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RESUMO

ANALISE DO POLIMORFISMO P72R DO GENE TP53 E SUA POSSIVEL RELACAO COM A GEMELARIDADE

EmM CANDIDO GoODOI, RS.

O municipio de Candido Goddi, localizado no nomeeki Rio Grande do Sul, possui
um elevado indice de nascimentos gemelares, seremho fonte para estudos que buscam
entender os mecanismos que estdo envolvidos coen@mieno. O objetivo do presente
trabalho € comparar a frequéncia do polimorfism@RPdo gene TP53 em mulheres com e
sem histérico de nascimentos gemelares para, sévphsorrelacionar com o fenémeno da
gemelaridade em Candido Godoi. O DNA foi extraid® amostras de sangue e o
polimorfismo foi genotipado por PCR em tempo réakam genotipadas 42 mées de gémeos
e 101 maes de ndo gémeos. AplOs as andlises astatisti observada uma diferenca nas
frequéncias alélicas (p= 0,0006) e genotipicasQ@87) entre casos e controles. Quando a
analise foi feita controlando as mulheres pelo icwefte de consanguinidade (F), ndo se
obteve diferenca estatistica, porém vemos que lzétendéncia de mulheres com um F maior
possuirem o gendtipo CC. Como o alelo C é congidetan fator de risco para falha da
implantagdo do blastocisto, os resultados aqudobtioram o contrario do esperado. Maes de
gémeos possuem o alelo C em maior frequéncia daasjuedes controle. Uma explicacéo
para esse achado seria que, por ser um fator dsectigho para muitos genes, esse
polimorfismo esteja afetando outro gene do “camidhop53”, resultando nas frequéncias

“invertidas” que encontramos no presente trabalho.

Palavras-chave: gémeos, TP53, Candido Godoi, ganéimalise



ABSTRACT

ANALYSIS OF P72R POLIMORPHISM OG TP53 GENE AND YOUR POSSIBLE RELATIONSHIP WITH THE

TWINNING AT CANDIDO GODO, RS.

Candido Godoi, located in the northwest of Rio @eado Sul state, has a high note of
twin births, serving as a source for the studies #eeking to understand the mechanisms
involved in this phenomenon. The aim of this studgs to compare the frequency of
polymorphism P72R of TP53 gene in women with anthewit twin births historical to, if
possible, correlate with the twinning phenomeno@&mdido Godoi. The DNA was extracted
from blood samples and the polymorphism was gemuotyyy real time PCR. Were genotyped
42 mothers of twins and 101 mothers of singletéiter the statistical analysis was observed
a difference in the allele frequencies (p= 0,0081&) genotypic (p= 0,0007) among cases and
controls. When the analysis was done controllirgg wiomen by the inbreeding coefficient
(F), no statistical difference was obtained, butsge that there is a tendency for women with
a higher value of F possess the CC genotype. AS€thbele is considered a risk factor for
failure of blastocyst implantation, the resultsasbéd here were the opposite of the expected.
Twin mothers have the C allele in higher frequeti@n the control mothers. An explanation
for this discovery would be that, to be a trandwip factor for many genes, this
polymorphism may be affecting another gene in the pathway, resulting in the “reversed”

frequencies that we found in this study.

Key-words: twins, TP53, Candido Godoi, geneticslgsis
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“NOS, 0S ANIMAIS, SOMOS AS MAQUINAS MAIS COMPLICADAS E MAIS
PERFEITAMENTE ELABORADAS EM TODO O UNIVERSO CONHECIDO, SE
EXPUSERMOS A QUESTAO POR ESTE PRISMA, FICA DIFiCIL ENTENDER COMO
ALGUEM PODERIA DESEJAR ESTUDAR OUTRA COISA.”

Richard Dawkins em O Gene Egoista

1. INTRODUCAO
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7

A gemelaridade é um evento que nao pode ser ceoadmlecomum na biologia
humana, ja que esta é adaptada para acomodantgnta um Unico embrido e desenvolvé-lo.
Assim, o estudo genético sobre a gemelaridade teno dinalidade averiguar a influéncia

relativa do genaotipo e do meio ambiente sobre otipo “ter uma gestacdo gemelar”.

1.1. BIOLOGIA DA GEMELARIDADE

A formacao dos gémeos pode ser dada de dois mbapsd 1). Se no momento da
ovulacédo forem expelidos dois ovécitos, ao invésuge e se ambos forem fertilizados, os
zigotos dardo origem a um par de gémeos dizig6{io@3, possuindo genotipos diferentes
entre si, sendo considerados irmaos da mesma idademados também de fraternos. Por
serem oriundos de dois ovécitos fecundados porefgsrmatozoides diferentes, gémeos DZ
podem ser do mesmo sexo ou de sexos diferentese Naso a mae € responsavel pela
formacao dos gémeos, pois € ela que tem a casdici@rile estar ovulando nos dois ovarios
ao mesmo tempo. De forma geral as mulheres ovulaammé&s em um ovario e no més

seguinte em outro ovario (Beiguelman, 1995).

O outro modo de ocorréncia de gémeos € quando uimo (mgoto sofre
desenvolvimento irregular, originando dois ou niagsviduos com o mesmo genotipo, ja que
sdo oriundos de um udnico zigoto, sendo conhecidasoamonozigoticos (MZ). Estes séo
sempre do mesmo sexo, ja que sao frutos do mespeonestozoide, que define o sexo do
bebé, e do mesmo 6vulo (Beiguelman, 2008). Existanas formas possiveis de gémeos
monozigoticos, dependendo de quanto tempo apdsiledgdo o embrido se divide. Quando
esta divisdo ocorre logo apos a fertilizacdo osag@nserdo diamnidtico-dicoriénico, ou seja,
cada um tem seu proprio amnio (bolsa) e cériorcépitn), este fendmeno ocorre em torno de
8% das gestacdes gemelares. O tipo mais comumnaeogénonozigoticos, cerca de 75%, €
o diamnidtico-monocoriénico, em que a divisdo emidiria se da entre o quarto e o oitavo
dia apos a fertilizacdo, os embribes tem entdopsapria bolsa, mas dividem a mesma
placenta. E se o embrido se divide ap6s o oitagodédi sua fertilizacdo, é chamado de

monocoribnico-monoamnidtico, tendo a mesma bolsa enesma placenta. Este tipo
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corresponde a 1% dos casos e é 0 mais propensm@ica;des durante a gestacdo. Ha
também divisbes apos o0 12° dia, e estas poderdimnperfeitas, levando a malformacdes
estruturais, dando origem aos gémeos xifépagog(Benan, 2008).

