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RESUMO

/freerﬁq-u-ist-a—da—lﬁﬁgevhdade € dependente de uma complexa interacdo entre

fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. Estudos prévios sugerem que
variantes no gene TP53 (Tumor protein p53) possam estar relacionadas com a
longevidade. Neste estudo, avalimos o papel de polimorfismos nos genes TP53 e
MDM2 (Mouse double minute 2 p53 binding protein homolog) — seu principal
regulador — na longevidade em individuos de diferentes familias com quatro
geracdes vivas da populacdo da cidade de Verandpolis, RS. Assim, foram
avaliadas as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo P72R
(rs1042522) de TP53 e do SNP309 (rs2279744) de MDM2 em individuos de doze
familias distribuidos em quatro geracdes. Comparacdes entre geracdes e outros
subgrupos ndo apresentaram diferenca entre as frequéncias genotipicas e
alélicas dos dois polimorfismos avaliados. Porém, quando consideradas apenas
mulhere%ivididas em dois grupos (geracbes 1 e 2 vs. geracdes 3 e 4) as
frequéncias alélicas de G (34,1% e 43,0%, respectivamente) do SNP309 de
MDM2 apresentaram diferenca (p = 0,04). O aumento da frequéncia do alelo G
nas geracdes 3 e 4 pode sugerir que este esteja sendo selecionado através de
geracdes em mulhere@ste alelo estd associado ao aumento da atividade de
MDM2, que regula negativamente p53, diminuindo, assim, sua atividade
apoptotica. Assim, propomos um modelo de estudo transversal e transgeracional
que considera varias familias e suas geracbes na investigacdo de fatores
genéticos e ambientais que possam ter papel na longevidade.

Palavras-chave: longevidade, P72R, TP53, SNP309, MDM2, genética.
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ABSTRACT

The achievement of longevity is dependent on a complex interaction between
genetic, epigenetic and environmental factors. Previous studies suggest that
variants in TP53 gene (Tumor protein p53) might be related to longevity. We
evaluated the role of polymorphisms in TP53 gene and MDM2 (Mouse double
minute 2 p53 binding protein homolog) gene- its main regulator- in longevity in
individuals of different families with four alive generations of Verandpolis, RS.
Thereby, genotypic and allelic frequencies of P72R polymorphism of TP53
(rs1042522) and the SNP309 of MDM2 (rs2279744) were evaluated in individuals
from twelve families over four generations. Comparisons between generations and
other subgroups did not present difference between genotypic and allelic
frequencies of both evaluated polymorphisms. However, when considering only
womens divided in two groups (1 and 2 generations vs. 3 and 4 generations) a
significant difference of allelic frequency of G (34,1% e 43,0%, respectively) of
SNP309 polymorphism of MDM2 was found (p = 0,04). The increase of G allele
frequency in 3 and 4 generations might suggest this allele is being selected in the
transmission of generations in womens. This allele is associated with increase of
MDM2 activity, that negatively regulates p53, decreasing its apoptotic activity.
Herein we propose a transversal and transgenerational study model that considers
different families and their generations in the research of genetic and
environmental factors that might have a role in longevity.

Key-words: longevity, P72R, TP53, SNP309, MDM2, genetics.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Longevidade

A senescéncia humana pode ser interpretada evolutivamente através de
um modelo de trade off entre o investimento do individuo em crescimento
somatico e o investimento na reproducdo, ou seja, na perpetuacdo dos seus
genes. Apesar de um grande investimento na reproducdo ser necessario, o
investimento limitado na manutencdo somatica pode levar ao acumulo de danos
gue, ao se somarem, resultam no processo de envelhecimento (Kirkwood, 1997).
Desta forma, o envelhecimento pode ser visto como o resultado do acumulo de

danos moleculares e celulares (Grof3 et al., 2014).

Sabe-se que o acumulo de danos moleculares com o passar dos anos faz
parte de um processo natural, que pode ser acelerado devido a maus hbitos.
Fumar, ingerir bebidas alcoodlicas em excesso, ndo seguir uma dieta saudavel,
sedentarismo e stress constante sdo fatores que contribuem para o
envelhecimento acelerao%,diminuindo a longevidade do individuo. Assim como
maus hébitos podem acelerar o envelhecimento, individuos que apresentam bons
habitos, provavelmente serdo mais longevos. A conquista da longevidadé €
dependente de uma complexa interacdo entre fatores genéticos, epigenéticos e
ambientais. Contudo, os fatores genéticos parecem ter uma forte influéncia na

sobrevida em idades mais avangadas (Capri, 2006).

A instabilidade gendémica gerada pelo acumulo de danos moleculares ao
longo da vida do individuo € controlada por um grupo de genes responsavel pela
manutencdo da estabilidade gendmica e pelo reparo do DNA, denominado
caretakers. Ha também um outro grupo de genes, denominado gatekeepers, 0s
supressores tumorais, responsaveis pela eliminacdo das células em situacao de
extrema instabilidade gendmica (Campisi, 2003). A relacéo desses dois grupos de
genes com a longevidade é bastante complexa. A expressdao aumentada dos
caretakers mantém a estabilidade gendémica, reduzindo o risco de cancer, adiando
o envelhecimento, encaminhado o individuo a longevidade. JA a expressao

aumentada dos gatekeepers leva a uma maior taxa de apoptose celular, o que
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diminui o risco de cancer, mas acaba por acelerar as taxas de envelhecimento
(van Heemst et al., 2005).

1.2 Os genes TP53 e MDM2

O gene supressor tumoral TP53 (Tumor protein p53) se situa no
cromossomo 17 p.13.1. e é constituido por 11 éxons, composto por 2.629 pares
de bases que resultam em uma proteina de 393 aminoacidos ao final da traducéo
(Bojesen & Nordestgaard, 2008). Conhecido como “guardido do genoma”, é
responsavel pela codificacdo de fatores de transcricdo que, por meio da regulacao
transcricional dos genes, podem levar a apoptose celular, parada do ciclo ou
reparo do DNA, como indicado na figura 1, em resposta a condicdes de estresse,
prevenindo o crescimento de tumores (Bojesen & Nordestgaard, 2008). Mutacfes
no gene TP53 estdo relacionadas com variados processos biolégicos como o

cancer, a fertilidade e a longevidade.

Fator de Transcrigdo S Regulacao
Génica
Cancer

TP53 et Fertilidade

Longevidade

Ciclo Celular Reparo
do DNA

Figura 1. Representacdo das principais funcdes do gene TP53 e suas
implicacdes (Adaptado de Levine, 2011).

MutacBes germinativas no gene TP53 podem resultar na sindrome de Li-
Fraumeni. Descrita por Joseph Fraumeni e Frederick Li, esta sindrome é uma

condicdo autossdmica dominante rara. Essas muta¢fes levam & uma perda de

?



funcdo do gene TP53, pois apenas uma de suas cOpias permanece funcional.
Essa perda de funcdo torna os individuos afetados por essa sindrome mais
predispostos ao desenvolvimento de cancer. Estimativas estipulam que
portadores da sindrome de Li-Fraumeni tenham 50% de chances de

desenvolverem cancer até os 30 anos de idade (Thomas, 2017).

Assim, a proteina p53 tem um papel muito importante na manutencéao da
estabilidade gendmica celular, atuando na supressdo tumoral através de sua
atividade apoptotica (Levine et al., 2006), podendo, desta maneira, ter relacao
com a longevidade (Donehower, 2005). Por outro lado, variantes do gene TP53
podem influenciar sua atividade na manutencao da estabilidade gendmica. Desta
forma, apesar do efeito positivo que o gene TP53 apresenta na longevidade,
também ha um impacto negativo nessa condi¢cdo. Achados indicam que o gene
TP53 possa exercer um papel muito importante aumentando a sobrevivéncia a
doencas graves durante a vida adulta, porém possa suprimir a longevidade em
idade avancada (Donehower, 2005). O efeito desse gene também pode ser
negativo, apoiando a hipétese de que o gene TP53 possua uma “pleiotropia

antagonista”.

