renovaveis. A ameaca
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causada pela instabilidade gendmica € protegidaympdado, por genesaretaker, que
incluem genes para o reparo do DNA e s&o considerggnes que garantem a
longevidade, e por outro lado, por gegatekeeper, que incluem genes para parada do
ciclo celular e morte celular, sendo consideradpsessores tumorais (Campisi, 2003).
A atividade aumentada dos gerasetaker aumenta a estabilidade gendmica, reduz o

risco ao cancer adiando o envelhecimento.

Porém, a relacdo entre as fungBes dos geaekeeper e o processo de
envelhecimento é mais complexo, pois a eliminac@océlulas por apoptose pode
diminuir o risco ao cancer, mas ao mesmo tempaeareh diminuicdo das células do
tecido relacionada a idade (van Heemst et al., RES mamiferos, o genEP53 € o

mais importante gergatekeeper (Vogelstein et al., 2000).
1.3  Familia do gene p53

Esta familia de genes é composta por trés gergenel P53, e dois homologos
funcionais e estruturai$P63 e TP73. Esses trés genes possuem uma alta homologia em
sitios de ligacdo ao DNA bem como em sua estryitotica (Figura 3), com 0s genes
TP63 e TP73 sendo mais proximos entre si do que ci#d3. A competicdo para se
ligar a0 DNA por meio de seu dominio de ligacdoesegqueTP53, TP63 e TP73
podem ou cooperar ou competir por alvos transceragem comum (Paskulin, 2012).

p53 N [IAAPR] DED 1| oo [lc p53
TA PR SAM

p63 N [iPa| DED o0 7 el Thpea

. e AMNPG3

TA PR_SAM -

i i = ] V77 ) pTe

p73 N [EZZIPR] BED 1 o0 [I73 e e

Figura 3. Identidade estrutural da familia do gefés3 (adaptado de Melino et al,
2002).

Esses trés genes possuem um ancestral génico cauaupor assim dizer, um

gene ancestral do qual derivam. A origem desse ganestral pode ser encontrada
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atualmente em coanoflagelados e em anémonas marilNEsses organismos a
estrutura desse gene ancestral se parece maismdmbudo dos genesP63 e TP73.

A funcao desse gene ancestral, na anémona maérgraieger as células germinativas
de danos ao seu DNA. Esta funcéo persiste em 8)setomes, moluscos, vertebrados e
humanos sendo importante, e positivamente prestopela selecdo natural, ao longo
dos ultimos 1 bilhdo de anos (Belyi, 2010). Devalsua conservagdo a partir de
invertebrados até vertebrados, sugere-se que sé@présmoral ndo seja a funcéo
original do gend P53 (Fenget al., 2011).

Na linhagem inicial dos vertebrados, caracterizaglas peixes cartilaginosos,
esse gene foi duplicado e um gene muito proximoR&3 emergiu (Figura 4). Atuando
em organismos complexos, onde células tronco scasateram empregadas na
regeneracdo de tecidos adultos, esse gene pass@sempenhar uma funcao de
supressor tumoral protegendo essas células eiahagéns subsequientes de mutagcbes
que poderiam advir de danos ao DNA ou falhas negzsp de replicacdo. Assim o
geneTP53 assumia fungbes em células somaticas que o geestel desempenhava
nas células germinativas (Belyi, 2010).

Com o surgimento dos peixes 0sseos houve uma seglupdicacdo do gene
ancestral produzindo os genBR63 e TP73 (Figura 4). Conforme os vertebrados iam
evoluindo, ha evidencias de que as funcfes dess®ss goram aumentando e que
passaram a atuar como reguladores transcricioagasgodesenvolvimento da pele e de
outros 6rgaosTP63) e desempenhando um papel no desenvolvimento res pdos
sistemas imune e nervost(73).

16



p53/p63/p73 Invertebrados

p53 p63/p73 Peixes cartilaginosos

p53 p63 p73 Peixes 6sseos

Figura 4. Evolucéo do gene ancestral (adaptado de fet al, 2010).

Existem evdencias de que alelos do geTP63 estavam sob forte press
seletiva na época em que os répteis mais avan¢ddeam a luz a animais vivos
invés de colocar ovos) comecavam a se transformamamiferos durante o perio
cretaceo (145,5 65,5 milhdes de anos), que os alelos do (TP73 foram fortementt
selecionados na grande diversificacdo dos mamiten@nte o periodo terciario (65—
23 milhdesde anos) e que alelos do geTP53 estavam sob forte pressao seletiva
altimos 30.000 a 50.000 anos da evolugdo humanaa@urgimero de populades
caucasianas e asiaticas. Per-se, entdo, uma tendéncia onfteces evolutivas
moldaram os gene3P53, TP63 e TP73 e as funcdes desses genes moldare
fidelidade dos descendentes produzidos por esgagsismos e as variagoes que foi
entao expostas aos efeitos da selecdo ne

Os genedlP53, TP63 e TP73 sdo poderosos fatores de transcricao e peq!
variacbes em seus mecanismos regulatérios podenmtémpacto profundo nos ger
gue tem sua transcricdo regulada por eles o quemodificar drasticamente o desti
de uma célula. Os genes desta familia estdo rakais com cancer, desenvolvimel
células tronco, imunidade natural, estresse oxidationgevidade, entre outr
processos fisiologicos e patolégicos. Em funcasealemplo espectro de atuac os
membros dafamilia do geneTP53 sédo representantes de uma das mais pode

familias de genes de nosso genoma (Levine, Z

A desregulacdo na expressio genelP53 também pode ter efeitos prejudici
no desenvolvimento embrionario. Estudos indicam TP53 desempenha papel che
na protecdo de embrides a teratdgenos e diversesses ambientaiUma grande
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quantia da protein@P53 € produzida pela placenta humana em gestacGemaisor
podendo ser um importante fator de risco para agpaese de doencas placentarias
através da inducdo da apoptose trofoblastica (B2@ih0).

Experimentos com camundongos demonstraram o envehtd dos genes da
familia TP53 na reproducéo onde a atividadeTd##53 é necessaria para a implantacéo
do embrido no utero através da regulacéo transndtido Fator Inibidor da Leucemia
(Leukaemia inhibitor factorLIF) (Hu, 2009), enquant@P63 atua no controle da
qualidade e na sobrevivéncia do pool de odécitoRPé3 garante que 0S Processos

mitoticos ocorram de maneira normal no blastogrstoal (Levine, 2011).
1.3.1 TP53

A proteina p53, codificada pelo genie53 (Tumor protein p53), foi identificada
em 1979 e desde entdo passou a ser um dos germeshalados, tendo seu papel
estabelecido como chave na supresséo tumoral, lamdtréhecido como “o guardido do
genoma”. Localizado no cromossomo 17pIB53 codifica fatores de transcricdo que,
através da regulacao transcricional de um grupgetes, podem iniciar a apoptose,
parada no ciclo celular e senescéncia, em resgosimais de estresse como, por
exemplo, danos no DNA (Figura 5). Assim, a protgifa tem conhecida importancia
na prevencdo de tumores e na estabilidade gendeiczlulas soméaticas (Bieging,
2014).
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Figura 5. Visao classica da ativacéo e da resposta doTP53 (adaptado de Biegir
et al, 2014).

Porém quanto mais esse gene é estudado mais fuagdesanismos de a¢
emergem em diferentes niveis e sistefuncionais (Brady, 2010)Estudos recente
tém mostrado que o gef®53, atuando como fator de transcri¢cdo, controla aesgaic
de genes e miRAs afetando varios processos celulares incluindtferacao celular
reparo de DNA, morte celular programada, autofagietabolismo e igracéo celular.
Muitos desses processos sao criticos em uma vdeeda patologias humanas
estendem-se muito aléio controle do cancer a situacdes envolvendo isiqse
doencas neurodegenerativas, renovacdo de célataotrenvelhecimento e fertilida
(Reed, 2015).
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1.4  Controle central da via regulatdria da proteingp53

O controle central da via regulatoria da protein&3 pé composto,
principalmente, por trés genes e seus produtogipostMDM2 (Mouse double minute
2 p53 binding protein homologiDM4 (Mouse double minute 4 p53 binding protein
homolog, também conhecido comdDMX), e UPS7 (ubiquitin specific peptidase 7
(herpes virus-associated), também conhecido cblAOSP (herpes virus-associated

ubiquitin specific protease)) (Brooks e Gu 2006).
1.4.1 MDMZ2

O produto do gen®DM2, localizado no cromossomo 12q14.3-ql5, a proteina
mdm2 é o principal regulador negativo do gdiR®3. Inicialmente se acreditava que
mdm2 era a Unica enzima E3 ubiquitina ligase quigaticomo alvo p53, mas estudos
posteriores mostraram que mesmo em camundongosaguexpressavam mdmz2 p53
ainda era degradada, indicando o envolvimento de®UE3 ligases na regulacdo da
atividade deIP53 (Ringshausen, 2006).

A proteina mdmz2 atua sobre o produto do gERE3 através de um sitio ativo
como uma E3 ubiquitina ligase, induzindo a ubigaitéo de residuos de lisina na sua
regido carboxi-terminal, direcionando assim a pnetede p53 para degradacdo via

proteossoma ou exportacao para o citoplasma dia€lbao, 2015).

A ubiquitina € uma pequena proteina que marca ®upteinas para
degradacéo pelo complexo proteossomal 26S. O poa#s ubiquitinacdo de uma
proteina € um processo extremamente ordenado sietapas e que depende de trés
classes de enzimas. A classe E1 que, com gasi®ealiva a molécula de ubiquitina,
a classe E2 que transporta essa molécula ativ@d® &itio ativo da E3 que vai
efetivamente unir a molécula da ubiquitina ao sabstalvo (Figura 6). Esta reacéo é
uma reagdo quimicamente reversivel e existem algusr&imas que atuam na
desubiquitinacdo de proteinas ubiquitinadas toroasd biologicamente disponiveis

novamente.