Gémeos idénticos e gémeos fraternos

- = r ul
1 | |
/ \ Ji

= \\.._ 4

= =

Um tinico ovo fecundado se divide Dois 6vulos sao fecundados cada um por um
em duasJ::eluIas. espermatozéide, e comecam a se dividir.
.-'o.,'-f-' _.I
0 zigoto continua se dividindo e forma uma Os zigotos continuam se dividindo e formam duas
massa celular que se separa. massas de células independentes.
As duas massas celulares originam dois As duas massas de células originam dois gémeos
individuos idénticos. fraternos independentes,

Gémeos idénticos Gemeos fraternos

Figura 1. Formacao dos gémeos monozigoticos edieas (César e Sezar, 2007).

Gestacdes multiplas constituem um problema paridesem muitos niveis. Riscos
de malformacdes congénitas, morte ou restricdo rdscicento intra-uterino, sequelas
neurologicas, e nascimento prematuro sdo algumasindplicacbes adversas para esses
nascimentos multiplos. H& riscos maternos tambéis,domo os decorrentes de aborto ou

placentacdo anormal, diabetes gestacional, higEtearterial e anemia. (Kapoor e Pal,
2009).
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1.1.1. FORMACAO DE TERATOPAGOS

Como ja relatado acima, as gestacdes gemelaresngdas vezes complicadas e
podem causar danos ao feto e a mée, dentre esgeshdaa formacao de teratopagos, que sao
gémeos ligados por intermédio de uma estrutura ogngue permite comunicacdo dos
sistemas circulatérios dos gémeos. Também séo cduwsmde gémeos xifbpagos e mais
popularmente de gémeos siameses. Este fendbmence ogera separacdo do material
embrionario for incompleta durante a formacédo depamde gémeos monozigoticos. Estas
ligacbes entre os gémeos podem dar-se em diversdss pdo corpo dos individuos
(Beiguelman, 2008).

1.1.2. FETO PAPIRACEO

Em gestacdes mudltiplas, a morte intra-uterina de fato ocorre com bastante
frequéncia (Bernischk, 1993), mas a formac&do do fepiraceo ndo é comum, este é
consequéncia da morte e retencdo de um dos fetoa gravidez gemelar, e sua posterior
maceracdo e fibrose, com compressdo pelo outroefetalesenvolvimento (Figura 2). O
tecido da placenta correspondente € habitualmenterético e fibroso, embora em placentas
monocoribnicas possa ser mantido pela placentaédweg viavel, co-existindo com o feto

normal e saudavel (Gometal., 2007).

A incidéncia desta condicdo rara é de 1 em 12.5380scde gémeos (Abhigt al.,
2000). Estudos ultra-sonograficos indicam que rsugstacdes gemelares sdo convertidas no
inicio para gestacdo Unica. H4 casos em que opfgoaceo causa obstrucdo e expulsao
espontanea da placenta. Diagnostico pré-natal camme por ultra-som nem sempre €
possivel, mas este auxilia na avaliagdo dos ripapa a sobrevivéncia do feto, bem como

registro e documentacgéo deste raro fenomeno (Kbeegb, 2009).
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Figura 2. Feto papiraceo (Wikipédia Commons).

1.2. DISTINGUINDO OS TIPOS DE GEMEOS

O método mais preciso para se distinguir entreéosegs € através da similaridade,
onde os monozigoéticos possuem perfis de DNA idésti os dizig6ticos, diferentes. Pares
MZ sédo sempre concordantes a qualquer grupo sawdmmsistema ABO.

Nascimentos triplos, quadruplos e quintuplos sdmaaimais raros. No caso de
trigémeos estes podem ser trizigoticos (oriundostrée zigotos diferentes), dizigoticos
(oriundos de dois zigotos, um dos quais deu origeam par de gémeos monozigotico) e
monozigoticos (oriundos de um dnico zigoto). Exist® método chamado Método de
Weinberg que se baseia no fato de que gémeos tilizig&Gao metade das vezes de sexos
diferentes e metade de sexo igual. Assim, a fregaéte gémeos monozigoticos pode ser
estimada diminuindo-se do total o dobro do numergé&meos de sexos diferentes. Quando o
calculo foi utilizado, constatou-se algo muito retsante: a propor¢ao de gémeos idénticos é
mais ou menos uniforme em todos os continentedsegpécerca de 0,4%), enquanto o que

varia & a magnitude dos gémeos fraternos.

Frequéncia de dizigéticos = 2x frequéncia de gémeosle sexos opostos.

Frequéncia de monozigéticos = frequéncia de gémees$requéncia de dizigdticos.
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1.3. FREQUENCIA DE NASCIMENTOS GEMELARES

A frequéncia do nascimento de gémeos varia corsidenente em diferentes populacoes,
com valores que vao de 6 por mil recém-nascidadapdo (Imazium e Inouye, 1978j¢ 52 por
mil nascimentos na Nigéria (Nylander, 1964)incidéncia de gémeos monozigoticos € mais ou
menos constante, em torno de 3 a 4 por mil recé&uighas (Parisét al., 1981) e aumentam para o
dobro com o uso de técnicas de inducéo da ovulfidaokins e Saade, 2005).

Em paises da Europa Ocidental, as taxas de nasosngemelares aumentaram de 9 a 11
por mil em 1970 para 15 a 18 por mil em 2001. Dem® modo em Hong Kong, no Japao, e
Singapura a taxa de nascimento de gémeos aumentoa 6 por mil nascimentos em 1972 para 9
por 1000 nascimentos em 2001 (Blickstetial., 2005).