Além do destacado papel desempenhado por TP53 na supressao tumoral,
este gene também tem papel em outras questdes bioldégicas como fertilidade e
reproducdo. Variantes no gene TP53 ja foram associadas a aborto recorrente
idiopatico (Pietrowski et al., 2005) e aborto espontaneo (Firouzabadi et al., 2009).
Do mesmo modo, variantes no gene TP53 ja foram associadas como fator de
risco para gestacdes gemelares (Tagliani-Ribeiro et al., 2012) e aneuploidias
(Boquett et al., 2013), sugerindo que uma baixa eficiéncia apoptética possa tornar
tolerante a gestacdo de gémeos e de fetos com aneuploidia. Além disso, a
eficiéncia da proteina p53 enquanto fator de transcricdo esta associada a
implantacdo embrionaria e com a fertilidade. Variantes no gene TP53 indicam que
este gene possa desempenhar um importante papel em relagdo a fertilidade, o
que reforca a hipétese de que TP53 regula a reproducdo humana (Kang et al.,
2009).

Estudos observaram que a funcdo do gene ancestral Fe*PGe—um-a-

combinacioproximaaos—genes-TP63-e-TP73, encontrado ja em animais como a

anémona do mar (Belyi et al., 2010), € de desencadear a apoptose em resposta a
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danos no DNA para manutencao da instabilidade gendmica (Lu et al., 2009) e a
fidelidade de processos de desenvolvimento garantindo o sucesso da prole (Feng
et al., 2011). Este gene € muito conservado e é encontrado em insetos, vermes,
vertebrados, tendo sua funcao sido importante para a evolugcéo durante bilhdes de
anos (Belyi et al., 2010).

O gene MDM2 (Mouse double minute 2 p53 binding protein homolog) esta
localizado no cromossomo 12ql15 e codifica uma ubiquitina ligase E3, que
promove a degradacdo proteossomal de proteinas (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=MDM2&keywords=MDM2). E um proto-oncogene e
responsavel pela manutencéo de niveis baixos da proteina p53 em auséncia de
sinais de estresse celular por meio da sua atividade de ubiquitina ligase, sendo o
principal regulador negativo de TP53. Isso permite que haja uma proliferacao
celular normal (Toledo & Wahl, 2006). A superexpressao ou amplificacdo do
MDM2 é detectada em diferentes tipos de cancer. Variantes encontradas em
MDMZ2 estédo associadas a um alto risco de abortamento retido (Fang et al., 2011)

e também a susceptibilidade a variados tipos tumorais.

1.3 Polimorfismos em TP53 e MDM2

Os genes que fazem parte da via de sinalizacdo do TP53 possuem
importantes polimorfismos de base Unica (single nucleotide polymorphisms -
SNPs). Um dos principais polimorfismos no gene TP53 é o SNP ¢.215G>C (P72R,
rs1042522), localizado no dominio de ativacdo da proteina p53, no cédon 72. A
substituicio de uma base G por uma C acarreta na alteracdo também do
aminodacido, que antes era uma arginina (R72) por uma prolina (P72) (Buchman et
al., 1988). Esta alteracdo gera um grande impacto funcional na proteina, pois R72
€ mais eficiente na inducéo de apoptose, enquanto P72 é mais efetivo na inducao
da parada do ciclo celular e no reparo do DNA, como esta demonstrado na figura
2 (Bojesen & Nordestgaard, 2008).
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Figura 2. Diferencas funcionais entre as proteinas p53 com o alelo R72 e com o
alelo P72 (Adaptado de Bojesen & Nordestgaard, 2008).

Em alguns estudos, individuos homozigotos para o alelo P72 apresentam
uma incidéncia aumentada de cancer, o que corrobora com achados de que essa
variante da proteina p53 seria menos eficiente na atividade anti-proliferativa do
que a variante R72 (van Heemst et al., 2005). Estudos realizados com as
populacdes holandesa, dinamarquesas e italiana investigaram o efeito do SNP
P72R na longevidade e encontraram associagdes com o alelo P72R (Bojesen &
Nordestgaard, 2008; Bonafe et al., 1999; Orsted et al., 2007; van Heemst et al.,
2005). Além disso, a associacao do alelo P72 de TP53 com infertilidade devido a
falha de implantacdo recorrente ja foi descrita (Kay et al., 2006; Goodman et al.,
2009; Kang et al., 2009; Feng et al., 2011).

O gene MDM2 possui um importante polimorfismo funcional, o SNP
€.14+309T>G (SNP309, rs2279744), localizado na sua regido promotora (Bond et
al., 2004). Esta alteracdo resulta no aumento de sua expressao (genétipo GG), o
gue acabada atenuando a funcdo da proteina p53, jA que uma das principais
funcdes do gene MDM2 é a manutencdo dos niveis baixos de p53 na célula,
como indicado na figura 3 (Di Pietro et al., 2012). H4 dados de que o polimorfismo
SNP309 esteja associado com alto risco de desenvolvimento de tumores, o0 que
suporta a potencial relacao entre o0 SNP309 de MDM2 e o polimorfismo P72R de
TP53 (Wan et al., 2011). Devido a esta relacdo entre eles, sugere-se que o0
SNP309 de MDM2 também desempenhe papel na reproducédo, atenuando a
atividade da proteina p53, o que acarreta em uma menor expressao do gene LIF
(Fator Inibidor de Leucemia), regulado por p53 e um dos principais genes
responsaveis pela implantagdo embrionaria (Kang et al., 2009). Estudos em ratos

12



ja determinaram a relagdo do alelo G (SNP309) com sobrevivéncia maior em
fémeas, indicando uma relacao entre o SNP309 do gene MDM2 com longevidade
(Grol3 et al., 2014).

MDM?2 —_—
> <

Figura 3. Efeito funcional do polimorfismo SNP309 de MDM2: aumento expressao
de MDM2, que regulara negativamente TP53, baixando os niveis disponiveis da
proteina p53.

1.4 A cidade de Veranépolis

Veranodpolis € um municipio do estado do Rio Grande do Sul, localizado na
mesorregido Nordeste, microrregido de Caxias do Sul, a 170 quildmetros de
distancia ao norte da capital Porto Alegre. E conhecida como o Berco Nacional da
Maca e também como a Terra da Longevidade. Historicamente, teve sua
colonizacdo iniciada em 1884 com a vinda de imigrantes italiandwg—|

Posteriormente, imigrantes poloneses também se instalaram no municipio.

De acordo com dados demograficos disponibilizados pelo IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica), Veranopolis tem como populacéo estimada
25.073 pessoas no ano de 2017
(https://cidades.ibge.gov.br/brasil/rs/veranopolis/panorama). A estimativa é de que
69,43% da economia veranense esteja concentrada em Indastrias de
transformacao, tipo de industria que transforma matéria-prima em produto final ou
intermediario, como as metallrgicas
(http://'www.veranopolis.rs.gov.br/cidade/4/dados-de-veranopolis).