A proteina mdmz2 é regulada positivamente 53, onde o aumento dos niveis
de p53 leva a um aumento na transcricadi@M2, aumentando a concentracdo da

proteina mdmz2 que conseqientemente aumenta a degoade p53, assim, o produto
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do geneMDM2 mantém o produto do ged®53 em niveis baixos caracterizando uma
regulacdo por feedback negativo. Esse feedbackimegaantém a proteina p53 em
baixos niveis na auséncia de sinais de estressajtipdo uma proliferacdo celular

normal.

Enquanto niveis altos de mdm2 promovem a poliutagéo de p53 e sua
degradacdo pela via proteossomal, niveis baixos nd@gm2 promovem a
monoubiquitinacdo de p53 o que evita sua ligacabdA e promove sua exportacao
para o citosol, afastando-o de seus alvos tramscais. Assim interage com oS
produtos dos genes da familia Bcl comoBd-XL e o Bcl-2 para promover a
oligomerizacao de fatores pro-apoptéticos como 88ak na membrana mitocondrial
levando a apoptose pela liberacdo do citocromo auteos fatores apoptéticos no
citoplasma (Reed, 2015; Chao, 2015).

Outro estudo mostra que a perddwleM2 em camundongos provoca letalidade
nos estagios iniciais da embriogénese, que € tetdénrevertida pela delecdo de p53,
demonstrando o papel central M2 na manutencdo dos niveis e da atividade do
produto do gene p53 in vivo (Figura 6) (Luna, 19R6ed, 2015).
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mdm2 KO —— mdm2 —— KO —
mdm2 — mdm2 —— KO ——
Viavel. Nio viavel.
Sem fenotipo. Morte precoce do embrido.
p5s3 —— KO —— p53 — KO ——
pS3 — I P53 — KO ——
mdm2 KO —— mdm2 KO ——
mdm2 KO —— mdm2 KO ——
Nio vidvel. Viavel.
Morte precoce do embrido. Alta susceptibilidade de desenvolver tumores
precoces espontineos.

Figura 6. Restaurag&o da viabilidade dos embrides em camgodateficientes el

MDM2 pela delecéo de p (adaptado de Luret al, 1995).

1.4.2 MDM4 (MDMX)

O gene MDM4, homologo estrutural do gerMDMZ2, esta localizado n

cromossomo 1932 e também esta envohna regulacdo de p53. A proteinedm4

embora apresente homologia estrutural mdmz2 (Figura 7)n&o apresenta a fung

de E3 ligase que a mdn#bresenta, sendo assim, ndo possui um sitio agpaz de

adicionar moléculas de ubiquitina em pfA regido aminderminal de ambas :

proteinas tem capacidade de se ligar a p5:, apenas em mdm2, a regido acida cel

tem capacidade de se ligar a proteinas riboss. Apenas mdm2 possui uma reg

denominada sinal de localizacdo celunuclear localization signal- NLS). A regiédo

carboxiterminal possui um dominio RING que € nemésspara a heterodimerizag

entre mdm2 e mdm4 o que pode fazer com que mdm4ilmmadcapacidade de mdr

ubiquitinar p53.
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Figura 7. Estrutura e localizacdo dos dominios de mdm2 e m@dwfeptado de Perr
2010).

Para se entender a diferenca na funcamdm2 e mdm4foram desenhadc
estudos com camundongos gque expressavam, em um caso, pS3dmz e, em outro
caso, p53 e mdm4Apos a introducdo de uma mutacédo temper-sensivel p53 foi
entdo reintroduzido nos camundongos, 0 que perani@lises in vivo da funcéo de p

na auséncia seletiva dedm2 e mdm4Perry, 2010).

Na auséncia da expsdao deMDM2 foi observada a acédo de genes, -
dependentes, relacionados a apoptose enquant@aues@ncia da expressacMDM4
foi observada a agédo de genes,-dependentes, relacionados a parada do ciclo c
(Figura 8).Esses estudos sugerem (mdm2 e mdm4possuem funcgdes distintas
regulacdo da expressao de p53, mas apemdm2tem efeito nos niveis celulares
p53 por possuir um sitio ativo com capacidade glar Imoléulas de ubiquitina p53,
como citado acima (Marine, 2C; Wahl, 2006; lwakuma, 200Barboza, 2008
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Figura 8. Looping autoregulatoric de p53 poMDM2 e MDM4 (adaptado de Shang
et al, 2009).

1.4.3 USP7 (HAUSP)

Outro importante regulador data de sinalizacdo de p53, o geUSP7,
localizado nocromossomo 16p13.3, € uma cisti isopeptidase da familia USP e |
conhecido regulador do crescimento celular e doga®o de apoptose associado cc
estabilizacdo de p53 evitando a degradacdo megi@a poliubiquinacdo promovic
por mdm2. Em célulasucariontes, um dos mecanismos de modificacé traducional

€ 0 balanceamento do efeito da ubiquitinacdo eedaliquitinacac

O processo de ubiquitinagdo é reversivel e exis@ms enzimas que possu
essa capacidade (Lim, 2013). AproximadamenO enzimas desubiquitinantes (DU
- deubiquitinating enzyme) sao codificadas pelo genoma humano e poskn
classificadas em seis classes: USPs (ubi«-specific proteases), UCHs (ubiquitir-
terminal hydrolases), OTUs (ovarian tumor protepaseMJDs (Mehado-
Josephindomains) e MCPIPs (monocytechemo proteininduced protease
(Bhattacharya, 2014). USP, UCH, OTU e MJD séo coidlas como proteases cistei
e a JAMM é conhecida como ?* metaloprotease. Tal divisdo se d4 em funca
mecanismo catdl€o que cada grupo de enzimas utiliza para realizelivagem da

moléculas de ubiquitina.
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Especificamente, a familia da USP tem a capacidbdelesfazer ligagoe
covalentes entre a ubiquitina e a molécula alvalamdo, dessa forma, a regula
estabilizacdo e a localizéo celular de seu substr Estudos demonstraram que ta
mdm2quanto p53 possuem um motivo P/AXXS em seu dong-terminal e que es:
sequéncia de aminoacidos € a responsavel pelagatercomusp7 Em um estad
celular livre de faires estressores, tarmdm2 quanto mdméparentemente sao

substratos preferenciais usp7 (Chao, 2015).

O produto do genblSP7 é fosforilado na serina 18 pela proteina quinasg €
essa fosforilagdo leva a inibicdo da desubiquiipagemdm?2 mantendo os niveis (
p53 regulados (Lim, 2015). Entretanto, na preseaigalesdo no DNA a ativaci
dependente de ATM quinase (Ate-telangiectasia mutatedinase) da protein
fosfatase PPM1G leva a desfosforilacdousp7 e essa desfosforilagdo leva ua
degradacéo proteossomal, que por sua vez dimiesiadbilidade dmdmyz, levando ao
aumento dos niveis de53 (Khoronenkova, 201: Além disso, aATM quinase atui
fosforilando mdm2 endnm4 o que leva a uma diminuicdo de suas afinidadesusp?
também lgando a desestabilizacdo de suas estruturas (FiguVucic, 2011; Chao,
2015).

g Dano no DNA ‘
D

Inativo Ativo
MDM2 ; MDM2 @ @

Degradacio Degradacio @ Ubiquitina
proteossomal proteossomal

Figura 9. A complexa interrelacdo entre p'mdm2, mdm4 e usp(adaptado de Vuci
etal, 2011).
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A proteina usp7 tem um papel crucial na regulagi@amplexo p53-mdmz2,
mas 0 mecanismo molecular preciso que controla esgalacdo ainda ndo esta

completamente elucidado (Lim, 2015).
15 LIF

Codificada pelo genklF, localizado no cromossomo 22q12, lif € uma citacin
pleiotrépica da superfamilia das interleucinas-pressa em diversos tecidos e tipos
celulares. E primeiramente sintetizada como umuypsec de 202 aminoacidos sendo
processada por modificagcdes pods traducionais em progeina de 20 KDa pela
remocao de 22 aminoacidos de sua porcao aminoi@n8eu nome deriva de sua
habilidade de induzir a diferenciacdo de célulasldrdes e prevenir o crescimento de

células leucémicas (Liu, 2015).

A proteina lif possui um amplo espectro de atigieta logo possui receptores em
varios tecidos diferentes incluindo o figado, ossitsro, rins e sistema nervoso central.
Com relagdo a seu papel no sistema reprodutivo, dmasuas funcbes é a
decidualizacdo, que ocorre durante o periodo ddamtggdo do blastocisto. Neste
processo, lif é secretada no limen do Utero eskgaos receptores na superficie das
células epiteliais, tornando o Utero receptivo dastbcisto. No momento da
implantagdo, niveis altos de expressdo do gele sdo observados no tecido
endometrial, incluindo glandulas endometriais, egides em que a expressao do gene

TP53 esta seletivamente aumentada (Liu, 2015).

Em um experimento foram injetados camundongos féeedites linhagens com
anticorpos anti-lif e em todas as linhagens foifi@do uma diminuicdo no numero de
blastocistos implantados no tecido endometrial sanacdes de moderadas a severas
(figura 10) (Kobayashi et al, 2014).
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Figura 10. Camundongos A e E tratados com anti-lif. Camunddngontrole. Setas
indicando locais de implantacdo de blastocistoagedio de Kobayaski al, 2014).

A proteina lif também é secretada pelas célut#stitasticas do feto induzindo
a proliferagéo, invasao e diferenciacdo do trofstblaSugere-se que a funcao do lif
produzido pelas células trofoblasticas seria atwavia de PI3K/Akt por meio da
regulacédo de poFUT1 (Liu et al, 2014).