O aumento da utilizacao de tratamentos de fertibdéais como fertilizagam vitro (FIV),
injecdo intracitoplasmética de espermatozéide (JG8$eminacgédo artificial intra-uterina (1IU) e
inducdo da ovulacéo (Ol) sdo comumente citadas @mrincipal causa do aumento acentuado

dos nascimentos de gémeos nas duas ultimas déEadaset al., 2005).

A gemelaridade é considerada atualmente de caratkifatorial, e poucos estudos tém
explorado a forma como as influéncias genéticanl@emtais atuam sobre ela (Luu e Vohr, 2009).
Na década de 60, foi sugerido que a gemelariddueretitaria e transmitida apenas através da
linhagem feminina, porém aplicada apenas aos gémiea@gticos, e provavelmente recessiva
(White e Wyshak, 1964; Wyshak e White, 1965). Anmte, h4 um consenso de que
gemelaridade dizigdtica é um traco expresso nagdjein materna, mas que pode ser herdado tanto

pelo lado materno como paterno (Hoekstral., 2008).

1.3.1. FATORES AMBIENTAIS

Gémeos dizigoticos parecem estar mais sob inflaéheifatores ambientais do que os
monozigoticos. Entre os fatores destacam-se ragalei materna, uso de hormdnios, a
suplementacdo de acido fdlico, e estado nutricionaterno (Hankins e Saade, 2005).

A idade materna esta correlacionada comascimento de gémeos dizigéticos, a
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frequéncia de nascimentos gemelares aumenta dadadeeaté os 37 anos, pois nesta idade
ha um esgotamento folicular ovariano. Ja mées ma¥&s tém uma maior estimulacao
hormonal, que é determinada pelos niveis de howrticulo estimulante (FSH). Aumento
da paridade também é uma forte influéncia no fem@n{elankins e Saade, 2005). Mesmo
com a idade materna e paridade estando altamentelaoionados, os efeitos sao
independentes (Bulmer, 1970). O aumento do useéatecis de ovulacdo tem sido um fator
crucial no aumento de nascimentos gemelares, nmaés wez dizigoticos, mas ha também
formacdo de gémeos monozigoéticos, pois tem aumengadproporcdo de blastocistos

transferidos durante a fertilizac#wovitro.

A composicado corporal também foi apontada como w@borfde influéncia da
gemelaridade. Para mulheres altas (164 cm ou naisisco relativo de ter gémeos se
mostrou de 1,5 a 2,0 vezes superiores do que elmenagl mais baixas (155 cm como média
de estatura) (Nylander, 1981). Mulheres com IMGlii@ de massa corporal) inferior a 20
foram associadas com uma probabilidade menor déllies gémeos se comparadas com
mulheres com IMC de 30 ou mais (Bassal., 2004).

Alguns estudos relacionam o tabagismo (Morales€gudarela et al., 2007),
variacbes sazonais (Eriksson e Fellman, 2000), des@anticoncepcionais (Macouet al.,
1982) e uso do acido félico (Lumley al., 2001) com um aumento da gemelaridade. Porém
outros trabalhos ndo obtiveram os mesmo resultédalden, 1998; Kriegerett al., 1996;
Murphyet al., 1989; Berry e Kihlberg, 2005).

A qualidade do sémen (concentracéo, mobilidgoereentagem de espermatozoides
com morfologia normal) também parece influenciagemelaridade. Foi demonstrado que
pais de gémeos, tanto MZ quanto DZ, apresentaraanmethor qualidade do sémen quando

comparados com o grupo controle (Asklahdl., 2007).

Atualmente, a crescente procura por clinicas déifacdo assistida tem levado a um
aumento no namero de nascimentos de gémeos daigdtos paises desenvolvidos, uma vez
que essas técnicas se baseiam na inducédo da avelag#plantacdo de multiplos embrides
(Fauseet al., 2005).
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1.3.2. FATORES GENETICOS

A gestacdo gemelar € um fenbmeno que atrai a atahedpesquisadores desde o
comeco do século XX. Weinberg, em 1901, sugeriu gueeranca da gemelaridade é
dizigética e restrita a linhagem feminina (Hoeksttaal., 2008). Em 1934, Greunlich
contestou com a descoberta de que o lado patean@@importante quanto o lado materno
na determinacao da taxa de gémeos em irméos de p#iss de gémeos. Mais tarde, Wyshak
e White ao analisar a heranca dos gémeos usandas adidos a partir de arquivos de
genealogia d&ociedade da Igreja Mormon, em Salt Lake City, koram que a heranca de
gémeos dizigbticos é determinada por genes reosssilimitada ao sexo feminino (White e
Wyshak, 1964; Wyshak e White, 1965). Um estudoizadb por Bulmer (1970) apdia os
resultados de White e Wyshak, mostrando que ojgarelas maes de gémeos apresentam
taxas significativamente maiores de nascimentosetgges do que outros membros da
familia. Neste estudo, a probabilidade de concetrvegémeo foi 1,7 vezes maior em parentes
do sexo feminino do que em parentes do sexo mascii autor mostrou que o risco de ter
um gémeo dizigotico é 2,5 vezes maior que a taxgédeeos na populacdo em geral para as
mulheres com uma irma com gémeos dizigoéticos. Bstua Italia relataram um significante
aumento na taxa de nascimentos gemelares em mareaternos e algumas evidéncias para
um aumento entre parentes paternos de gémeos tdiagyParisiet al., 1983). Mais
recentemente, Meulemans e colegas (1996) inveastigaa heranca da gemelaridade
dizigética em 1.422 familias holandesas e relatagum o fendtipo de "ter gémeos
dizig6ticos" é consistente com uma herancga autassddominante de modelo monogénico.
Essa constatacao significa que o fenétipo de daz gémeos € expresso em mulheres, mas

pode ser herdada de ambos os lados, maternalraglate

Estudos genéticos tém comecado a identificargyeardidatos para o fendétipo “ser
mae de gémeos”. Genes da rota controladora daajiifgeracdo e de atividade de FSH séo
bons candidatos para o aumento da frequéncia deagédizigéticos, pois 0 nascimento de
gémeos DZ depende da ocorréncia de poliovulacde, dgpende do nivel de horménio
foliculo-estimulante (FSH), e este por sua vez dépeale causas genéticas, sendo mais alto
em mulheres com ancestralidade africana do queuenpeus e seus descendentes (Nylander,
1981). Um grupo de pesquisadores achou associagito/a entre duas variantes desse gene

e a gestacdo de gémeos DZ; essas variantes tomnariaceptor do FSH mais sensivel ao
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horménio FSH (Al-Hendt al., 2000). Porém, outros pesquisadores ndo encamtiggacao
entre essas variantes e a gemelaridade DZ (Montgaha ., 2003; Deronet al., 2006).