Verandpolis possui IDH — indice de Desenvolvimento Humano — de 0,773,
proximo ao IDH da cidade de Porto Alegre, que é de 0,805. A taxa de
Esgotamento Sanitario Adequado no municipio é de 92,8%, ocupando a 152
posicéo entre 497 cidades no estado, ou 3022 posicéo entre 5570 cidades de todo
0 pais.
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http://www.veranopolis.rs.gov.br/cidade/4/dados-de-veranopolis

O indicador social esperaca de vida ao nascer, componente do IDHM
longevidade (indice de Desenvolvimento Humano Municipal Longevidade) é
utilizado para avaliar a longevidade nos municipios. No utimo censo realizado em
2010, a esperanca de vida ao nascer na cidade de Veranopolis era de 75,3 anos,
ja para a populacédo total brasileira esse mesmo indicador era de 73,9 anos
(http://www.atlasbrasil.org.br/2013/pt/perfil_m/veranopolis_rs).
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2. JUSTIFICATIVA

Esse trabalho faz parte de um projeto previamente aprovado que tem
como foco de estudo a populacdo da cidade de Veranopolis (Avaliacdo da
herdabilidade do comprimento telomérico e de polimorfismos na via de p53 ao
longo de quatro geracdes e sua influéncia na longevidade - Projeto GPPG 16-
0447 — CAAE 59567916.0.0000.5327). Ha anos essa populacdo ja vem sendo
estudada devido a sua longevidade e pela grande quantidade de familias com

mais de quatro geragdes vivas e residindo no mesmo local.

A compreencdo dos fatores genéticos envolvidos na fertilidade e na
longevidade sdo objetos de grande interesse atual. O estudo de uma populagéo
longeva, mas com caracteristicas compartilhadas a outras populacdes € um meio
de tentar compreender quais fatores genéticos estariam influenciando na
longevidade. Até o presente momento, poucos estudos tém investigado
polimorfismos na via do TP53 e a influéncia destes marcadores na salude e

longevidade de individuos de uma mesma familia.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar polimorfismos nos genes TP53 e MDM2 em individuos de uma
mesma familia ao longo de quatro geracdes e sua influéncia na longevidade e na

saude dos individuos.

3.2 Objetivos especificodg]

- Determinar a frequéncia dos polimorfismos P72R (rs1042522) do gene
TP53 e SNP309 (rs2279744) do gene MDM2 em individuos da mesma familia;

- Avaliar a influéncia dos polimorfismos P72R (rs1042522) do gene TP53 e
SNP309 (rs2279744) do gene MDM2 na longevidade.
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4. METODOS

4.1 Delineamento

Trata-se de um estudo transversal, observacional, utilizando uma amostra

de familias residentes na cidade de Veranépolis-RS.

4.2 Amostragem

4.2.1 Critério de Incluséao

Familias residentes na cidade de Veranopolis-RS que possuam individuos
representativos de quatro geracdes (bisavd ou bisavo, avé ou avo, pai ou méae e
filho ou filha).

4.2.2 Critério de nao inclusdo

Nao autorizacdo de coleta de material biol6gico através de termo de

consentimento.

4.2.3 Método Amostral

A coleta de dados foi iniciada na geracédo 1 (G1), a partir dos idosos das
familias com idade superior a 60 anos. A escolha das familias foi feita por sorteio
aleatério. Foram escolhidas 12 familias com quatro geraces com membros

residindo em Veranodpolis, com um total estimado de 145 individuos.

Apods o sorteio das familias com os critérios definidos para esta pesquisa,
houve uma reunido no centro comunitario da cidade. Neste momento foi explicado

o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) com o0s objetivos,
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procedimentos de coletas, riscos e beneficios. Apds o0 aceite em participar, foi

iniciada a coleta de dados com a familia

Total de 12 familias coletadas com tamanho amostral estimado de 148

individuot=

4.4 Instrumento

Os seguintes dados foram coletados por meio de questionarios:

4.4.1 Avaliacdo demogréfica e socioecondémica

Foram coletados dados de consanguinidade entre os familiares, data de
nascimento, escolaridade, renda familiar, profissdo/ocupacéo, situacdo conjugal,
paridade (numero de filhos e abortos), etnia, numero de irmdos e numero de

moradores na residéncia, quando aplicavel.

4.4.2 Avaliacao de condicGes de nascimento

A partir dos dados da caderneta de vacinacdo, foram coletados dados do
nascimento como tipo de parto (cesareal/vaginal), peso ao nascer (em @),
comprimento ao nascer (em cm) e perimetro cefélico ao nascer (em cm) das
criancas e demais geracdes, quando possivel. Além disso, foi questionado se
houve a pratica do aleitamento no primeiro dia de vida, assim como o tempo de

aleitamento materno total.

4.4.3 Avaliagéo antropométric@

Os dados antropométricos foram coletados e classificados conforme as
referéncias do ciclo vital especifico. As medidas realizadas foram: peso (em Kg),
estatura (em cm), circunferéncia da cintura (em cm), circunferéncia braquial (em

cm), dobras cutaneas tricipital (em mm) e subescapular (em mm).
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4.4.4 Avaliacédo de saude

Foi questionada a presenca de doenca cronica, uso de medicamentos e
suplementos atuais, habito de fumar e consumo de drogas. Para as mulheres, foi

questionada a idade da menarca e a menopausa, quando aplicavel.

A avaliacdo da atividade fisica foi realizada por meio da aplicagdo do
protocolo IPAQ (questionario internacional de atividade fisica) versédo curta por

profissionais treinados.

4.4.5 Avaliacao alimentar

Foram avaliadas praticas como aleitamento materno na primeira hora de
vida e tempo de aleitamento materno exclusivo e total. Também foram realizados
inquéritos recordatérios 24 horas por profissionais treinados em todos os
familiares, em relacdo a alimentacdo do dia anterior a entrevista. O
preenchimento dos inquéritos alimentares foi realizado com o auxilio de um album

de registros fotogréficos.

4.4.6 Avaliagdo de estresse

A avaliacdo do nivel de estresse foi realizada por meio da Escala de
Estresse Percebido (Perceived Stress Scale - PSS) do original de Cohen e
colaboradores (1983), traduzida e validada em portugués por Luft e colaboradores
(2007).

4.5 Estudo genético

4.5.1 Coleta de amostras bioldgicas

As células da mucosa oral com a saliva dos individuos foram coletadas
com o auxilio de swabs estéreis que, deslizados delicadamente sobre a superficie
da mucosa oral, - ndo ocasionando, assim, incobmodo ou irritagdo. Apos a coleta,

as amostras foram devidamente transportadas em tubos e armazenadas a -20°C
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no Laboratorio de Pediatria Translacional/NESCA no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA).

4.5.2 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA gendmico foi realizada por meio da adi¢do de 200 pl de
TES (10 mM Tris HCI, pH 7,6, EDTA 1 mM, 0,6% de SDS) e 5 pl de proteinase K
(10 mg/mL) aos tubos contendo swab. Ap0s uma incubacdo de 16h a 42°C, o
contedado foi centrifugado e o swab foi descartado. Seguindo o protocolo,
adicionou-se 42 puL de NaCl 6M com agitacdo vigorosa. A amostra foi, entdo,
centrifugada durante 1 min a 15.000g e o sobrenadante transferido para um novo
tubo contendo 2V de etanol absoluto. Apés uma nova centrifugacdo por 1 min a
15.000g, descartou-se o sobrenadante e, entdo, o pellet de DNA foi lavado 2X
com 1mL de Etanol 70°. Apds o descarte do sobrenadante deixou-se o etanol
residual secar e o DNA é eluido em 60 ul de TE (10 mM Tris HCI, EDTA 0,1 mM).
A gquantificagdo das amostras foi realizada por espectrofotometria a 260nm e o

material foi aliguotado e armazenado a -80°C até sua analise.