Os esteroides ovarianos tém um papel muito impi@taa regulacdo do
processo de implantacéo regulando a expressabalddi seu receptor. Em hamsters, a
secrecado de lif foi induzida por estrogénio enquajte a expressao de seu receptor e
de gp130, uma proteina recrutada pelo receptaf garh formar um complexo de alta
afinidade com lif, foi induzida pela progesteroang et al, 2008). Um estuda vitro
usando células endometriais indicou que a admagdtr concomitante de estrogénio e
progesterona foi capaz de estimular a express@wRIMA do receptor de lif (Shuya et
al, 2011). Gonadotrofinas coribnicas (hCG) tambémrarh relatadas como sendo
capazes de estimular a expressad.léfe(Licht et al, 1998) bem como fluido seminal
também foi capaz de estimular a secrecad.ldfe por células endometriais vitro
(Gutsche et al, 2003).

1.6  Polimorfismos na via de p53 e reproducao

Polimorfismos de base Uunica (single-nucleotide mpalgphisms — SNPS)
exercem importante funcdo nos genes da familia @5®s genes da sua rota de
sinalizacdo. Mais de 200 SNPs foram identificadrs @ gendP53. Em humanos, um
importante polimorfismo no gen&P53 é o SNP ¢.215G>C (R72P, rs1042522), no

dominio de ativacdo da proteina p53, localizadoguon 72.

Esta substituicdo resulta na alteragdo do amino&tgduma arginina (R72) por
uma prolina (P72) (Buchman, 1988), tendo importafeto funcional em funcdo da
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natureza quimicamente distinta das cadeias latdesses dois aminoacidos. O alelo
P72 apresenta uma atividade mais fraca na induedpracessos apoptéticos e na
supresséo da transformacao celular e tem uma adieitranscricional p53-dependente
mais baixa também em relacdo a genes envolvid@poptose e no reparo de DNA

quando comparado com o alelo R72 (Feng, 2011).

O alelo P72 deTP53 tem frequéncia de aproximadamente 60% em afro-
americanos, mas apenas 30-35% em euro-descenderte@svem nos Estados Unidos
(Beckman 1994). O alelo R72 nunca foi encontrado em primaéo humanos fazendo

com que o alelo P72 seja considerado o alelo aat€gblodko, 2015).

O alelo P72 foi associado como fator de risco pé@to recorrente idiopatico
(Pietrowski et al., 2005), aborto espontaneo (Firouzabatial., 2009) e falha de
implantacéo recorrente (Kay al., 2006; Goodman tal., 2009; Kanget al., 2009),
indicando que p53 possa desempenhar um importaagel pna reproducéo.
Recentemente, nosso grupo apontou o alelo P72 ¢atoode risco para gestagdes
gemelares (Tagliani-Ribeirgt al., 2012) e aneuploides (Boquettal., 2012), onde sua
baixa eficiéncia apoptdtica torna mais toleranigestacdo de gémeos e de fetos com

aneuplodia, respectivamente.

A desregulacdo na expressdo de proteinas p53 tanpuEle ter efeitos
prejudiciais no desenvolvimento embrionario. Estudtmlicam que p53 desempenha
papel chave na protecédo de embrides a teratégeativersos estresses ambientais. Uma
grande quantia da proteina p53 € produzida peleepla humana em gestacdes
anormais, podendo ser um importante fator de rg@@ a patogénese de doengas
placentarias através da inducao da apoptose tésfida (Brady, 2010).

Experimentos com camundongos demonstraram o emeto dos genes da
familia p53 na reproducdo (Hu, 2009), onde suaidaiile € necessaria para a
implantacdo do embrido no Utero através da regulae@scricional do Fator Inibidor

da Leucemia (Leukaemia inhibitor factbif).

Pesquisas em camundondo®ckout que ndo expressavabnhF demonstraram
problemas na reproducdo decorrente da completa daltdecidualizagéo e, portanto,
falha na implantacdo, que pode ser resgatada appkcacédo de lif durante o periodo

reprodutivo (Cheret al., 2000). O mesmo ocorreu com camundongaxkout para
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TP53, resultando em significante queda dos niveis nasride lif, apontandd@P53
como um dos principais reguladoresld& (Hu et al., 2007). O SNP P72R deP53
também foi estudado em camundongos, onde foi ddmadesque portadores do alelo
P72 possuiam niveis de lif significantemente maigds, confirmando ser um potencial
fator de risco para falha de implantacdo (Fengl., 2011). A funcdo dos genes da
familia p53 parecem ser as mesmas na reproducaardandongos e de humanos
(Fenget al., 2011).

Os niveis de lif na maioria das mulheres com iiligade sem etiologia
conhecida sao significativamente mais baixos (Mijalyk et al., 2007). AssimLIF
tem sido alvo de diversos estudos que avaliam spi@eEsao e alteracdes génicas em
relacdo a diferentes desfechos clinicos. Giess l&ba@dores (1999) encontraram
associacao positiva entre o efeito de mutacdesléma diminuicdo da expressao ou
liberacdo de lif e infertilidade. O polimorfismo*t414A>C (rs929271) tem sido alvo
de recentes estudos. Situado na regido 3' UTR|taesm uma substituicdo de T para
G, reduzindo a estabilidade do mRNA e podendo causaducado da expressao génica.
Recentemente, a variante G foi relacionada comscdsdnfertilidade ocasionada por
falhas de implantacédo (Kamgal., 2009). Porém, esta importante variante aindd@iao
alvo de estudos relacionados a fertilidade. Mesoergio possua efeito direto sobre o
desenvolvimento embrionario, essa proteina podeceasiderada importante nao
apenas durante o periodo da implantagdo, como tanga¥a todo o processo da
gestacao.

Polimorfismos em genes da via de sinalizacad®g3 também apresentaram
associacdo com mulheres inférteis. Estes polinmdss podem alterar niveis de
expressdo deTP53, podendo assim diminuir os niveis de Iif transcrie,
consequentemente, aumentar as chances de falhmpldaiacdo do blastocisto (Kaag
al., 2009).

O gene MDM2 possui um importante polimorfismo funcional, o SNP
€.14+309T>G (SNP309, rs2279744) que na regido piamadBondet al., 2004). O
genotipo GG deste SNP aumenta os niveis de exprdesdDM?2 atenuando da fungéo
de p53 em resposta a estresse celular e danos AdlKdg et al., 2009; Fangt al.,
2011). Este polimorfismo esta associado com umriaito de abortamento retido (Fang
et al., 2011) e também a tumores, 0 que suporta o patefeito de interagédo entre o
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SNP309 deMDM2 e o polimorfismo P72R de p53 (Wahal., 2011). A frequéncia do
alelo G é de 10% em afro-americanos e de aproximeawiz 43% em euro-americanos
(Hu, 2009).

No gene MDM4, o polimorfismo ¢.753+572C>T (rs1563828) no intrén
apresenta relacdo com a reproducdo humana. O aldeste polimorfismo esta
associado com a infertilidade em mulheres, sugerigpage MDM4 possa regular a
reproducdo em vias dependentes e independentd®ife (Kang et al., 2009). A
freqUiéncia do alelo C é de apenas 30% em afro-eam&s e maior que 67% em euro-
descendentes (Hu, 2009).

O polimorfismo ¢.2719-234G>A (rs1529916) d&P7 no intron 25, pode estar
envolvido na reproducdo humana através da reguideqb3 e da implantacdo (Kang
et al., 2009). A frequéncia do alelo A em afro-americagade 16% e maior que 33%
em euro-descendentes (Hu, 2009). Assim, é posgirelgenes que sofrem selecdo na
via de TP53 possam estar relacionados com aspectos importaastesproducéo
humana (Kangt al., 2009).

1.7 Monte Negro /RO

Monte Negro é um pequeno municipio do Estado ded®ua, oeste da regido
Amazonica (10 o 15'35" S, 63 ° 18'06" W), loaa a aproximadamente 250
quildmetros ao sul da capital Porto Velho (Figuty Possui aproximadamente 14 mil
habitantes, sendo sua populacdo predominantemduli,aoriginaria principalmente
do sul e sudeste do pais. Sua colonizacdo foianecem meados da década de 70 a
partir do incentivo do Instituto Nacional de Coloegdo e Reforma Agraria através do
Plano de Integracdo Nacional. A frequéncia de ¢aamascidas no Estado de Rondonia
(67%) € muito maior do que o da geracéo parentald@s pais e 7% das maes), o que
indica que a geracdo mais velha migrou em uma idgldévamente jovem, abaixo da
idade média reprodutiva. E possivel afirmar queopufacdo de Monte Negro foi
formada principalmente por jovens imigrantes quanstlaram em Rondonia cerca de
30 anos atras (Camargbal., 2002).
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Figura 11. Localizacdo do municipio de Monte Neg

Devido a grande miscigenacdo observada nesta populacdogirkere
colaboradores (2002) realizam um estudo utilizahtlopolimorfismos de genes
sistemassanguineos (ABO, Rh, MNSs, Kell, Fy, haptoglobihamoglobina, ACP]
PGM1, GLO1, e CA2) em uma amostra de 924 habitatdesidade de Monte Negt
com o objetivo de descrever a composi¢cdo étnictadespulacdo. Neste estudo
observada uma contribui¢ de 25% de etnia africana, 12% de etnia amerin@&%e de

etnia européia (Ferreig al., 2002).

Nesse municipio, o fendmeno da “transicdo epid&mgich” assemell-se ao
restante do pais, onde coexistem doencas cronig@e-transmissiveis e doeng
transmissiveis, ambas desempenhando importanté maperfil epidemioldgico loce
(Camargoet al., 2002). O fato do Instituto de Ciéncias BiomédicadJié@versidade d
Séao Paulo estar instalado ha 15 anos no municigier eeferéncia na area de sal
associado a sua pequena populacao, facilita zaeab da pesquisa pretendida n

estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Apesar da reconhecida importancia dos fatores igesétenvolvidos nos
processos de reproducdo humana, a influéncia destess na taxa de fertilidade ainda
ndao € bem compreendida. Assim, este estudo tem ainmedivo geral investigar a
relacdo entre polimorfismos nos genes da via régyidade p53 e fertilidade na espécie
humana, bem como sua possivel relacdo com a lalagpevie ocorréncia de cancer.