Dois estudos analisaram toda a sequéncia do genéatdo de crescimento e
diferenciacéo 9 (GDF9), expresso nos ovocitos hasiaa identificaram algumas variantes
significativamente mais comuns em maes de gémeosddparado com 0 grupo controle,
porém sdo variantes raras e precisam de mais adsslfpara consolidar essa associacao.
(Montgomeryet al., 2004; Palmeet al., 2006).

Um estudo demonstrou que mulheres que possuenpalaterminador da deficiéncia
de metilenotetra hidrofolato redutase (gene MTHRE&h menor probabilidade de gerar
gémeos dizigoticos (Hasbargest al., 2000). A deficiéncia de MTHFR é responsavel pela
baixa producdo de 5-metiltetra-hidrofolato e elé@wagda concentracdo plasmatica de
homocisteina, assim o alelo que causa essa deigidiminui a probabilidade de gestacéo
gemelar. Individuos heterozigotos e homozigotoa pamutacdo estariam, de certa maneira,
“protegidos” contra gestagcoes gemelares. Um thabpbsterior ndo achou associagédo dessa
mutacdo com gestacgdes dizigoticas (Montgoreed)., 2003).

Uma maior compreensdo das causas adeémeados gemelares pode fornecer
novas hipoteses sobre os mecanismos que influereifartilidade. Estudos testes de genes
candidatos a gemelaridade em diferentes populacéagsocura por outros genes candidatos é

necessaria.

1.4. CANDIDO GODOI E A GEMELARIDADE

A cidade de Candido Godoi (CG) (latitude 27°57'0atigitude 54°45'07"), com
aproximadamente 6.000 habitantes, esta localizadsanoeste do Rio Grande do Sul e €
conhecida como a “Cidade dos Gémeos”, devido asaltas taxas de nascimentos duplos e a
alta recorréncia dentro das familias. Em um levaatdo feito a partir do Datasus do
Ministério da Saude do Brasil (www.datasus.govémjre os anos de 1994 a 2006, foi
observado que CG apresenta taxa meédia de nascengetoelares maior que a média
nacional que € 1,63%, ficando acima de 2%. Paatiménte um distrito de CG conhecido

como Linha Sao Pedro (Figura 3), povoada basicanmort descendentes de alemaes que ali
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se estabeleceram no inicio do século XX, apregmetzaléncias de até 10% de gemelaridade
(Matteet al., 1996).

Figura 3. Linha S&o Red

Existem algumas hipoteses acerca da gemelaridadeGsncomo a mais controversa
gue liga o fenbmeno da gemelaridade a supostosimeeos do médico nazista Joseph
Mengele em mulheres da cidade e também em aninaéntd a década de 1960, ou a
hip6tese da “agua da fertilidade”, aonde as muthque bebem a agua da fonte da Linha Sao
Pedro (Figura 4) tém mais nascimentos gemelaresénRonenhuma delas possui
embasamento cientifictilma hipotese alternativa para a alta taxa de nastos gemelares
esta relacionada a um efeito fundador decorrenteoltmizacdo de CG por poucas familias
de imigrantes alemaes no inicio do século XX.

Foram levantados os registros de batismo de 13agjes multiplas ocorridas desde
1927 (129 duplas e 2 triplas), aonde se observapor@ntagem significativa deste registro
de gémeos (40%) sao de familias que moram natdiste Linha Sado Pedro (Tagliani-
Ribeiroet al., dados n&o publicados).

Como esta populagédo tem se mantido com tamanheegdbaseada em propriedades
rurais de agricultura e pecuaria de pequeno podm pouca entrada de outras familias
posteriormente a sua colonizagao inicial e devidticarecorréncia de nascimentos gemelares
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nos nucleos familiares do municipio, a andlise gegamé&m algumas familias pode permitir a
elucidacdo de mecanismos genéticos ainda pouc@ciolals na etiologia da gemelaridade em

humanos.

Figura 4. Fonte situada em Linha S&o Pedro, coda@amo “fonte da fertilidade”

1.5. GENE TP53

Encontra-se situado no brago curto do cromossom¢l7@13.1), tendo como seu
produto de transcricdo uma fosfoproteina nucleas3&iloDaltons (kDa), denominando-se
assim em consequéncia do seu peso molecular. Essepgssui 20 Kb e € composto por 11
éxons, sendo o primeiro ndo-codificante, e altameonservado, apresentando homologia
estrutural entre diferentes espécies (Almeida, 1999

A proteina p53 é constituida por 393 aminoacidossu extensdo, apresentando
guatro regides com funcdes distintas, chamadasmiosnda proteina (Klumét al., 2002).0
gene TP53 desempenha um papel crucial na manutencdo dailidstéd gendmica e
prevencdo de tumores (Hiial., 2008), € o gene mais frequentemente mutado erorés
humanos, mais de 50% dos tumores séo causado® @dewidtacdes no geil@53.