4.5.3 Determinacao de polimorfismos de TP53 e MDM2

A determinacdo genotipica do polimorfismo P72R do gene TP53 foi
realizada por meio da técnica de PCR em tempo real utilizando primers e sondas
especificas previamente desenhados no Custom TagMan Genotyping Assay
(Applied Biosystems) para o seguinte ensaio: C__ 2403545 10, de acordo com
as instrucdes do fabricante. A determinacdo do gendétipo do SNP309 do gene
MDM2 foi realizada com o uso de sondas marcadas com fluorescéncia FAM-
TCCCGCGCCGCAG e VIC-CTCCCGCGCCGAAG que sao identificadas durante
a reacao de PCR em tempo real. Nesta reacéo foram utilizados os primers: F: 5'-
CGGGAGTTCAGGGTAAAGGT-3 e R: 5- ACAGGCACCTGCGATCATC-3. O
protocolo utilizado para as anélises do SNP309 de MDM2 foi conforme o descrito
por Boquett et al., 2013.

4.5.4 Andlise estatistica

Foram calculadas médias de desvio padréo para idade, numero de filhos

idade da menarca, idade da menopausa, alcoolismo, escolaridade, aborto e IM
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(indice de massa corporal) para cada uma das quatro geragcfes e também para a
amostra total. Frequéncias alélicas e genotipicas para os polimorfismos P72R de
TP53 e SNP309 de MDM2 foram calculados por contagem direta. Teste de
equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado no software BioEstat 5.0.

Frequéncias alélicas e genotipicas dos dois polimorfismos foram
comparadas entre as Peragﬁes; entre os jovens e idoso%i entre os homens e
mulheres da amostra total através do teste de Qui-quadrado, com a = 0,05,
realizado no software IBM SPSS Statistics V.Z%As médias de filhos de todas as
mulheres da amostra também foram comparadas entre os diferentes genotipos
dos dois polimorfismos por meio do teste Mann-Whithey U, com a = 0,05,

realizado no software IBM SPSS Statistics V.20.

4.6 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa esta aprovado junto ao Comité de Etica do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) (GPPG 16-0447 - CAAE
59567916.0.0000.5327). As familias alocadas foram convidadas a participar do
estudo e, se aceito, os adultos participantes, assim como 0s responsaveis pelos
menores participantes, assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE, apéndices | ou Il), que tem duas vias, uma para o responsavel e outra
para o pesquisador. Nele, sdo informados os objetivos especificos deste estudo,
bem como os procedimentos, riscos e beneficios do projeto.

Essa pesquisa ofereceu riscos minimos aos participantes, bem como aos
pesquisadores, por empregar técnicas e métodos de coleta de dados em que néo
se realiza intervencdo ou modificacdo intencional nas variaveis fisiologicas,
psicolégicas e sociais dos individuos, tais como a aplicacdo de questionarios,
coleta de saliva e revisdo de arquivos médicos. A coleta de dados foi realizada
através de procedimentos comuns em exames fisicos considerados rotineiros,
como por exemplo, a afericdo de peso, estatura e medi¢cdo de dobras cuténeas.

Assim, os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na
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pesquisa foram 0 tempo necessario de resposta para 0 questionario e o
desconforto na realizagdo das medidas corporais e da coleta de saliva.

Os possiveis beneficios decorrentes da participacdo na pesquisa foram
contribuir para o aumento do conhecimento sobre a longevidade e o
desenvolvimento de doencas. Com a realizacdo deste estudo foi possivel
aprimorar o conhecimento a respeito das influéncias dos habitos de vida ao longo

de trés geracdes de forma a aperfeicoar estratégias de intervencéo para o ciclo

vital%
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5. RESULTADOS

A amostra foi constituida por 12 familias residentes na cidade de
Veranopolis-RS (heredogramas em anexo), totalizando 148 individuos, sendo 71
homens e 77 mulheres distribuidos em quatro geracdes. Os dados sobre idade,
namero de filhos, idade da menarca e da menopausa, tabagismo, alcoolismo,
escolaridade, ocorréncia de aborto, doencas cronicas, uso de medicamentos e

IMC — indice de massa corporal — estado apresentados na Tabela 1.

A idade média dos individuos da primeira geracdo foi de 85,8 anos
enquanto que nE média foi de 5,2 anos. As idades variaram entre 0 a 98 anos.
Quanto a fertilidade, o numero médio de filhos da geragdo 1 apresentou niumero
meédio de 5,5 filhos (DP = 3,1), enquanto que se observa um descréscimo nas
geracdes 2 e 3, com respectivamente 1,8 (DP = 0,8) e 0,8 (DP = 0,9) filhos em
média. A variacdo entre o numero de filhos foi de 0 a 11 filhos. A geracéo 4,
composta em sua maioria por criangcas ndo foi incluida. O nimero de abortos

mostrou uma tendéncia de diminui¢ao ao longo das geragée%

Nas mulheres, a menarca se manteve parcialmente estavel ao longo das
geracdes 1 a 3, com médias muito préximas de 12 anos. A quarta geracao nao foi
incluida por ser composta majoritariamente por criancas que nao atingiram a
idade da menarca. J4 a idade média da menopausa s6 pode ser observada nas
duas primeiras geracdes. Na geracdo 1 a média foi de 46,3 anos (DP = 4,4),

enguanto que na geracao 2 foi mais tard%om meédia aos 49,3 anos (DP = 7,7).

Enquanto o tabagismo € maior na geracdo 3 (26,4% de fumantes) os
individuos da primeira geracdo consomem mais doses diarias de alcool. O nivel
de escolaridade aumentou ao longo das geracdes, chegando a uma média de
12,2 (DP = 2,8) anos de estudo na geracao 3 comparativamente a apenas 6,7 (DP
= 2,5), Os individuos da quarta gera¢do, em sua maioria crian¢as, ou ainda nao
estdo em idade escolar ou se encontram nos primeiros anos de formacéo, por
isso a média dessa geragdo é baixa quando comparada as demal%bomo seria
esperado pela faixa etaria, a ocorréncia de doencas crénicas e médias de IMC

sao maiores na geracao 1, bem como o uso de medicamentos.

23


Nelson
Nota
?

Nelson
Nota
O q deve acompanhar a freq de gestações, não?

Nelson
Nota
mais tardia? A diferença é significativa?

Nelson
Inserir Texto
na primeira geração

Nelson
Nota
Na real, nem precisaria ser tabulado, assim como ocorreu para outras medidas.


Tabela 1. Caracterizacdo demografica dos individuos da amostra.

Caracteristica _Geracdo 1 Geragdo2  Geracdo 3 Geragao 4 Total

N (%) 5=10(6,7%) 63 (42,6%) 51 (34,5%) 24 (16,2%) 148 (100%)
Sexo (M/F) 2/8 30/33 28123 11/13 71177
Idade (média + dp) 858+7,42 579+79 30,05+9,8 52+3,3 41,8+ 23,9
Numero de filhos (média + dp) 55+31 1,8+0,8 0,8+0,9 NA 1,4+17
Idade Menarca (média + dp) 125+15 121+26 119+29 13+0 12,1 + 2,6*
Idade Menopausa (média + dp) 46,3+4,4 493+7,9 NA NA 48,7+ 7,4
Tabagismo (S) 1(10%)  5(7,69%) 14 (26,4%) NA 20 (13,5%)
Consumo de alcool (dias/L dose) g\, 7 595420  265+1,75 NA 3320
(média + dp)

Escolaridade (anos) (média +dp) 6,7+2,5 10,3+ 3,2 12,2 +2,6 3,728 10,2 + 3,7
Aborto (média + dp) 0,75+0,7 0,35+0,7 0,13+£0,3 NA 0,35+0,6
Doenca cronica (S) 7 (70%)  33(52,4%) 12 (21,8%) 3 (12,5%) 66 (44,6%)
Uso de medicamentos (S) (90%) 40 (63,5%) 23 (41,8%) 3 (12,5%) 76 (50,7%)
IMC (média + dp) 29,63+3,2 28,00+4,44 2565+58 17,63+2,63 25,7+59

Legenda: N = Numero; M = Masculino; F = Feminino; dp = desvio padrédo; S = Sim; IMC = indice de massa
corporal; NA = Ndo se aplica; * = Média calculada considerando geragdes 1, 2 e 3

As frequéncias genotipicas e alélicas para os polimorfismos estudados

estdo apresentadas na Tabela 2. As frequéncias do SNP P72R de TP53 e

SNP309 de MDM2 estdo demonstradas para as quatro geracfes, incluindo

homens e mulheres. Os polimorfismos estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg em

todas as geracoes.