2.2  Objetivos especificos

Analisar a frequéncia dos polimorfismos ¢.215G>Z2f®, rs1042522) do gene
TP53, €.325-4742T>G (rs1706395) do genE’63, 4c.-30G>A e 14c.-20C>T
(rs2273953, rs1801173) do gem®73,c.753+572C>T (rs1563828) do geMbDM4,
€.2719-234G>A (rs1529916) do ged&P7 e ¢.*1414A>C (rs929271) do gehé&F em

um grupo composto por individuos na regido Nort&dsil.

Em individuos do sexo feminino, avaliar a possi@skociacdo entre o0s
polimorfismos da via do genEP53 citados acima e fatores importantes para ferdkda
como: idade de menarca, idade de menopausa, menagmero de gestacdes, nimero

de abortos e niumero de filhos vivos.

Em individuos do sexo masculino e feminino, avadiapossivel relagdo dos
polimorfismos da via do genBP53 citados acima e a apresentacdo de neoplasias por

parte dos individuos analisados e de seus paréa@smeiro grau.

Em individuos do sexo masculino e feminino, avasiapossivel relacdo dos

polimorfismos da via do gené53 citados acima e a longevidade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

O estudo sera do tipo transversal.

3.2 Amostra

A amostra foi coletada no ambulatorio do ICB5/U8Palizado na cidade de
Monte Negro, Rondbdnia, em parceria com o projetoois (Rondonian Study Group
of Ageing — RSGA) que desenvolve pesquisas sohimapacto de doencas infecto-
parasitarias e outros fatores no processo de esvielanto da populacdo de Monte
Negro. No ambulatério, junto da anamnese foi agbcam questionario clinico e
socioecondmico aos individuos amostrados (ANEXQaEm de um questionario com
dados sobre a histoéria reprodutiva de cada indiv(&iNEXO 2).

Nossa amostra foi constituida por individuos longeypessoas com idade de 60
anos ou mais. Foram usados 0s seguintes critéai@sgomposi¢cdo da amostra. Como
critérios de inclusdo: individuos residentes no icipio de Monte Negro, Rondénia,
com idade acima de 59 anos, em atendimento na tmi@@sica de Saude deste
municipio, e que concordem em participar da peagei€omo critério de exclusao:
individuos menores de 60 anos, ou com incapacidslecompreender e dar o
consentimento voluntario de participacdo na peasqelimdividuos residentes em outros

municipios.

3.3 Coleta e processamento do material biolégico

Foram coletados 5ml de sangue, por meio de pwedasa periférica na regido
da fossa antecubital, acondicionados em tubos ldeaccom EDTA. Apoés identificacao
e armazenamento, as amostras foram despachadaBqraraAlegre, onde foi feito o
restante do processamento da amostra. Foi realaagdracdo de DNA com o kit
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen®) conforme instrées do fabricante. Apds as
extragbes, as amostras de DNA foram quantificadasequipamento PicoDrop e
diluidas a uma concentracdo de 20 ng/pL para postealizacdo do procedimento de

determinacao genotipica.
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3.4  Andlise dos polimorfismos

A determinacdo genotipica dos polimorfismos ¢.216@RB72R) do gen&P53,
C.753+572C>T (rs1563828) do geMDM4, ¢.2719-234G>A (rs1529916) do gene
USP7 e ¢.*1414A>C (rs929271) do gehéF foi feita através da técnica de PCR em
tempo real (real-time PCR) utilizando primers e damn especificas previamente
desenhadas contidos no Custom Tagq Man GenotypisgyX#&\pplied Biosystems) para
0S seguintes ensaios: C__ 2403545 10 (g&a8), C__ 9493064 10 (gerMdDM4),
C__ 9688119 1 (gerndSP7)e C___ 7545904 _10 (gehé&r).

A técnica TagMan SNP genotyping assay foi utilizgdaa a discriminacao
alélica dos SNPs previamente selecionados. A reded®CR em tempo real dos
polimorfismos foi conduzida em uma placa de 96 papmtendo em cada reacao: 10ng
de DNA genbmico, o tampdo TagMan Genotyping MadWix 2x (Applied
Biosystems), os primers e sondas especificos @aa polimorfismo (40x) e agua em
guantidade suficiente para 8ul. As placas forardeenblocadas em um termociclador
para PCR em tempo real (StepOnePlus™ Real-Time B@#Rms) e aquecidas por
10min a 95°C, seguidos por 45 ciclos de 95°C parel63°C por 1min. Os resultados
de todas as reacdes foram analisados no softwatensySequence Detection v.1.4

(Applied Biosystems) para determina¢do genotigiigufa 12).

A Amplification Plot

4Rn

oo . | e

Cwcle

B Amplification Plot

ARn

oo | =

2 . - E =] 12 14 15 1m @0 =2 o2& @& =3 30 az 3a = 3a an a2 aa

Cycle

C Amphfication Plot
zZ2.0

1.5

0.5 |

o.o

Figura 11. Diferenciacdo de individuos heterozigotos e honuaing para os SNPs em
estudo (resultados para o polimorfismo ¢.753+5728c §eneViDM4. A - genatipo
CC, B - genotipo CT e C - genotipo TT).
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35 Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada utilizando ograma SPSS versdo 20.0. O
teste do Qui-quadrado foi utilizado para testaqoilério de Hardy-Weinberg e para
comparar as frequéncias alélicas e genotipicas eatgrupos. Para testar uma possivel
associagao dos polimorfismos da via de p53 comedatocomo idade da menarca, idade
da menopausa, numero de gestacdes, numero desaborimnero de filhos vivos foram
utilizados modelos de regressao logistica. O testeQui-quadrado também sera
utilizado para testar a frequéncia de p53 e a peasele doencas crbnicas nao-
transmissiveis. Nos casos de cancer, modelos dessf® logistica serdo utilizados
para avaliar a freqiéncia dos polimorfismos conipo & idade de aparecimento da

doenca.
3.6  Aspectos Eticos

O presente estudo € parte integrante do projetonDlr submetido ao Comité
de Etica em Pesquisa sob o processo de nimero ®2ZZ2000.5467. Os individuos
gue concordaram em participar do estudo preencherdaemmo Consentimento Livre e
Esclarecido, onde estdo expostos os objetivos lssemdealizadas no projeto. NOs nos
responsabilizaremos pela comunicacdo dos resultabitdos nas pesquisas para 0s

participantes que apresentarem tal interesse.
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4 RESULTADOS

Nossa amostra foi constituida por 91 individuosrtkOheres e 41 homens) com
idade superior a 59 anos de idade. Na tabela am@&sentados os dados demograficos,
obstétricos e clinicos dessa amostra.

A idade média na coleta foi de 69,9 anos para dlseras, com a idade variando
de 62 a 86 anos, e 71,5 para os homens, com avdadado de 61 a 86 anos. Quanto a
idade de menarca, a média foi de 13,7 anos, varialed9 a 18 anos, e para a
menopausa a média foi de 48,3 anos, variando da 38 anos, refletindo em um
periodo médio de menacme de 34,9 anos, variand®5de 47 anos. A média de
gestacoes e partos a termo foi de 8,3, variandbal20 gestacodes, e 7,1, variando de 0
a 19, respectivamente. Com relacéo a incidénc@deer em parentes de primeiro grau
os dados encontrados foram semelhantes tanto paranis quanto para mulheres, mas
com relacdo a consumo de bebidas alcodlicas eisabagos homens apresentaram
valores mais elevados, principalmente com relagdoomsumo de bebidas alcodlicas

que foi de aproximadamente 3 vezes maior.

Tabela 1. Dados demograficos, obstétricos e clinicos da amostra estudada.

Caracteristica Mulheres (n =50) Homens (n =41)
Idade na coleta [média (DP)] 69,9 (6,1) anos 71,5 (6,1) anos
Idade menarca [média (DP)] 13,7 (1,9) anos -
Idade menopausa [média (DP)] 48,3 (6,1) anos -
Menacme [média (DP)] 34,9 (5,8) anos -
Numero de gesta¢des [média (DP)] 8,3 (4,6) -
Partos [média (DP)] 7,1(4,2) -
Abortos [n individuos (n total)] 29,0 (61,0) -
Abortos [média (DP)] 1,2 (1,4) -
Filhos vivos [média (DP)] 5,9 (3,6) 5,8 (3,2)
Consanguinidade [n (%)] 3,0(6,0) -
Cancer em parentes de primeiro grau [n (%)] 11,0(22,0) 11,0 (26,8)
Tabagismo [n (%)] 10,0 (20,0) 11,0 (26,8)
Etilismo [n (%)] 4,0 (8,0) 11,0 (26,8)
Cor de pele
Branca [n (%)] 17,0 (34,0) 13,0 (33,3)
Parda [n (%)] 24,0 (48,0) 19,0 (48,7)
Preta [n (%)] 9,0 (18,0) 7,0(19,9)

As frequéncias alélicas e genotipicas para os ®Nfaslados estdo apresentados

na tabela 2. Todos os polimorfismos se encontrantguilibrio de Hardy-Weinberg,
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exceto 0 SNP ¢.325-4742T>G (rs1706395) do geP&8 que rejeitou o Equilibrio de
Hardy-Weinbrg quando analisada a amostra totall®ogens separadamente.

Tabela 2. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos genes da via regulatoria do
gene TP53.