A perda da funcdo da proteina p53 pode ocorrerspséguintes situacbes: por
alteracdo genética; por interacdo da proteina b3 proteinas virais; e por interacdo da
proteina p53 com outras proteinas regulatoriasao celular. Mutacdo pontual é a troca de
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um nucleotideo, e € o tipo de mutacdo do geEPES mais frequentemente encontrado nas
neoplasias. Essas mutacdes ocorrem principalmatre @ cédons 120 e 290, situados entre
os éxons 5 e 9, considerados sitios preferencéaiscdrréncia de mutagdes, e resultam na

transcricdo de uma proteina ndo funcional (Klwetrdd., 2002).

1.5.1. O GENE TP53 E A FERTILIDADE

A implantacdo é uma etapa critica no desenvolvimentbrionario dos mamiferos,
durante ao qual o blastocisto estabelece umatesiné@racdo com os tecidos do Utero, o que
leva a formacéo da placenta para sustentar o grestd e o desenvolvimento do feto. Em
muitas espécies de mamiferos, incluindo ratos eahos) ha um aumento da expressdo da
proteina LIF (fator inibidor de leucemia) no Utegage € regulada pelo estrogénio e pelo gene

TP53, e € coincidente com o inicio da implantacéo (Ketraj., 2009).

Altamente expressa nas glandulas endometriaisptaipa LIF é secretada no limen
uterino e se liga a receptores na superficie datasédo epitélio, preparando o Utero para
estar receptivo a implantacdo do blastocisto. Nibaixos de LIF em ratos fazem com que
estes tenham uma reproducéo defeituosa, impotailgib a implantacédo do blastocisto, que
pode ser suprido pela injecdo de LIF na fase ddaimgcédo (o % dia de gestacdo em
camundongos) (Chee al., 2000). Da mesma forma, por p53 ser um fatorraestricao
envolvido na regulacdo do gene LIF, camundongos ciweis baixos da proteina p53 tém
uma implantacdo prejudicada, especialmente nooinda implantacdo, quando niveis
suficientes da proteina LIF sdo cruciais para dantpcdo do blastocisto. Administrar a LIF
no 4 ° dia de gestacdo em ratos sem a expresgaotda p53 aumenta significativamente a

sua fertilidade e melhora a implantacéo do blasto¢Huet al., 2007).

A familia de genesIP53 (p53, p63 e p73) é conservada em escalas de tempo
evolutiva. Embora as funcbes do gene p53 e sua&ipeoicomo um supressor do tumor
tenham sido firmemente estabelecidas, as priméairagHes dos genes da famili@53 em
vermes e moscas foi a de garantir a integridadikdeledade do processo de desenvolvimento
(Hu, 2009. Nos vertebrados, a familia de gerié®%3 retém essa fungdo de integridade do
processo de desenvolvimento, mas tem outras fungdesrtantes na regulacdo da

reproducdo. A perda dos gen&R53, p63, ou p73 em camundongos fémeas, leva a uma
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diminuicao significativa da fertilidade, o produdo genelP53 regula a reproducdo materna
na fase de implantacdo do embrido @wal., 2007; Huet al., 2008) e os genes p63 e p73
desempenham um papel importante no controle dadgdel gendmica dos ovdcitos (Kurita
et al., 2005).

1.5.2. POLIMORFISMO P72R

A medida que as sequéncias nucleotidicas do genobumaano foram sendo
desvendadas, uma constatacdo evidente foi a ddegrarmero de variacdes encontradas ao
se comparar segmentos correspondentes do genotas.riistacdes quando ocorrem a cada
600 bases, em média, sdo denominadas polimorfisieoaucleotideos Unicos ou SNPs
(Sngle Nucleotids Polimorphisms) e correspondem a posi¢gdes em que existe umadaitsa
dos nucleotideos em uma frequéncia alélica miniemd%. Quando mutacbes ocorrem em
células germinativas e séo transmitidas as gerdgtigas e fixando-se na populacdo em uma
frequéncia minima de 1%, passam a ser denominaglgmwldnorfismo (Hahn e Weiberg,
2002).

Variacdes genéticas de p53, em particular do cotbmpresentam relacdo com a
fertilidade (Kanget al., 2009). Neste cdédon, a substituicio de um nudeotresulta na
presenca de arginina (CGC) ou prolina (CCC) naé&sgja do aminoacido. A mudanca de
aminoacido afeta propriedades bioguimicas e fumaisoda proteina p53. A variante prolina é
um ativador transcricional mais forte, enquantoadante arginina € um maior indutor de

apoptose (Ammendokt al., 2008).

Kang e colaboradores (2009) observaram que o BIiék que € um fator de risco
para a falha da implantacdo do blastocisto, € moitds frequente em mulheres que
recorreram a clinicas de tratamento para fertibddd que o alelo R72, e especialmente
qguando estas mulheres eram menores de 35 angpd&iantes com idade superior a 35 anos
ndo parecem ser influenciadas pelos niveis derh#s, sim por aneuploidias. Em células com
o alelo P72 os niveis de LIF sado significantememdés baixos, cerca de duas vezes menor do
que em células com o alelo R72, o que pode comtripara o aumento das falhas da

implantacéo e o decréscimo da fertilidade assosiadm o alelo P72. Foi mostrado também
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que a taxa de implantacdo é significativamente mane pacientes homozigotos para P72
(19%) em comparacédo com pacientes portadores dempios um alelo do R72 (42%) (P=

0,0028) (Hu, 2009). Outros polimorfismos de baseal(SNP) em outros genes da rota da
TP53 também apresentaram relagdo com mulheresteisféAssim, parece haver uma

associacao desses SNl e nucleotide polymorphisms) na rota daP53 com a fertilidade

humana.

Ha diferencas significativas nas frequéncias aslico codon 72 entre os individuos
de diferentes origens étnicas. A frequéncia dooaRl2 é de aproximadamente 60% em
Africanos e de 30 a 35% em europeus e seus destead®eckmaret al., 1994).Além
disso, a frequéncia do alelo P72 estd estreitamiégaela a latitude, h4 aumento nas
populacdes que apresentam este alelo quanto mdd gee linha do equador elas estao
(Sjalandert al.,1995).