O alelo G do SNP P72R foi o mais frequente, ndo havendo diferenga

significativa entre alelos ou genoétipos entre as quatro geracdes. Quanto ao

polimorfismo SNP309 do gene MDM2, também nédo houve diferencga significativa

entre alelos ou genétipos comparando as diferentes geracdes, sendo o alelo T e o

gendtipo TT os mais frequentes.
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Tabela 2. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos P72R de TP53 e
SNP309 de MDM2 nas quatro geracgoes.

Gene Gendtipos e Geragdo 1l Geracdo 2 Geracdo3 Geracdo4 TotalN .
Alelos N 10 (%) N 63 (%) N 51 (%) N 24 (%) 148 (%)
TP53 CcC 0 (0) 6 (9,5) 2(4) 0(0) 8(5,4) 0,216
P72R
( ) CG 3(30) 23 (36,5) 25 (49) 7 (29,2) 58 (39,2)
GG 7 (70) 34 (54,0) 24 (47) 17 (70,8) 82 (55,4)
3(15,0) 35 (27,8) 29 (28,4) 7 (14,6) 74 (25) 0,171
17 (85,0) 91 (72,2) 73 (71,6) 41 (85,4) 222 (75)
MDM2 GG 1(10) 8 (12,7) 8 (15,7) 2(8,4) 19 (12,8) 0,767
(SNP309)
GT 5 (50) 33(52,4) 27 (52,9) 17 (70,8) 82 (55,4)
TT 4 (40) 22 (34,9) 16 (31,4) 5(20,8) 47 (31,7)
G 7 (35) 49 (38,9) 43 (42,2) 21 (47)  120(40,5) 0,870
T 13 (65) 77 (61,1) 59 (57,8) 27 (53) 176 (59,5)

*Qui- quadrado

Na Tabela 3, porém aplicando um modelo de comparacdo onde as
geracdes 1/2 e 3/4 foram agrupadas duas categorias — geracfes mais velhas vs
geracdes mais novas — sendo possivel, deste modo, aumentar 0 nimero amostral
de cada grupo, aumentando assim o poder estatistico. Em relacdo ao
polimorfismo P72R de TP53, podemos observar que o gendtipo TT permanece
como mais frequente nas duas categorias e o alelo T também. Porém, a diferenca
entre as frequéncias genotipicas e alélicas entre as geracdes 1/2 e 3/4 ndo sao

estatisticamente significativas (p = 0,273 e p = 0,788, respectivamente).

J& em relacdo ao polimorfismo SNP 309 de MDM2, é possivel observar
gue o gendtipo GT se manteve como mais frequente entre as duas categorias e
que o alelo T é também o mais frequente. Contudo, as diferencas entre as
frequéncias genotipicas e alélicas entre as duas categorias ndo foram

significativas (p = 0,608 e p = 0,524, respectivamente).

Tabela 3. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos
P72R de p53 e SNP309 de MDM2 nas quatro geragdes utilizado
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um modelo com geracgdes 1/2 e 3/4 agrupadas.

Gene Genotipos Geragdo 1e2- Geragdo 3e4 - Total - .
e Alelos N 73 (%) N 75 (%) N 148 (%) P
TP53 CcC 6 (8,2) 2(2,7) 8 (5,4) 0,273
(P72R)
CG 26 (35,6 32 (42,7) 58 (39,2)
GG 41 (56,2) 41 (54,7) 82 (55,4)
38 (26,0) 36 (24,0) 70 (24,0) 0,788
108 (74,0) 114 (76,0) 222 (76,0)
MDM2 GG 9(12,3) 10 (13,3) 19 (12,8) 0,608
(SNP309)
GT 38 (52,1) 44 (58,7) 82 (55,4)
TT 26 (35,6) 21 (28,0) 47 (31,8)
G 56 (38,4) 64 (42,7) 120 (40,5) 0,524
90 (61,6) 86 (57,3) 176 (59,5)

*Qui quadrado

Na tabela 4, as geracdes mais antigas e as mais novas foram agrupadas, e
testadas para um modelo de dominancia do alelo C de P72R de TP53 e do alelo
G do SNP309 de MDM%ntretamo, ndo houve significancia nesta nova analise.

Tabela 4. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos P72R
de TP53 (CC + CG vs. GG) e SNP309 de MDM2 (GG + GT vs. TT).

Genédtipose Geragdole2 Geragdo3e4d

Gene Alelos N 73 (%) N 75 (%) Total p*
TP53 CC+CG 32 (43,8) 34 (45,3) 66 (44,6) 0,986
(P72R) GG 41 (56,2) 41 (54,7) 82 (55,4)

C 38 (26,0) 36 (24) 74 (25) 0,75
G 108 (74,0) 114 (76) 222 (75)

MDM2 GG+GT 47 (64,4) 54 (72) 101 (68,2) 0,413
(SNP309) T 26 (35,6) 21 (28) 47 (31,8)

56 (38,4) 64 (42,7) 120 (40,5) 0,524
T 90 (61,6) 86 (57,3) 176 (59,5)

*Qui- quadrado

A tabela 5 apresenta frequéncias alélicas e genotipicas apenas para as
mulheres da amostra, totalizando 77 individuos. Ha maior frequéncia do genaotipo
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GG e do alelo G do polimorfismo P72R de TP53 (59,8% e 77,9%,

respectivamente), mas as diferengas nao foram significativas.

Para o SNP309 de MDM2, ndo se observou diferenca significativa entre as
frequéncias genotipicas. Porém, a diferencga entre as frequéncias alélicas de G e
T entre as geracbes 1/2 e 3/4 foi significativa (p = 0,0452), sendo o alelo T

significativamente Aﬂ-&ref nas geracdes mais antigas (geracdes 1 e 2).

Tabela 5. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos
P72R de TP53 e SNP309 de MDM2 nas quatro geracoes,
considerando apenas as mulheres de cada geracdo. As geracdes
1/2 e 3/4 foram agrupadas em duas categorias e 0s genétipos CC
e CG de P72R também foram agrupados.

Gene Genotipos e Geragdo le2 Geragcdo3e4 Total .
Alelos N 41 (%) N 36(%) N 77 (%) P
TP53 CC+CL,,:—J 14 (34,1) 17 (47,2) 31 (40,2) 0,350
(P72R)
GG 27 (65,8) 19 (52,8) 46 (59,8)
C 16 (19,5) 18 (25,0) 34 (22,1) 0,532
G 66 (80,5) 54 (75,0) 120 (77,9)
MDM2 GG 5(12,2) 5 (13,9) 10 (13) 0,332
(SNP309)
GT 18 (43,9) 21 (58,3) 39 (50,6)
TT 18 (43,9) 10 (27,8) 28 (36,4) ?
28 (34,1) 31 (43,0) 59 (38,3)  0,0452
T 54 (65,9) 41 (57,0) 95 (61,7)

*Qui- quadrado

Na tabela 6 foi realizada a anéalise do numero de filhos entre os diferentes
gendtipos do polimorfimo P72R de TP53 e do SNP309 de MDM2. A analise foi
realizada considerando todas as mulheres da amostra. Ndo houve a
caracterizacdo por geracdes. Foi utilizado o modelo dominante de C e T para
fazer a comparacdo entre as médias de filhos. Aquelas mulheres que néo
apresentavam filhos foram excluidas da anéalise. O modelo dominante do alelo T
para o SNP309 de MDM2 foi utilizado, pois para analises de fertilidade este é o
alelo de risco. Nao foi observada diferenca estatistica entre a média de filhos e os
diferentes genotipos dos polimorfismos P72R de TP53 e SNP309 de MDM2 (p =
0,135 e p = 0,441, respectivamente).
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Tabela 6. Numero de filhos em relacdo aos diferentes gendtipos dos
polimorfismos dos genes TP53 e MDM2, considerando todas as mulheres da
amostra, sem diferenciacao por geracao.