Genétipo / Total Mulheres Homens
Gene Alelo n (%) n (%) n (%) p*
TP53 GG 36,0 (39,6) 18,0 (36,0) 18,0 (43,9)
(rs1042522) GC 45,0 (49,5) 27,0 (54,0) 18,0 (43,9)
cC 10,0 (11,0) 50 (10,0) 50 (12,2) 0,632
G 1170 (64,3) 63,0 (63,00 54,0 (659)
C 650 (357) 37,0 (3700 280 (34,1) 0,807
LIF T 42,0 (46,2) 22,0 (44,0) 20,0 (48,8)
(rs929271) GT 38,0 (41,8) 22,0 (44,0) 16,0 (39,0)
GG 11,0 (12,1) 6,0 (12,0) 50 (12,2) 0,884
T 122,0 (67,0) 66,0 (66,0) 56,0 (68,3)
G 60,0 (33,0) 34,0 (34,0) 26,0 (31,7) 0,866
MDM4 cC 27,0 (29,7) 16,0 (32,00 11,0 (26,8)
(rs1563828) TC 43,0 (47,3) 23,0 (46,0) 20,0 (48,8)
TT 21,0 (23,1) 11,0 (22,0) 10,0 (24,4) 0,863
C 97,0 (53,3) 55,0 (54,0) 42,0 (51,2)
T 85,0 (46,7) 45,0 (45,0) 40,0 (48,8) 0,719
usp7 GG 48,0 (52,7) 26,0 (52,0 22,0 (53,7)
(rs1529916) GA 37,0 (40,7) 22,0 (44,0) 15,0 (36,6)
AA 6,0 (6,6) 2,0 (4,0 4,0 (9,8) 0,485
G 133,0 (73,1) 74,0 (74,0) 59,0 (72,0)
A 49,0 (26,9) 26,0 (26,0) 23,0 (28,0) 0,887
TP63 T 51,0 (56,00 30,0 (60,00 21,0 (51,2)
(rs1706395) GT 40,0 (44,0) 20,0 (40,0) 20,0 (48,8)
GG 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,530
T 142,0 (78,0) 80,0 (80,0) 62,0 (75,6)
G 40,0 (22,0 20,0 (20,0) 20,0 (24,4) 0,595
TP73 GG/ CC 40,0 (44,0) 20,0 (40,0) 20,0 (48,8)
(rs22739530 GA/CT 46,0 (50,5) 26,0 (52,0 20,0 (48,8)
e AA/TT 5,0 (5,5) 4,0 (8,0) 1,0 (2,4) 0,425
rs1801173) G/C 126,0 (62,9) 66,0 (66,0) 60,0 (73,2)
A/T 56,0 (30,8) 34,0 (34,0) 22,0 (26,8) 0,378

*Qui-quadrado

Todos os polimorfismos analisados apresentaragiiérecias semelhantes tanto
quando comparamos mulheres com homens quando cammpsarambos com a
freqUéncia total. Nao foi encontrada nenhuma difgaesignificativa entre géneros para

os polimorfismos estudados.
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Foi feita também uma comparacao entre as freqig@atéticas e genotipicas da
populacdo estudada, por meio de nossa amostra,osoliados para a populacdo
européia e para a populacao africana registradd90® Genomes Project Consortium
(The 1000 Genomes Project Consortium, 2010) cuperes estdo apresentados na
tabela 3. Os dados mostram uma semelhanca sigidicantre as frequiéncias dos
polimorfismos na populacdo estudada com as freg€mpara a populacdo européia,
salvo em trés situacdes pontuais em que a diferee¢canostrou estatisticamente
significativa; as frequéncias genotipicas do potfiemo ¢.215G>C (P72R, rs1042522)
do geneTP53 (P < 0,0001), as frequéncias genotipicas do pafisno ¢.325-
4742T>G (rs1706395) do gene’63 (P = 0,025) e as frequéncias gendtipicas do
polimorfismo 4c.-30G>A e 14c¢.-20C>T (rs2273953,8@1173) do gendP73 (P =
0,017).

Quando comparada a frequiéncia alélica e genofilgi@Ganostra com os dados de
freqiéncia para a populacdo africana encontroursa diferenca significativa na
maioria das comparacdes salvo duas situacdes em ndoe houve diferenca
significativa; entre as frequéncias genotipicas padimorfismo ¢.215G>C (P72R,
rs1042522) do gen&P53 (P = 0,664) e as frequéncias alélicas do c.2744:23
(rs1529916) do gengdSP7 (P = 0,074).
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Tabela 3. Comparagao das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos
genes da via regulatdria do gene TP53 em diferentes populagdes.

Gendtipo/ Amostra Europeus* px* Africanos* pr*
Gene Alelo % % %
TP53 GG 39,6 7,4 45,2
(rs1042522) GC 49,5 42,3 43,3
CC 11,0 50,3 <0,0001 11,5 0,664
G 64,3 71,5 33,1
C 35,7 28,5 0,360 66,9 <0,0001
LIF TT 46,2 46,1 96,4
(rs929271) GT 41,8 40,2 3,5
GG 12,1 13,7 0,974 0,2 <0,0001
T 67,0 66,2 98,1
G 33,0 33,8 0,989 1,9 <0,0001
MDM4 cc 29,7 46,7 3,9
(rs1563828) TC 47,3 42,3 30,0
TT 23,1 10,9 0,009 66,1 <0,0001
C 53,3 68,0 19,0
T 46,7 32,0 0,052 81,0 <0,0001
Usp7 GG 52,7 47,1 70,8
(rs1529916) GA 40,7 43,5 27,5
AA 6,6 9,3 0,620 1,7 0,013
G 73,1 69,0 85,0
A 26,9 31,0 0,560 15,0 0,074
TP63 TT 56,0 53,3 81,0
(rs1706395) GT 44,0 39,4 18,0
GG 0,0 7,3 0,025 1,0 0,003
T 78,0 73,0 90,0
G 22,0 27,0 0,511 10,0 0,034
P73 GG/ CC 44,0 64,2 78,4
(rs22739530 GA/CT 50,5 32,4 20,0
e AA/TT 5,5 3.4 0,017 1,7 <0,0001
rs1801173) G/C 62,9 80,0 88,0
A/T 30,8 20,0 0,068 12,0 0,001

*The 1000 Genomes Project Consortium - phase 3 -, 2015; **Qui-quadrado

A amostra foi dividida em 3 grupos de acordo comumero de gestacoes,
conforme demonstrado na tabela 4, e os grupos faramparados entre si. O
polimorfismo ¢.*1414A>C (rs929271) do gendlF apresentou diferenca
estatisticamente significativa quanto a frequéatdtica entre os 3 grupos (P = 0,044),

onde o alelo T foi o mais frequente no grupo coniomaumero de gestacdes. Os
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demais SNPs ndo apresentaram diferencas estatistita significativas entre grupos

guando analisados separadamente.

Tabela 4. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos genes da via regulatdria do
gene TP53 e sua relagdo com o numero de gestacdes.

Total GestagOes
(n=50) 0-4 (n =10) 5-9 (n = 23) 210(n=17)
Gene S;E;z (%) noo%)  n (%) no(%) P
TP53 GG 18,0 (36,0) 3,0 (30,0) 7,0 (30,4) 8,0 (47,1)
(rs1042522) GC 27,0 (54,0) 6,0 (60,00 14,0 (60,9) 7,0 (41,2)
CcC 50 (10,0) 1,0 (10,0) 2,0 (8,7) 20 (11,8) 0,781
G 63,0 (63,0) 12,0 (60,00 28,0 (60,9) 23,0 (67,6)
C 37,0 (37,0) 8,0 (40,0) 18,0 (39,1) 11,0 (32,4) 0,786
LIF 1T 22,0 (44,0) 4,0 (40,0) 7,0 (30,4) 11,0 (64,7)
(rs929271) GT 22,0 (44,0) 4,0 (40,0) 12,0 (52,2) 6,0 (35,3)
GG 6,0 (12,0) 2,0 (20,0) 4,0 (17,4) 0,0 (0,0) 0,167
T 66,0 (66,0) 12,0 (60,0) 26,0 (56,5) 28,0 (82,4)
G 34,0 (34,0) 8,0 (40,0) 20,0 (43,5 6,0 (17,6) 0,044
MDM4 cC 16,0 (32,0) 4,0 (40,0) 7,0 (30,4) 50 (29,4)
(rs1563828) TC 23,0 (46,0) 3,0 (30,00 11,0 (47,8) 9,0 (52,9)
1T 11,0 (22,0) 3,0 (30,0) 50 (21,7) 30 (17,6) 0,837
C 550 (45,00 11,0 (55,0) 250 (54,3) 19,0 (55,9)
T 450 (45,0) 9,0 (450) 21,0 (457) 150 (44,1) 0,990
usp7 GG 26,0 (52,0) 4,0 (40,0) 12,0 (52,2) 10,0 (58,8)
(rs1529916) GA 22,0 (44,0) 50 (50,0) 10,0 (43,5) 7,0 (41,2)
AA 2,0 (4,0 1,0 (10,0) 1,0 (4,3) 0,0 (0,0) 0,712
G 74,0 (74,0) 13,0 (65,0) 34,0 (73,9) 27,0 (79,4)
A 26,0 (26,0) 7,0 (35,00 12,0 (26,1) 7,0 (20,6) 0,506
TP63 1T 30,0 (60,0) 4,0 (40,0) 13,0 (56,5) 13,0 (76,5)
(rs1706395) GT 20,0 (40,0) 6,0 (60,00 10,0 (43,5) 4,0 (23,5)

GG 00 (0,0 0,0 (0,0 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,157
T 80,0 (80,0) 14,0 (70,0) 36,0 (78,3) 30,0 (88,2)
G 20,0 (20,0) 6,0 (30,0) 10,0 (21,7) 4,0 (11,8) 0,249