As funcdes gerais da familia de produtos do gerte b reproducéo, fertilidade,
cancer e tempo de vida mostram uma pleiotropia eabpa, em que 0s mesmos alelos sdo
selecionados para uma reproducédo 6tima e prevelecéancer, fornecendo um bom exemplo
de pleiotropia antagbnica, quando os fendétiposteneaso, da fertilidade e da vida sao
comparados. Esta observacdo sugere que o polimorfdo codon 72 é evolutivamente
equilibrado e mantido por selecdo natural influedai por fatores geograficos, como a
temperatura ou a luz solar ou doencas infecci@assomparacdo com o DNA do chimpanzé
€ evidente que o alelo P72 é o alelo mais anceattslmente presente em uma frequéncia

maior na Africa, enquanto o R72 alelo surgiu maide, em ceuropeus e asiaticos (Hu, 2009).
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2. OBJETIVOS

Por ndo existir trabalhos relacionandd@Rb3 com a gemelaridade e considerando a
hipotese de um efeito fundador, aonde os fatoreétiges envolvidos acabaram tornando-se
prevalentes pelo consideravel grau de consangdi@jda presente trabalho possui como
objetivo comparar a frequéncia do polimorfismo P@RyenelP53 em mulheres com e sem

nascimentos gemelares para, se possivel, cormetacicom a gemelaridade de Candido

Godoi.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRA

Foram realizadas trés saidas de campo no munaépi@andido Goddi, uma em 2009
e duas em 2010. Essas visitas tiveram como objetiapresentacdo do grupo de pesquisa
para a comunidade, coleta de material e a reabzdedum questionario (Anexo 1) sobre
dados ambientais e histérico de gémeos na familia.

A amostra de mulheres analisadas para o gene emoesé constitui de maes de
gémeos e maes controle, residentes da cidade akdGdnodoi. As amostras de sangue para
extracdo de DNA foram coletadas apés aprovacaaajetp no comité de ética e pesquisa do
Hospital de Cinicas de Porto Alegre (registro re088) com termo de consentimento livre e
esclarecido (Anexo 2). Foi realizada uma amostraatweniéncia, onde todas as maes de
gémeos que ainda vivem e moram na regiao e quemaram em participar do estudo foram
incluidas. O grupo controle é constituido por nde§lhos ndo-gémeos. Foram coletadas, no
total, amostras de 143 mulheres, sendo 42 maeérdecs e 101 controles. Para célculos de
tamanho amostral foram utilizadas as frequénciaggé dos polimorfismos na populacdo em
geral, encontradas na literatura (Kast@l., 2009). Com base nestas frequéncias, a amostra
descrita acima permite a deteccdo de um @Mas(ratio) de 2,5 (confianca de 95% e poder de

80%) para o polimorfismo do gein@53.

3.2. EXTRACAO, ELETROFORESE, QUANTIFICACAO E DILUICAO DO
DNA

Os seguintes passos foram seguidos:
- Extracdo do DNA,;

- Eletroforese em gel de agarose;

- Quantificacdo do DNA;

- Diluicdo do DNA;
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- Genotipagem através do PCR em tempo realt(mePCR);

- Andlise dos dados.

A extracdo de DNA foi feita de acordo com o protocdescrito em Lahiri e
Nurnberger, Jr. (1991) e posteriormente verificada um gel de agarose. Logo apés, as
amostras foram quantificadas utilizando o equipamétanoDrop2000 para entdo serem

diluidas a uma concentracdo de 20ng/uL.

3.3. DETECCAO DO POLIMORFISMO

O polimorfismo P72R do gern@53 foi genotipado por PCR em tempo raa&h(-time
PCR).

A reacdo de PCR em tempo real foi conduzida em piacza de 96 pocos, em um
volume total de 8ul contendo 20ng de DNA genbmico, o tampBaMan Genotyping
Master Mix 1x (Applied Biosystems) e a sonda com @smers especificos para o

polimorfismo contidos no @&tom TagMan Genotyping Assay 1x :

AGGAGCTGCTGGTGCAGGGGCCACG[C/G]JGGGGAGCAGCCTCTGGCATTCTGGG (rs1042522).

Aonde C tem a fluorescéncia VIC e G a FAM.

As placas foram entdo colocadas em um termociclpdoa PCR em tempo real
(StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems) e aquecidatQmoin a 95°C, seguidos por 40
ciclos de 95°C por 15s e 63°C por 1min. Os resafiddram entdo analisados no software

System Sequence Detection v.1.4 (Applied Biosystems).

Figuras 6, 7 e 8 mostram a forma de apresentacfioedaltados da PCR em tempo
real (StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems) pelawvamtSystem Sequence Detection
v.1.4 (Applied Biosystems).
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Amplification Plot

1,50 -
125 -
1,00 -
D.75 S
0,50 - 2

0,25 - ,,f’,ff/

D00

ARR

2 4 6 & 9 12 14 18 18 20 22 24 XN 2 30 B 3 M M o4 L2 M
Cycle

| GlkNcl  [lxEe

[ Legend
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Figura 8. Amplificacdo GG.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Primeiramente foram calculadas as frequéncias g&rmécgenotipicas separadamente
dos casos e dos controles e avaliado se as amesttasgam em Equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Foram realizadas comparacbes das frequéncias asléditravés do teste do Qui-
Quadrado. A comparacao das frequéncias genotifocas feitas através do Teste-G, Qui-

guadrado ou Exato de Fisher, de acordo com o mdiisaido para cada célculo.

Devido a Candido Goddi ser uma cidade pequena,amuniulheres “controle”
apresentavam, ao menos, um caso de gémeos naafaksim foi feita uma analise levando
em consideracdo o coeficiente de parentesco (Byéstrdo Teste U de Wilcoxon Mann
Whitney. O valor F de uma mulher controle foi céddo de acordo com o grau de parentesco
entre a mesma e a mae de gémeos mais proxima déafasendo F=0 quando ndo era

relatado casos de mae de gémeos ou quando hawadeagémeos somente pela parte
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paterna. JA4 as mulheres casos, por serem maesn@g®@g&ém o seu F=1. Neste exemplo
(Figura 5), a controle possui tias maternas génoeaseja, a sua avo é mae de gémeos, entao
o F é igual a %2 x ¥ sendo 0,25. Este calculo eateadulo na distancia de geracoes,
multiplicando ¥z por si mesmo tantas vezes quami@sf os degraus percorridos na distancia
das geracdes. Tios e tias, sobrinhos e sobrinkiés, eanetos e meios-irméos e meias-irmas
sao intermediarios, com um parentesco de 0,25 (DawH976). O objetivo do teste foi
analisar se algum genotipo estd mais relacionadoa@éendtipo “mae de gémeos”, ou seja,

com mulheres com o coeficiente de consanguinidaais afto.