Intervalo Interquartil

. : N
Gene Genotipos N Mediana (25/75%) p
TP53 CC+CG 23 1 (1/3) 0,135
(P72R)

GG 31 2 (2/13)
MDM2 GG 7 2 (2/2) 0,441
(SNP309) gy TE 47 2 (1/3)

*Teste Mann-Whitney U.

Na tabela 7 foram considerados todos os 148 individuos amostrados,
dividida de acordo com a idade do individuo: jovens, com idades entre 0 e 59
anos; e idosos, com idade a partir de 60 anos. Esta ultima foi determinada de
acordo com Estatuto do Idoso, que considera idoso qualquer individuo com idade
iqual ou superior a 60 anos (LEI N° 10.741, DE 1° DE OUTUBRO DE 2003. Art.
i%mvamente, foi testado o0 modelo de dominancia para o alelo G do P72R e do
alelo T do SNP309. Nao se observou diferenca significativa entre as frequéncias

genotipicas entre idosos e jovens em nenhum dos polimorfismos testados.

Tabela 7. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos P72R em TP53
e SNP309 em MDM2.

Gene Genotipos e Jovens (0-59 anos) Idosos (60 anos ou mais) Total *
Alelos N 112 (%) N 36 (%) N 148 (%) P
TP53 CC+CG 54 (48,2) 12 (33,3) 66 (44,6) 0,170
(P72R)
GG 58 (51,8) 24 (66,7) 82 (55,4)
C 60 (26,8) 14 (19,4) 74 (25) 0,273
G 164 (73,2) 58 (80,6) 222 (75)
MDM2 GG+GT 77 (68,75) 24 (66,7) 101 (68,2) 0,978
(SNP309)
TT 35 (31,25) 12 (33,3) 47 (31,8)
93 (41,5) 27 (37,5) 120 (40,5) 0,641
T 131 (58,5) 45 (62,5) 176 (59,5)

*Qui- quadrado
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As frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos P72R de TP53 e
SNP309 de MDM2 também foram testadas comparando-se homens e mulheres

para todos 148 individuos amostrados, mas as diferencas observadas ndo séo
significativas=]
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho avaliamos a possivel relagdo entre os polimorfismos P72R
do gene TP53 e SNP309 de MDM2 em individuos de uma mesma familia ao
longo de quatro geracdes e a longevidade. Este estudo teve um modelo
transversal e observacional, utilizando uma amostra de doze familias residentes
na cidade de Veranépolis-RS, totalizando 148 individuos. Importante ressaltar que
este trabalho faz parte de um projeto que continua em andamento, portanto ha

perspectiva de aumento amostral.

Considerando as variaveis demograficas (tabela 1), alguns aspectos
devem ser comentados. A média do numero de filhos entre as gera¢gfes diminuiu
da primeira geracédo a terceira. Esse é o0 esperado, acompanhando a queda no
namero de filhos no Brasil como um todo, principalmente com o advento dos
métodos contraceptivos mais popularizados (Pedro, 2003). Além disso, as
mulheres da terceira geracao ainda estdo em periodo fértil, portanto pode ser que
esse valor possa sofrer alteracdo até que se encerre a idade reprodutiva. Ja a
quarta geracao, formada majoritariamente por criancas, ainda nédo esta em idade

reprodutiva, ndo sendo assim considerada na analise.

Em relacdo ao uso de droga licitas como o fumo, a terceira geracéo € que
apresenta o maior numero de individuos fumantes, 26,4% dos individuos dessa
geracaco. Esse resultado pode estar relacionado ao estresse do trabalho, por
exemplo, pois a média de idade desses individuos é 30 anos, compativel com
atividade laboral. Trabalhadores com altos indices de estresse tem maiores riscos
de uso continuo de tabaco (Ayyagari & Sindelar, 2010). Por outro lado, o alcool foi

mais prevalente nos mais idosos.

Setenta porcento dos individuos da primeira geracdo apresenta doencas
crdnicas, o que €& compativel com individuos em idade avancada e, portanto,
apresentam um acumulo de danos moleculares, uma vez que o envelhecimento é
em parte consequéncia desse acumulo (Grol3 et al., 2014). Esse dado acaba se
refletindo em maior uso de medicamentos, justificando a alta porcentagem de

individuos usuarios tna geracao 1 (90%). Outra caracteristica importante, sdo as
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médias de IMC das geragfes 1, 2 e 3 acima do que é tido como padrdo para
adultos, ou seja, 25 Kg/m2 como definido pelo The World Health Report de 1998.

Sobre os resultados obtidos através das analises das frequéncias
genotipicas e alélicas dos polimorfismos P72R de TP53 e SNP309 de MDM2 nos
148 individuos das quatro geracdes, atgumas-gquestées—podem—sertevantadas-e-
agiseatidas-As frequéncias dos polimorfismos aqui estudados sdo semelhantes as
que foram determinadas nos estudos prévios. Em um estudo composto por
mulheres de uma populacdo de Porto Alegre (Boquett et al., 2013), os genotipos
do polimorfismo P72R apresentaram frequéncia de 50,5% para GG, 38,9% para
CG e 9,7% para CC, sendo as frequéncias alélicas de 29,6% para o alelo C e
70,4% para o alelo G. Outro estudo realizado também com a populacéo de Porto
Alegre (Fraga e cols., 2014), apresentou como frequéncias genotipicas para CC,
CG e GG respectivamente: 7,7%, 42,0% e 50,3%, e as frequéncias alélicas foram
28,7% para o alelo C e 71,3% para o alelo G. Esses mesmos estudos avaliaram
as frequéncias genotipicas e alélicas do SNP309. No estudo de Boquett e cols
(2013), as frequéncias genotipicas para GG, GT e TT, respectivamente foram:
16,8%, 41,3% e 41,9%. Ja as frequéncias alélicas para G e T foram: 37,5% e
62,5%. Conforme Fraga e cols (2014), as frequéncias genotipicas para GG, GT e
TT foram: 17,4%, 41,3% e 41,3%. J4 as frequéncias alélicas de G e T foram:
38,1% e 61,9%.

Considerando que o polimorfismo P72R tem efeito funcional na proteina
p53, estudos prévios ja investigaram o papel desse polimorfismo em diferentes
desfechos. Investigacfes em relacdo a reproducdo foram em sua maior parte
focadas em implantacédo e abortamento (Kay et al., 2006; Goodman et al., 2009;
Kang et al., 2009; Feng et al., 2011). Além disso, estudos sobre o papel deste
polimorfismo na longevidade ja foram realizados em diferentes populacdes,
comparando individuos mais e menos longevos (Bojesen & Nordestgaard, 2008;
Bonafe et al.,, 1999; Orsted et al., 2007; van Heemst et al.,, 2005; Donehower,
2005; Grol3 et al., 2014).

Um estudo realizado com individuos de 85 anos ou mais da populacéo
holandesa, com uma amostra total de 1.226 pessoas, demonstrou que individuos
com o gendtipo CC, mesmo com mortalidade proporcionalmente maior por

cancer, provavelmente devido a fungdo menos eficiente de TP53 na apoptose
31


Nelson
Riscado


celular, apresentavam sobrevivéncia 41% maior comparados com individuos
portadores do alelo G em homozigose ou em heterozigose. De acordo com o
autor, isso poderia sugerir que a proteina p53 humana protegeria o individuo
contra o desenvolviento de cancer, porém ao custo de sua longevidade (van
Heemst et al., 2005).