TP73 GG/CC 20,0 (40,0 2,0 (20,00 13,0 (56,5) 50 (29,4)
(rs2273953
0 GA/CT 26,0 (52,0) 7,0 (70,0) 9,0 (39,1) 10,0 (58,8)
e AA/TT 4,0 (8,0 1,0 (10,0) 1,0 (4,3) 20 (11,8) 0,259
rs1801173) G/C 66,0 (66,0) 11,0 (55,0) 35,0 (76,1) 20,0 (58,8)

A/T 34,0 (34,0) 9,0 (45,00 11,0 (23,9) 14,0 (41,2) 0,139

*Qui-quadrado

Com relacéo a idade de inicio da menopausa, atenfosdividida em 2 grupos
(conforme demonstrado na tabela 5), e a frequéhusagendtipos do SNP P72R de
TP53 foi estatisticamente diferente entre os dois gsuponde o genétipo GC
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(heterozigoto) foi mais frequente no grupo comimite menopausa anterior ou igual
h4 51 anos (P = 0,033). Os demais polimorfismos agesentaram diferencas
estatisticamente significativas entre grupos quamanalisados separadamente. A
amostra foi analisada para a idade de ocorrénameti@rca e tambéem dividida em dois
grupos € 12 anos e > 12 anos) e 0s polimorfismos estudadms diferiram

estatisticamente entre os dois grupos (tabela &).ni@sma forma, a amostra foi
analisada quanto a duracdo do periodo de menaabegt7) e quanto ao niumero de
ocorréncias de abortos (tabela 8) e, em ambossos,ca frequéncia dos polimorfismos

nao apresentou diferenca entre os grupos testados.
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Tabela 5. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos genes da via
regulatdria do gene TP53 e sua relagdo com a idade de inicio da menopausa.

L. <51 anos >51anos
Gene Gendtipo / Alelo p*
% n %
TP53 GG 9,0 29,0 8,0 50,0
(rs1042522) GC 21,0 67,7 5,0 31,3
cC 1,0 3,22 3,0 18,8 0,033
G 390 629 210 656
C 230 371 11,0 344 0,973
LIF T 150 484 5,0 31,3
(rs929271) GT 11,0 35,5 10,0 62,5
GG 5,0 16,1 1,0 6,3 0,196
T 41,0 66,1 20,0 62,5
G 21,0 33,9 12,0 37,5 0,903
MDMA4 cC 12,0 387 2,0 12,5
(rs1563828) TC 14,0 452 9,0 56,3
T 50 161 5,0 31,3 0,147
C 380 61,3 130 40,6
T 24,0 38,7 19,0 59,4 0,091
usp7 GG 17,0 54,8 8,0 50,0
(rs1529916) GA 14,0 45,2 6,0 37,5
AA 0,0 0,0 2,0 12,5 0,131
G 480 77,4 220 688
A 140 22,6 100 31,3 0,506
TP63 T 190 61,3 9,0 56,3
(rs1706395) GT 12,0 387 7,0 43,8
GG 0,0 0,0 0,0 0,0 0,984
T 50,0 80,7 25,0 78,1
G 12,0 19,4 7,0 21,9 0,986
TP73 GG/ CC 13,0 41,9 6,0 37,5
(rs22739530 GA/CT 16,0 51,6 80 50,0
e AA/TT 20 65 2,0 12,5 0,775
rs1801173) G/C 420 67,7 200 62,5
AT 200 32,3 12,0 3755 0,780

*Qui-quadrado
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Tabela 6. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos genes da
via regulatéria do gene TP53 e sua relacdo com a idade de ocorréncia da
menarca.

Gene Genétipo / <12 anos > 12 anos p
Alelo n % n %
TP53 GG 4,0 36,4 12,0 40,0
(rs1042522) GC 7,0 63,6 14,0 46,7
CcC 0,0 0,0 4,0 13,3 0,378
G 15,0 68,2 38,0 63,3
C 7,0 31,8 22,0 36,7 0,883
LIF TT 4,0 36,4 14,0 46,7
(rs929271) GT 4,0 36,4 14,0 46,7
GG 3,0 27,3 2,0 6,7 0,203
T 12,0 54,6 42,0 70,0
G 10,0 45,5 18,0 30,0 0,296
MDM4 CcC 3,0 27,3 9,0 30,0
(rs1563828) TC 5,0 45,6 15,0 50,0
TT 3,0 27,3 6,0 20,0 0,883
C 11,0 50,0 33,0 55,0
T 11,0 50,0 27,0 45,0 0,878
usp7 GG 5,0 45,5 15,0 50,0
(rs1529916) GA 6,0 54,6 13,0 43,3
AA 0,0 0,0 2,0 6,7 0,611
G 16,0 72,7 43,0 71,7
A 6,0 27,3 17,0 28,3 0,855
TP63 TT 5,0 45,5 19,0 63,3
(rs1706395) GT 6,0 54,6 11,0 36,7
GG 0,0 0,0 0,0 0,0 0,502
T 16,0 72,7 49,0 81,7
G 6,0 27,3 11,0 18,3 0,563
TP73 GG/ CC 5,0 45,5 13,0 43,3
(rs22739530 GA/CT 5,0 45,5 15,0 50,0
e AA/TT 1,0 9,1 2,0 6,7 0,948
rs1801173) G/C 15,0 68,2 41,0 68,3
A/T 7,0 31,8 19,0 31,7 0,798

*Qui-quadrado



Tabela 7. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos genes da
via regulatéria do gene TP53 e sua relagdo com o periodo de menacme.

Gene Gendtipo / <ou=a39 >39 p
Alelo N % n %
P53 GG 12,0 35,3 40 571
(rs1042522) GC 190 559 20 286
cc 3,0 8,8 1,0 14,3 0,420
G 43,0 63,2 100 71,4
C 250 36,8 40 286 0,781
LIF T 160 47,1 20 286
(rs929271) GT 130 382 50 71,4
GG 5,0 14,7 00 0,0 0,230
T 450 66,2 90 64,3
G 230 33,8 50 35,7 0,862
MDM4 cc 11,0 32,4 1,0 14,3
(rs1563828) TC 160 47,1 40 571
T 70 206 20 286 0,626
C 380 559 60 42,9
T 300 44,1 80 571 0,551
USP7 GG 170 50,0 30 42,9
(rs1529916) GA 150 44,1 40 571
AA 2,0 5,9 00 0,0 0,710
G 49,0 721 100 71,4
A 190 27,9 40 286 0,780
TP63 T 190 559 50 71,4
(rs1706395) GT 150 44,1 20 286
GG 0,0 0,0 00 0,0 0,735
T 530 77,9 12,0 85,7
G 150 22,1 20 14,3 0,770
P73 GG/CC 150 441 30 42,9
(rs22739530  GA/CT 180 52,9 20 286
e AA/TT 1,0 2,9 20 286 0,052
rs1801173) G/C 480 70,6 80 571
A/T 200 29,4 60 42,9 0,503

*Qui-quadrado



Tabela 8. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos
genes da via regulatéria do gene TP53 e relato de abortamentos na

amostra.
Gene Genétipo / N&o* Sim** phk
Alelo n % n %
TP53 GG 50 23,8 13,0 44,8
(rs1042522) GC 120 57,1 15,0 51,7
ccC 40 191 1,0 3,5 0,104
G 22,0 524 41,0 70,7
C 20,0 47,6 17,0 29,3 0,096
LIF 1T 70 333 15,0 51,7
(rs929271) GT 120 57,1 10,0 34,5
GG 2,0 9,5 4,0 13,8 0,280
T 26,0 619 40,0 69,0
G 16,0 38,1 18,0 31,0 0,601
MDM4 cC 50 23,8 11,0 379
(rs1563828) TC 11,0 524 12,0 41,4
1T 50 238 6,0 20,7 0,567
C 21,0 50,0 34,0 58,6
T 21,0 50,0 240 414 0,514
usp7 GG 10,0 47,6 16,0 55,2
(rs1529916) GA 10,0 47,6 12,0 41,4
AA 1,0 4,8 1,0 3,5 0,863
G 30,0 714 44,0 759
A 12,0 28,6 140 24,1 0,788
TP63 1T 12,0 57,1 18,0 62,1
(rs1706395) GT 90 429 11,0 379
GG 0,0 0,0 0,0 0,0 0,953
T 33,0 78,6 47,0 81,0
G 950 214 11,0 19,0 0,959
TP73 GG/CC 60 286 140 483
(rs22739530 GA /CT 12,0 571 14,0 48,3
e AA/TT 30 143 1,0 3,5 0,207

rs1801173) G/C 240 571 420 72,4

A/T 180 42,7 16,0 27,6 0,168
* N3o = Sem relatos de abortamento; ** Sim = Relatos de abortamento;
*** Qui-quadrado

Procurando compreender melhor o papel da vidaRE e seus polimorfismos
na reprodugcdo, comparamos as frequéncias encosmtnadaossa populacédo em estudo
composta por mulheres férteis, com mulheres quesaptam perdas gestacionais
recorrentes (PGR) idiopaticas, na populacdo brasilestudadas por nosso grupo

(Fraga et al., 2014 e Fraga et al., 2014). A fraqgiaéalélica e genotipica dos SNPs
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testados no genelP73 foram estatisticamente diferentes entre as popesac

comparadas (Tabela 9).