./'-'\_
( —
\_/

Figura 5. Exemplificagde heredograma

Todos os testes estatisticos foram calculados asangrograma Bioestat 5.0. e

adotado o valor de p= 0,05 para limite de signiftta.
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4. RESULTADOS

Tanto na amostra de casos como de controles, astiges estdo distribuidos de
acordo com a forma esperada, no equilibrio (p=MM&1Lp= 0,6342, respectivamente) (Tabela
1 e 2). As frequéncias alélicas néo se diferentiatas encontradas na literatura (p= 0,1084).

Tabela 1. Teste para Equilibrio de Hardy-Weinben@ @ amostra de casos.

Observado Esperado

GG 19 18.6667

GC 18 18.6667

CcC 5 4.6667
Qui-Quadrado  0.0536

(p) 0.8170

Tabela 2. Teste para Equilibrio de Hardy-Weinbem@@ amostra de controles.

Observado Esperado

GG 73 72.3787

GC 25 26.2426

CcC 3 2.3787
Qui-Quadrado  0.2264

(p) 0.6342

De acordo com o teste do Qui-quadrado, ha difererags frequéncias alélicas entre
casos e controles (p<0,0001) (Tabela 3). As frecjaéngenotipicas também diferem entre

casos e controles, independente do modelo de leeassgmido (Tabela 4).

Tabela 3. Teste do Qui-quadrado para frequénaciisas.

Casos Controles (p)
G 56 (67%) 171 (85%) 0.0006
C 28 (33%) 24 (15%)
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Tabela 4. Comparacao das frequéncias genotipicas.

Casos Controles  Pvalue
Gendtipo
Modelo Co-dominante
Arg-Arg (GG) 45% (19) 72% (73)
Arg-Pro (GC) 43% (18) 25% (25) 0,007 *
Pro-Pro (CC) 12% (5) 3% (3)
Modelo recessivo @
Pro-Pro (CC) 12% (5) 3% (3) 0,048
Arg-Arg + Arg-Pro(GG+GC) 88% (37) 97% (98)
Modelo dominante ©®
Arg-Pro + Pro-Pro (GC+CC)  55% (23) 28% (28)  0,0021
Arg-Arg (GG) 45% (19) 72% (73)

* P Williams." Teste-G® Teste Exato de Fishér. Qui-quadrado.

Por outro lado, o teste controladio peeficiente de consanguinidade (F) (Tabela 5)

mulheres mais aparentadas com mées de gémeogngsse

nao apresentou diferenca estatistica (p= 0,1008)en® o gendtipo CC apresenta uma
mediana maior, ou seja, mulheres CC apresentamoefitiente de consanguinidade maior,
sendo o contrario do que a literatura sugere. €oo gendtipo CC mais fortemente ligado a
falhas de implantacdo do blastocisto, esperavaisenquvesse mais maes “controles” com
esse genotipo, consequentemente a mediana sesdaneh, e 0s outros gendtipos (GG+GC)

apresentariam uma mediana maior, ou seja, haverimaior nimero de maes de gémeos e

Tabela 5. Comparacédo dos gendtipos em relacéo ao F.

Resultado GG+GC CcC
Tamanho da amostra 135 8
Mediana 0.25 1.00

p-valor (bilateral) 0.1005
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5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

A literatura consultada nos traz que linparfismo no cédon 72, que codifica arginina
(CGC) ou prolina (CCC), é responsavel por diminoigas niveis de LIF e assim, possivel
falha da implantagédo do blastocisto quando apradema forma CCC, polimorfismo P72.
Este polimorfismo é mais frequente em mulherespqoeuram clinicas de tratamento para
engravidar (Kangt al., 2009).

Sendo assim, o alelo C, por ser caracterizado caialw fraco”, sendo mais dificil a
implantacdo do blastocisto em mulheres que pos®&sse alelo, o resultado esperado neste
trabalho seria que maes de gémeos apresentasdelm 6 am menor frequéncia, ja que estas
possuem perfeita implantagdo do blastocisto quersiasa gestacdo gemelar, se comparadas
com as maes controles que ndao possuem filhos gémassao contrario do esperado, as
maes de gémeos apresentaram este alelo em maoéri@a do que as méaes controle e nem

por apresentarem este resultado estas méaes pofshasina implantacao.

Para analisar a influéncia relativa do polimorfisRit2R do gen&P53, Kang (2009)
utilizou como caso mulheres que procuraram clinagratamento para fertilidade, FIV
(fertilizacdo in vitro) pacientes, e obteve significativa diferenca erft® pacientes e

controles (Tabela 6).

Os casos utilizados por Kang e os utilizados nestigdo sdo muito diferentes, ja que
Kang utilizou mulheres inférteis e este trabalhibzou maes de gémeos, que sao férteis e nao
“deveriam” apresentar o alelo C, gendétipos GC e&maior frequéncia (Tabela 6), como o

observado.

Tabela 6. Comparacao entre resultados obtidosabaltro com os obtidos por Kang (2009).

Controles* Casos* Controles Casos
GG 710 (60.6%) 121 (44.5%) 73 (72%) 19 (45%)
GC 392 (33.4%) 122 (44.8%) 25 (25%) 18 (43%)
CcC 70 (6.0%) 29 (10.7%) 3 (3%) 5 (12%)
*Resultados obtidos por Kang (2009).
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Apesar de ndo possuir uma significancia estatjstiteste levando em conta o grau de
parentesco das mulheres com mées de gémeos apraserigrupamento de mulheres com
um F maior (mediana 1.00) com o genétipo CC, edbenes com menor grau de parentesco
com maes de gémeos (mediana 0.25), apresentarammammfrequéncia os genoétipos GG e
GC.