Outro estudo com uma populacéo dinamarquesa que incluiu uma coorte de
9.219 individuos com idade entre 20 a 95 anos foi realizado por Orsted et al
(2007). Nesta analise observou-se aumento da sobrevivéncia média em trés anos
para individuos portadores do gendtipo CC em comparacdo a individuos GG.
Aumento da sobrevida apds o desenvolvimento de cancer ou de qualquer outra
doenca com risco de vida também foi demonstrado para individuos CC em
comparacao com os GG. O estudo sugere que o aumento da longevidade dos
individuos seja uma consequéncia do aumento da sobrevida depois do
diagnéstico de cancer e outras doencas com risco de vida (Orsted et al., 2007).
Em 2008, foi realizada uma nova analise nesta mesma coorte e novamente
observou-se aumento na sobrevida média de trés anos para os individuos com
genatipo CC, sugerindo um papel do SNP P72R na longevidade nessa populacdo
(Bojesen & Nordestgaard, 2008).

Em contraposicdo, um estudo que comparou individuos centenarios com
controles (idade inferior a 100 anos) da Italia Continental e da regido da Sardinia,
nao encontrou diferenca significativa entre as distribuicGes alélicas e genotipicas
entre 0s grupos em nenhuma das duas regides. Neste caso, os resultados dos
centenarios da Sardinia foram considerados como uma evidéncia adicional de que
os dois alelos de TP53 seriam igualmente compativeis com a extrema
longevidade na populacao italiana, mas também h& de considerar a limitacdo do

namero amostral de centendrios (Bonafe et al., 1999).

Os resultados discordantes com populacfes distintas, sugerem que a
associagdo do polimorfismo P72R de TP53 com a longevidade ainda € incerta e
depende de questfes étnicas de cada populagdo em particular (Di Pietro F. et al.,
2012). Assim, achados em determinadas populagcbes n&o devem ser

considerados como determinantes para todas as diferentes populacdes.
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Neste trabalho adotamos uma metodologia diferente dos estudos
anteriores. No presente estudo, nossa amostra € constituida por doze familias
com quatro geracdes vivas para a realizacdo de um estudo de associacao
transversal e observacional. Nosso objetivo foi observar se havia diferencas entre
as frequéncias genotipicas e alélicas entre as diferentes geragfes das diferentes
familias, por selecdo ou transmissdo preferencial de determinado alelo, por
exemplo, que pudesse explicar, ao menos em parte, a longevidade alcancada
pela populacéo residente em Veranopolis. As comparacdes realizadas entre os

grupos foram limitadas pelo tamanho amostra, o que diminuiu o poder estatistico.

Em relacdo a distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas entre as
quatro geracdes, considerando o polimorfismo P72R de TP53 e o SNP309 de
MDMZ2, os resultados ndo foram significativos. Entretanto, foi possivel observar
uma tendéncia, onde a frequéncia do alelo G que cuja frequéncia aumenta nas
geracdes mais antigas. Esse resultado esta de acordo com dados descritos por
estudos em ratos que jA determinaram a relacdo do alelo G (SNP309) com
sobrevivéncia maior, porém esse efeito seria género-especifico (Gro3 et al.,
2014). Portanto, pelo fato de o alelo G estar possivelmente ligado com maior
sobrevida, poderia apresentar frequéncias diferentes entre geracdes. Contudo,
como as diferencas alélicas entre as geracdes nao foram significativas, nao foi
possivel confirmar essa hipétese. Mesmo quando agrupamos as geracfes em
dois grupos (1/2 e 3/4), os resultados continuaram n&o significativos, o que pode

ser pela amostra ser ainda pequeng]

Considerando apenas as mulheres de cada geracdo, o SNP309 de MDM2
apresentou significancia para a frequéncia alélica (p = 0,045z entre as mulheres
das geracbes 1 e 2 (G = 34,1%) comparadas com as mulheres das geracdes 3 e
4 (43%). Estudos funcionais indicam que o alelo G deste polimorfismo esta
associado ao aumento da expressdo de MDM2 que, por sua vez, € regulador
negativo da proteina p53 (Di Pietro et al., 2012). Assim, havendo maior expressao
de MDM2, h4 uma maior degradacdo da proteina p53, resultando em uma
reducdo dos niveis de apoptose celular, o que pode contribuir para uma maior
Iongevidadg

Os achados em relacdo ao genoétipo CC do polimorfismo P72R de TP53

associado com longevidade sugerem isso, ja que CC resulta em menos apoptose
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(Bojesen & Nordestgaard, 2008). No caso do SNP309, a reducdo dos niveis de
apoptose também ocorre, mas através da acao do gene MDM2. Em 2014, Grol3 e
cols (2014) descreveram que ratos portadores do alelo G apresentaram uma
maior sobrevivéncia género-especifica em fémeas. No nosso trabalho, o alelo G
parece estar sendo positivamente selecionadd nessa amostra em direcdo as
geracbes mais novas, principalmente nas mulheres. E importante ressaltar nossa
amostra € composta por individuos vivos de quatro geracfes dentro de suas
respectivas familias, e neste momento ndo é possivel determinar qual das quatro

geracdes sera mais longeva.

N&o foi observada diferenca no numero de filhos de acordo com os
gendtipos tanto de p53 como MDM2. Porém, como ja mencionado, a terceira
geracao ainda esta em periodo fértil, e podera ainda aumentar a média de filhos.

Finalmente, comparamos as frequéncias genotipicas e alélicas entre
individuos homens e mulheres da amostra. Essa analise foi importante, pois de
acordo com o que ja foi descrito, poderia haver especificidade de género em
relacdo ao aumento da longevidade, principalmente para mulheres, de acordo
com dados de modelos experimentais, para os dois polimorfismos estudados

(Grol3 et al., 2014). Esta hipétese néo foi confirmada no nosso trabalho.

Como consideracgdes finais, 0 nosso estudo propde um modelo de estudo
transversal que considera varias familias e suas geracfes na investigacdo de
fatores genéticos e ambientais que possam estar associados a longevidade. Os
individuos amostrados em suas respectivas geracdes serdo acompanhados ao
longo dos anos. Este € o primeiro estudo a investigar fatores genéticos que
possam contribuir para a longevidade realizado na populacdo de Verandépolis.
Uma limitacdo deste estudo é o nimero amostral, mas a perspectiva € superar
esta limitacdo a medida que seréo realizadas novas coletas em novas familias,
uma vez que este projeto continua em andamento. Neste momento, os resultados
agui apresentados para o SNP P72R de TP53 sdo compativeis ao que foi descrito

por Bonafé et al (1999), onde néo foi observado papel deste SNP na longevidade

(O

em duas populagbes italianas; uma vez que a populacdo de Veranodpolis

(O

constituida majoritariamente por individuos de origem italiana. Além disso, este

o primeiro trabalho a investigar o papel do SNP309 de MDM2 na longevidade.
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8. APENCIDES
Apéndice |

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto GPPG 16-0447 — CAAE 59567916.0.0000.5327

Titulo do Projeto: “Avaliagdo da herdabilidade do comprimento telomérico e de

polimorfismos na via de p53 ao longo de quatro gerag¢oes e sua influéncia na longevidade”.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa cujo objetivo é avaliar o
efeito do ambiente no comprimento dos teldbmeros e em algumas caracteristicas genéticas. Os
teldmeros sdo estruturas presentes nas extremidades dos cromossomos e estdo associadas ao
envelhecimento da célula. Os cromossomos sao formados de genes, que constituem o material
genético (também conhecido como DNA) e proteinas, estando presentes em todas as células do
nosso corpo. A ideia desta pesquisa é avaliar o comprimento dos teldbmeros em diferentes
geracOes de familias da cidade de Verandpolis, uma vez que essa populacao é conhecida por ter
grande longevidade. Além dos teldmeros, também serdo avaliadas outras informacgdes genéticas
que podem estar associadas a ter uma vida mais longa. O estudo esta sendo realizado pelo
Laboratério de Pediatria Translacional localizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),

Porto Alegre-RS.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em sua participagao

terdo uma duragdo total aproximada de 30-40 minutos e sdo os seguintes:

- preenchimento de questiondrios a respeito de informagdes familiares, condigdes de vida
e saude, tais como: habito alimentar e de atividade fisica; histérico de doengas; condi¢des de

moradia; consumo de bebidas, medica¢des e uso de drogas.