Tabela 9. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos
genes da via regulatéria do gene TP53 e perdas gestacionais

recorrentes.
Gene Gendtipo / MN* PGR** pk sk
Alelo n % n %
TP53 GG 18,0 36,0 57,0 475
(rs1042522) GC 27,0 540 47,0 39,2
cc 50 10,0 16,0 13,3 0,206
G 63,0 63,0 161,0 67,1
C 37,0 370 79,0 32,9 0,549
LIF T 22,0 440 64,0 53,3
(rs929271) GT 22,0 440 45,0 37,5
GG 6,0 12,0 11,0 12,5 0,599
T 66,0 66,0 173,0 68,7
G 340 340 67,0 31,3 0,323
P63 T 30,0 60,0 98,0 64,1
(rs1706395) GT 20,0 40,0 47,0 30,7
GG 00 00 80 52 0175
T 80,0 80,0 243,0 79,4
G 20,0 200 63,0 206 0,987
P73 GG/ CC 20,0 40,0 99,0 64,7
(rs22739530 GA/CT 26,0 52,0 47,0 30,7
e AA/TT 4,0 8,0 7,0 4,6 0,008
rs1801173) G/C 66,0 66,0 245,0 80,1
A/T 340 340 61,0 199 0,006

* Populagdo de Monte Negro (este estudo);
** Perdas Gestacionais Recorrentes, populagdo brasileira;
*** Qui-quadrado

Tratando-se de avaliar a possivel relagdo dosnpdismos da via do gene
TP53 e a apresentacdo de neoplasias por parte doddundss/analisados e de seus
parentes de primeiro grau ndo se encontrou nentassaciacdo significativa com

nenhum dos polimorfismos estudados para ambossos ¢&abela 10).
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Tabela 10. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos genes da
via regulatédria do gene TP53 e ocorréncia de cancer em parentes de primeiro

grau.
Gene Gendtipo / Nao* Sim** ph#s
Alelo n % n %
TP53 GG 29,0 43,3 7,0 29,2
(rs1042522) GC 31,0 46,3 14,0 58,3
cc 7,0 10,5 3,0 12,5 0,478
G 89,0 66,4 28,0 58,3
C 45,0 33,6 20,0 41,7 0,408
LIF T 30,0 44,8 12,0 50,0
(rs929271) GT 29,0 43,3 9,0 37,5
GG 8,0 11,9 3,0 12,5 0,882
T 89,0 66,4 33,0 68,8
G 45,0 33,6 15,0 31,3 0,907
MDM4 cc 180 269 90 375
(rs1563828) TC 31,0 46,3 12,0 50,0
T 18,0 26,9 3,0 12,5 0,316
C 67,0 50,0 30,0 62,5
T 67,0 50,0 18,0 37,5 0,186
usp7 GG 39,0 58,2 9,0 37,5
(rs1529916) GA 25,0 37,3 12,0 50,0
AA 3,0 4,5 3,0 12,5 0,145
G 103,0 76,9 30,0 62,5
A 31,0 23,1 18,0 37,5 0,082
TP63 T 36,0 53,7 15,0 62,5
(rs1706395) GT 31,0 46,3 90 375
GG 0,0 0,0 0,0 0,0 0,615
T 103,0 76,9 39,0 81,3
G 31,0 23,1 9,0 18,8 0,669
TP73 GG/ CC 30,0 44,8 10,0 41,7
(rs22739530 GA/CT 34,0 50,8 12,0 50,0
e AA/TT 3,0 4,5 2,0 8,3 0,771
rs1801173) G/C 94,0 70,2 32,0 66,7
A/T 40,0 29,9 16,0 33,3 0,790

* Ndo = sem relatos de cancer; ** Sim = relatos de cancer; *** Qui-quadrado

Finalmente, avaliamos também os polimorfismos idade TP53 quanto a uma
possivel relagdo com a longevidade (Tabela 11).e®0tipo GG do gendP53
apresentou diferenca estatisticamente significaginite os grupos (P = 0,020). Os
demais polimorfismos ndo apresentaram diferengatistcamente significativas entre

grupos quando analisados separadamente.
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Tabela 11. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos dos genes da via
regulatdria do gene TP53 e possivel relagdo com longevidade.

Gene Gendtipo / <71 anos > 71 anos p+
Alelo n % n %
TP53 GG 18,0 36,0 18,0 43,9
(rs1042522) GC 30,0 60,0 15,0 36,6
CcC 2,0 4,0 2,0 4,9 0,020
G 66,0 66,0 51,0 62,2
C 34,0 34,0 32,0 39,0 0,628
LIF TT 23,0 46,0 19,0 46,3
(rs929271) GT 20,0 40,0 18,0 43,9
GG 7,0 14,0 4,0 9,8 0,811
T 66,0 66,0 56,0 68,3
G 34,0 34,0 26,0 31,7 0,865
MDM4 CcC 15,0 30,0 12,0 29,3
(rs1563828) TC 24,0 48,0 19,0 46,3
TT 11,0 22,0 10,0 24,4 0,964
C 54,0 54,0 43,0 52,4
T 46,0 46,0 39,0 47,1 0,951
UspP7 GG 22,0 44,0 26,0 63,4
(rs1529916) GA 25,0 50,0 12,0 29,3
AA 3,0 6,0 3,0 7,3 0,132
G 69,0 69,0 64,0 78,1
A 31,0 31,0 18,0 21,9 0,229
TP63 TT 25,0 50,0 26,0 63,4
(rs1706395) GT 25,0 50,0 15,0 36,6
GG 0,0 0,0 0,0 0,0 0,200
T 75,0 75,0 67,0 81,7
G 25,0 25,0 15,0 18,2 0,364
TP73 GG/ CC 18,0 36,0 22,0 53,7
(rs22739530 GA/CT 30,0 60,0 16,0 39,0
e AA/TT 2,0 4,0 3,0 7,3 0,135
rs1801173) G/C 66,0 66,0 60,0 73,1
A/T 34,0 34,0 22,0 26,8 0,378

*Qui-quadrado
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5 DISCUSSAO

Recentes estudos tém sugerido uma relacado engeedg53 e alguns genes de
sua rota de sinalizacdo com a fertilidade humamagspecial o genklF que teria
como uma de suas fun¢des promover condi¢cdes panplantacdo do blastocisto no
endométrio uterino (Wenwei Hu, 2009; Tadhal, 2011; Shuyaet al, 2011; Fengt al,
2011; Huet al, 2011; Levinest al, 2011; Lemonst al, 2012; Marieest al, 2012; Corbo
et al, 2012; Paskuliret al, 1012; Sumaet al, 2013; Krishnaret al, 2013; Sallelet al,
2014; Liuet al, 2014; Franasiakt al, 2014; Gonget al, 2015; Winshipet al, 2015; Liu
et al, 2015; Nicolaet al, 2015) e ser um dos fatores responsaveis pelainggao
extra-uterina do embrido, condicdo conhecida comauidez ectdpica (Krishnan et al,
2013).

Baseado nas evidéncias de que genes da rota tleagida deTP53 participam
da regulacdo materna da reproducado, nossa hipfeesabalho é de que polimorfismos
funcionais nesta via possam desempenhar papeloligatertiidade e longevidade.
Assim, neste estudo, avaliamos a relacdo entrenpdismos da via d&P53 e fatores
relacionados a fertilidade em uma populacdo de enethlongevas, que ja haviam
encerrado seu periodo reprodutivo (encerrado sgodoede menacme), oriunda do

municipio de Monte Negro, interior do estado de déwra.

Esta populacdo foi escolhida levando em consideraggr uma area rural na
Amazobnia legal brasileira, com pouca pratica de idasd contraceptivas, e
planejamento familiar (Ferreiet al., 2002). Teoriza-se que os dados obtidos quanto ao
seu histdrico obstétrico advenham, quase que enotalalade, de efeito bioldgico, o
gue nos permite inferéncias quanto ao efeito ddsmpdismos em estudo nas

caracteristicas analisadas.

A amostra foi classificada através de auto-deciarale cor de pele, conforme
as categorias adotadas pelo IBGE. Esta classificaggyresente estudo esta de acordo
com estudos anteriores realizados nesta populdg@oe(faet al, 2002). Contudo,
varios estudos tém mostrado que a classificac@atama auto-declaracdo ndo é muito
fidedigna no que tange a estrutura étnica da po@alaevido a grande dissociacao
existente entre a cor auto declarada por um indoviel sua ancestralidade genémica
(Parraet al, 2003; Pimentaet al, 2006; Suarez-Kurtet al, 2007; Santost al, 2009;
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Lins et al, 2011; Penat al, 2011). Mesmo que os individuos da amostra estudada
tenham se declarado, em sua maioria, pardos owsprs frequéncias alélicas
encontradas se mostraram semelhantes as da papealagipéia registradas no 1000
Genomes Project Consortium (The 1000 Genomes Rr@jensortium, 2010). Esta
semelhanca se justifica pelo fato deste municiprosido colonizado por individuos
provenientes, em sua maioria, das regides Sul eesBuddo Brasil, compostas

majoritariamente de euro-descendentes (Caneir@o2002).

O numero de gestacbes apresentou um valor sigiificapenas para o
polimorfismo ¢.*1414A>C (rs929271) do gerndF quando analisada a frequéncia
alélica (P = 0,044) com o alelo T sendo o maisifeste no grupo com maior namero
de gestacgbes (82,4%). Sendo assim, nossos dadbénaapontam para a direcdo de
uma influéncia positiva do alelo T no processo aplantacdo dos embrides no
endométrio materno uma vez que ele se mostroufisginamente mais frequente no
grupo com maior numero de gestacoes. O impacte gedsnorfismo na acdo ddF
ainda nao foi totalmente elucidado. Supbem-se gqueeteito esteja relacionado com
alteracdes nos niveis de expressad.ldfeem funcdo de sua localizagcdo na regido 3’
UTR desse gene, regido transcrita e ndo tradugigacontém elementos responsaveis
pela modulacdo da expressdo atraves da regulacaalivilgem, estabilidade,
poliadenilacdo, traducéo, localizacéo e interagd@m outros tipos de RNAs (Barrett,
2012). Tais inferéncias se baseiam apenas nasdsimefacionadas a sua localizagcéo
uma vez que nao existem, até 0 momento, estudmsaendo esse polimorfismo com
variacbes nos niveis de mMRNA e em sua atividadedi™d et al, 2016). OLIF é um
importante fator para o sucesso da implantacdo wmahos. O genklF é expresso
continuamente no endométrio mas apresenta um naigsitorio de expressao durante a
gravidez, esse pico coincide com a janela de intgddo por volta do 12 dia apés a
fertilizacdo em humanos (Paskudinal, 2013).

Kang e colaboradores (2009) relacionaram o aleloof@ infertilidade. Eles
observaram que a frequencia do alelo G estava dadeeam mulheres com problemas
de infertilidade, com menos de 35 anos, mas naaneifheres com mais de 35 anos
pacientes de uma clinica de fertilizacdo in vitsagerindo que o impacto desse
polimorfismo possa ser influenciado pela idade.d®sais polimorfismos estudados
nao mostraram significancia estatistica quantcaarslacdo com processos envolvendo

aumento na fertilidade dos individuos amostrados.

50



Avaliamos uma possivel relacdo entre a idade dmoirda menopausa e 0s
polimorfismos estudados. A amostra foi separadaeis1grupos usando a idade de 51
anos como ponto de corte (Pedro et al, 2009). robrdrada significancia estatistica
guanto aos genotipos do polimorfismo ¢.215G>C (RT2R042522) do geneP53 (P =
0,033) com o gendtipo heterozigoto (GC) mais fretgi€67,7%) em mulheres com
inicio da menopausa antes dos 51 anos de idadeh&l&a literatura nenhuma relacdo
deste polimorfismo com a data de inicio da menapasbarpless e colaboradores citam
0 surgimento da menopausa mais cedo como uma rs@gd® de um fendtipo de
envelhecimento, estando entdo essa caracterists fortemente associada com o
envelhecimento como um todo do organismo do quenaefeito especifico deste
polimorfismo sobre a manutengéo do pool de o6¢Bbarplesst al, 2002). Os demais
polimorfismos ndo apresentaram diferencas estaiggnte significativas entre grupos

guando analisados separadamente.

A amostra foi analisada também para a idade der@uwa da menarca e
dividida em dois grupos: um composto por mulheras tglataram a ocorréncia da
menarca com idade inferior ou igual a 12 anos d@edde outro com mulheres que

relataram a ocorréncia da menarca com idade su@eti® anos.

Apesar da auséncia de diferenca estatisticamengtaficativa, observou-se
tendéncia de maior ocorréncia de abortos com o &eho polimorfismo ¢.215G>C
(P72R, rs1042522) do genEP53. Outros estudos indicam que o alelo G € mais
eficiente em interromper processos de diferenciaggolar e em induzir apoptose
(Thomaset al, 1999; Dumontet al, 2003; Pietroet al, 2013; Volodkoet al, 2015).
Resultado semelhante foi obtido por nosso gruppesguisa analisando as altas taxas
de nascimento de gémeos no municipio de CandidaiGaddgliani-Ribeiroet al,
2012) onde os dados apontaram para uma forte cedantée o nascimento de gémeos e
uma baixa atividade apoptética do alelo C do patfismo P72R deTP53. Ou seja,
com uma atividade apoptética menos efetiva, peguaharacdes poderiam néo ativar
uma resposta efetiva de eliminacdo do embrido énwero de nascimentos tenderia a
ser maior. Em contra partida, com uma atividadeptijtica mais efetiva por parte do
alelo G tenderia a ocorrer uma ativagdo mais sehsjypor conseguinte, uma reducgéo

no nimero de gestacGes com partos a termo.
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Os dados que obtivemos sobre ocorréncia de c@megparentes de primeiro
grau dos individuos amostrados ndo mostraram gignidia estatistica com relacdo aos
polimorfismos estudados. No entanto, houve umaétesid do polimorfismo ¢.2719-
234G>A (rs1529916) do gehdSP7 estar associado com a com a incidéncia de cancer
em parentes de primeiro grau, tanto para o aletu@nto para o genotipo AA. Sun e
colaboradores (2010) observaram que o alelo A cenden risco aumentado para o
desenvolvimento de cancer de préstata de uma raaeeiessiva (Suet al, 2010).

Outro aspecto avaliado foi a relagcdo dos polimoris estudados com a
longevidade dos individuos amostrados. A amostrdivalida em dois grupos quanto a
sua faixa etaria usando como ponto de corte a &tpecmédia de vida para o estado
de Rondonia, 71 anos, conforme dados obtidos dsocee 2010 do IBGE. Os dados
encontrados quanto a relacdo do gendtipo GG danpdismo ¢.215G>C (P72R,
rs1042522) do gen@&P53 mostram um aumento na freqiéncia desse genoétipo em
individuos com mais de 71 anos de idade e uma fed@iiéncia de individuos
heterozigotos (GC) em individuos com menos de 7ds ate idade. Na literatura
encontramos que os individuos portadores do aleleer@em a viver mais em

comparacao com portadores do alelo G (Rebdiahj 2015).

Em 2005 van Heemst e colaboradores publicaram tand@dgeito com 1.226
individuos com mais de 85 anos e onde mostramrglieiduos portadores do alelo C,
embora mais propensos ao desenvolvimento de c@&ncefuncdo de uma atividade
apoptética menos efetiva, viveram significativareemior mais tempo do que 0s
portadores do alelo G (van Heenastal, 2005). Em 2008, Bojesen e colaboradores
examinando 9.219 individuos com idades entre 2® erthbs concluiram que entre
individuos homozigotos CC a expectativa de vidaentava quando comparados com
individuos homozigotos GG (P = 0.002) e, segundwitor, isso seria em funcédo ndo
apenas de um risco diminuido de morrer por cameas, por um aumento nas taxas de
sobrevivéncia a outras doencas, aumentando a eabdss individuos portadores do
genotipo CC (Bojesert al, 2008). Uma vez que o envelhecimento é entendidmoco
um acumulo, ao longo dos anos, de danos molecutacetulares, um elemento chave
no entendimento dos processos de envelheciment gexntendimento dos muitos
efeitos dorP53.
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Os demais polimorfismos estudados néo apresentardiierencas
estatisticamente significativas entre grupos quamadalisados separadamente. E
importante observar que os individuos incluidogngpo com idade inferior a 71 anos
ainda estao vivos (em sua maioria) e, portantoe@mdno futuro fazer parte do grupo
que superou a expectativa de vida média para aaegodendo alterar as frequéncias

alélicas hoje observadas nestes grupos.

Notadamente, os polimorfismos do TP53 e de sua det sinalizacdo sdo
importantes para processos relacionados a feddidaa longevidade, bem como de
outros aspectos fisiologicos e na etiologia deagapatologias. Este trabalho contribui
com um melhor esclarecimento quanto ao impacto Hginga polimorfismos
especificamente no processo reprodutivo humano suentongevidade. Os resultados
obtidos reforcam o possivel papel desses geneseudepolimorfismos na regulacdo da

fertilidade e longevidade em humanos direcionantiarés estudos na area.
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ANEXO |

RSGA — CHRONUS

IDENTIFICAGAO: REGISTRO UNICO ICB5/USP:
Quadra: Casa:

Nome:

Sexo: Idade anos: Natural de: Etnia:P N B A |

M F 1 UF:

Residente em MN desde:

Situagdo conjugal: Solteiro ViGvo Companheiro (a)

Situagdo econdmica Etilista Histdria Pregressa
TrabalhaFora S N Quant. MH: ()S ( )N( )NSI
Trabalhaem Casa S N

Incapaz S N Tempo: TB:()S ()N ()NSI

AposentadoS N

VHB: ()S ()N ( NS

Renda Familiar: Tabagista
RS Quant. LTA: ()5 (N ( )NSI
Qual Atividade CNAE? Tempo:

Malaria: ( )S ()N () NSI
() Vivax ( )Falciparum

— Quantas vezes:

Contato Frequente com agrotéxico? Mascar Tabaco

Quant.
Mensal

Tempo: SN

)

Semestral Qual?
Anual
Eventual

Atualmente apresenta alguma das patologias acima:

DM1 DM2 HAS DISLIPIDEMIA HBV HCV HIV CANCER GERAL CANCER DE PELE AVE
OSTEOPOROSE IRC 1AM  ICC CIRROSE CHAGAS GASTRITE/ULCERA ~ CATARATA
USO DE LENTES CEGUEIRA CADEIRANTE MULETAS DEPRESSAO PROTESE DENTARIA PARCIAL

PROTESE DENTARIA TOTAL PARCIAL OUTRAS

EXAMES
Glicemia TSH Colesterol LDL HDL TG IMC Circ. Abdo.
Clearance Renal Proteinuria (EAS) Relagdo P/C Urina PSA:
PAm ITB RXT
ECG:

Densitometria Ossea: normal  osteopenia  osteoporose

Uso de Medicamentos:

Responsavel: Data
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ANEXO I

1.

FILHO
01
02
03
04
05
06
07
08
09
10

Responsavel Preenchimento:

FERTILIDADE E LONGEVIDADE - TP53

RG ICB5/USP: Data:

Sexo:( )M ()F
Se F - Ano Menarca: Data Menopausa:

Se F - Historia Obstétrica: G P A Filhos Vivos

Ano Nascimento Ultimo Filho:

Algum parente em primeiro grau com doenga genética? SE positivo, descreva.
() CANCER (tipo), parente afetado
( ) DEFEITO DE NASCENCA
( ) OUTRO PROBLEMA

Usou algum método anticoncepcional? Se sim, durante quantos anos, aproximadamente e qual método?

HEREDOGRAMA (com ano de nascimento dos filhos das perdas gestacionais)
NV/NM/Ab  Ano nascimento  Algum problema? (descreva) Faleceu? Ano?

NV=nativivo NM= Natimorto Ab=Aborto
Todos os filhos do mesmo pai? ( )Sim ( )N&do (anotar quais filhos de cada pai).
Consangiiinidade entre os pais? ( )Sim ( )N&o.
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