- medida de seu peso (com o uso de roupas leves), medidas de altura, cintura e brago e da
quantidade de gordura do brago e das costas. A medida da quantidade de gordura é feita com um
aparelho que se assemelha a uma pinga, que ird segurar a pele do braco e das costas por alguns

segundos.
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- coleta de amostra de células da sua mucosa oral/saliva (revestimento da boca). Esta
coleta sera realizada através de um swab estéril (uma haste flexivel de algodao, parecido com um
cotonete). O swab sera deslizado delicadamente pela pesquisadora sobre a superficie interna de
sua boca e, entdo, ele sera armazenado dentro de um tubo. Por meio desta amostra serd

realizada a extracdo de seu DNA.

O material biolégico coletado sera armazenado de forma codificada. Apds a realizagao das
analises previstas neste projeto, as amostras serdo armazenadas. Este material, além de ser
utilizado neste estudo, poderd ser utilizado em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste
caso, um novo projeto de pesquisa serda submetido para apreciacio do Comité de Etica em

Pesquisa e vocé sera chamado para consentir novamente o uso do material.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na pesquisa sdo o tempo
necessario de resposta para o questiondrio e o desconforto na realizacdo das medidas corporais e
da coleta de saliva. A pesquisa ndo traz nenhum beneficio direto, mas pode contribuir para o

aumento do conhecimento sobre a longevidade e o desenvolvimento de doengas.

Sua participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatdria. Caso
vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, nao

havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber na instituicdo.

N3o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e vocé

ndo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na pesquisa,

vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou seja,

0 seu nome ndo aparecera na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, poderd entrar em contato com o pesquisador responsavel
Marcelo Zubaran Goldani ou com a pesquisadora Mariana Bohns Michalowski, pelo telefone 51-
3359-8019 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
pelo telefone (51) 33597640, ou no 22 andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as
17h.
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Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para os

pesquisadores.
Com relagdo ao armazenamento das amostras bioldgicas:

() Aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

() Nao aceito que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

Nome do participante da pesquisa Assinatura
Nome do pesquisador que aplicou o Termo Assinatura
Local e Data:
Rubrica do participante Rubrica do pesquisador

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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Apéndice Il

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Responsaveis

Projeto GPPG 16-0447 — CAAE 59567916.0.0000.5327

Titulo do Projeto: “Avaliagdo da herdabilidade do comprimento telomérico e de

polimorfismos na via de p53 ao longo de quatro gerag¢des e sua influéncia na longevidade”.

A pessoa pela qual vocé é responsavel estd sendo convidada a participar de uma pesquisa
cujo objetivo é avaliar o efeito do ambiente no comprimento dos telomeros e em algumas
caracteristicas genéticas. Os teldmeros sdo estruturas presentes nas extremidades dos
cromossomos e estdo associadas ao envelhecimento da célula. Os cromossomos sdao formados de
genes, que constituem o material genético (também conhecido como DNA) e proteinas, estando
presentes em todas as células do nosso corpo. A ideia desta pesquisa é avaliar o comprimento dos
teldbmeros em diferentes geracdes de familias da cidade de Verandpolis, uma vez que essa
populacdo é conhecida por ter grande longevidade. Além dos teldbmeros, também serdo avaliadas
outras informacdes genéticas que podem estar associadas a ter uma vida mais longa. O estudo
esta sendo realizado pelo Laboratdrio de Pediatria Translacional localizado no Hospital de Clinicas

de Porto Alegre (HCPA), Porto Alegre-RS.

Se vocé aceitar que a pessoa pela qual vocé é responsavel participe da pesquisa, os
procedimentos envolvidos terdo uma duragdo total aproximada de 30-40 minutos e sdo os

seguintes:

- preenchimento de questiondrios a respeito de informagdes familiares, condigdes de vida
e saude, tais como: habito alimentar e de atividade fisica; histérico de doencas; condi¢des de

moradia; consumo de bebidas, medica¢des e uso de drogas.

- medida de peso (com o uso de roupas leves), medidas de altura, cintura e brago e da
quantidade de gordura do brago e das costas. A medida da quantidade de gordura é feita com um
aparelho que se assemelha a uma pinga, que ird segurar a pele do braco e das costas por alguns

segundos.
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- coleta de amostra de células da mucosa oral/saliva (revestimento da boca). Esta coleta
sera realizada através de um swab estéril (uma haste flexivel de algoddo, parecido com um
cotonete). O swab sera deslizado delicadamente pela pesquisadora sobre a superficie interna de
sua boca e, entdo, ele sera armazenado dentro de um tubo. Por meio desta amostra serd

realizada a extragao de DNA.

O material biolégico coletado sera armazenado de forma codificada. Apds a realizagdo das
analises previstas neste projeto, as amostras serdo armazenadas. Este material, além de ser
utilizado neste estudo, poderd ser utilizado em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste
caso, um novo projeto de pesquisa serd submetido para apreciacdo do Comité de Etica em

Pesquisa e devera ocorrer um novo consentimento para o uso do material.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na pesquisa sdo o tempo
necessario de resposta para o questiondrio e o desconforto na realizacdo das medidas corporais e
da coleta de saliva. Ndo sdo conhecidos riscos diretos pela participacdo na pesquisa. A pesquisa
ndo traz nenhum beneficio direto, mas pode contribuir para o aumento do conhecimento sobre a

longevidade e o desenvolvimento de doengas.

A participagdo na pesquisa é totalmente voluntdria, ou seja, ndao é obrigatdria. Caso vocé
decida ndo autorizar a participacdo, ou ainda, retirar a autorizacdo apds a assinatura desse Termo,
ndo haverd nenhum prejuizo ao atendimento que o participante da pesquisa recebe ou possa vir a

receber na instituicao.

N3o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participagdo na pesquisa e ndo havera

nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, o participante

recebera todo o atendimento necessdrio, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou seja,

0s nomes ndo aparecerao na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, poderd entrar em contato com o pesquisador responsavel
Marcelo Zubaran Goldani ou com a pesquisadora Mariana Bohns Michalowski, pelo telefone 51-

3359-8019 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
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pelo telefone (51) 33597640, ou no 22 andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as
17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu responsavel e

outra para os pesquisadores.

Com relacdo a amostra de DNA da pessoa pela qual é responsavel:
( ) Aceito armazenar a amostra para pesquisas futuras.

( ) Ndo aceito armazenar a amostra para pesquisas futuras.

Nome do participante da pesquisa Assinatura (se aplicdavel)
Nome do responsavel Assinatura
Nome do pesquisador que aplicou o Termo Assinatura
Local e Data:
Rubrica do responsavel Rubrica do pesquisador
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CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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9. Anexos

Heredograma Familia 1
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Heredograma Familia 2
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Heredograma Familia 3
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Heredograma Familia 8
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Heredograma Familia 11

55



0 0

00