Uma explicacdo para esse achado seria que, pannsdator de transcricdo para
muitos genes, como Mdm2, Mdm4 e Hausp @dal., 2008), o polimorfismo P72R esteja
afetando outro gene da rota d#®53. Resultando assim, nas frequencias “invertidas”
encontradas no presente trabalho, diferentes gesaglas para maes de gémeos, que seria

menor frequéncia do alelo C (polimorfismo P72).

Como outros polimorfismos em outros genes da ratdRb3 também apresentaram
relacdo com a fertilidade humana (Hu, 2009), p6B78 que desempenham um papel
importante no controle da qualidade gendmica dasciths (Kuritaet al., 2005), estes
estariam de alguma forma atuando na expresséo loooplismo P72. Porém, mais estudos
sdo necessarios. Compreender os papéis de gemdgidos na fertilidade e desenvolvimento

podera abrir novas perspectivas para a compreeiasgemelaridade.
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7. ANEXOS

ANEXO 1

PRO

TOCOLO DE ESTUDO - versdo 2009 GEMEOS

Entrevista fi Preenchida por:

Data

OBS

: Hora:

. Esta ficha ser& preenchida para cada famitiegaso indice serd a mulher (mae) da

casa.

©NOoOREW

1. Nome:
2.

Sobrenomes:

CASADA
SOLTEIRA

Endereco:

Coordenada GPS:

Sexo:

Data Nascimento:

Tem irméo(a) gémeo?

Em caso positivo nome e sexo:

9

. Onde moram (colocar cidade e enderego)?

10.Tem outros irm&aos nao gémeos?

E

m caso positivo nome, sexo, data de nascimentdereco de cada um:
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OBS: Algum destes irméos € gémeo de outro irma® Bew caso positivo, marcar 0s
irmaos gémeos.

Tem outros familiares em primeiro ou segundo g&uaeaps (pais, tios, primos, sobrinhos
gémeos?) (Heredograma 1 no verso)

11.Seu conjuge tem irmaos gémeos ou outro parenteaydaniamilia? (Heredograma 2
no verso).

Se sim, nome e endereco dos irmdos ou parentesidoaido que Sdo gémeos.

12.A sra teve filhos gémeos? (heredograma 3 no verso)

13.Em caso positivo, nome, sexo e data de nascimestdereco de cada um.

14.Teve outros filhos ndo gémeos? Quantos?

15.Em caso positivo, nome, sexo, data de nascimeatalereco de cada um.

16.S&o0 todos saudaveis ou hd algum com problemas?

17.Em caso de problemas na prole, especificar qual.

18.Teve gestacdes que terminaram em abortamento iooontats?

19.Em caso positivo, colocar ano em que ocorreu aapeibm guantos meses de
gravidez.

20.Todos seus filhos sdo do mesmo conjuge?

21.Em caso negativo esclarecer quais gestacdes sdoadantonjuge. Este conjuge
prévio tem historia de gémeos na familia (heredugrd — conjuge anterior)

22.Qual a sua profissédo (ocupacgao)?
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23.Endereco do trabalho:

24.Qual a ocupacao de seu conjuge?

25.Bebe agua da Corsan, poc¢o ou outra fonte? Locatizag

26. Bebe leite com que frequéncia? Que leite (caiximhea em casa, fornecedor de
leite).

27.Tem vaca leiteira em casa? Ordenha? Usa medicasneoscanimais?

28.Durante a gravidez, lembra-se se tomava leite?tiQo@ Com que freqiiéncia?

29.A sua dieta é principalmente vegetariana ou costomeer carne? Quantas vezes por
semana?

30.E durante a gravidez?

31.0nde nasceram seus av6s? Colocar a localidadal@idnde nasceram se souber.

32.E parente de seu cénjuge? Em que grau?

33.0utros familiares com problemas de nascimento mdite?

34.A senhora, seu marido ou algum familiar em primgnau seu tem ou teve cancer?
Sabe dizer que tipo de cancer?

35.0utras observacoes:
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PARTE A SER PREENCHIDA PARA AS FAMILIAS COM GEMEOS
Evolucéo dos gémeos:

Placenta:

Data Nascimento Mae:

Altura da méae:

Uso de anticoncepcional: Periodo:
Tratamento para engravidar: Epoca:
Uso de medicamentos ou inje¢Oes antes ou durgrtvigez: Por qual razéo?

Uso de acido folico ou vitaminas antes e no peramlengravidar?

Concordancia para canhoto/destro
tendéncia a engordar

temperamento
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos estudando fatores que podem estar eneslvid alto nimero de gémeos
observado no municipio de Céandido Goddi, RS. Pssa vamos investigar desde dados
geoldgicos (como composicdo da agua e dos soléshatdres bioldgicos (como niveis de
horménios e fatores genéticos). Também vamos analss historias das familias com e sem
gémeos do municipio. Para isso precisaremos realina entrevista com perguntas sobre a
histéria da sua familia e se existem gémeos netguptar sobre algumas situacdes de saude
gue podem estar relacionadas ao nascimento de gémsaetar amostras de sangue saliva.
Também precisamos coletar amostras de agua e dadaatua casa. Além disso, se vocé
autorizar, iremos consultar seus registros médoo$ospitais ou postos de saude para obter
informacdes sobre seu parto e/ou de seus filhostaBamos de pedir a sua autorizagédo para
realizar estes procedimentos. Algumas pessoas pposarir participar de apenas uma etapa
da pesquisa e nao de outras, sem que isso sejmpedimento. O material coletado sera
utilizado Unica e exclusivamente para fins do poope pesquisa, isto é para a pesquisa de
fatores envolvidos no nascimento de gémeos, seadantido o sigilo das informacdes
obtidas. A coleta de sangue sera feita com um peqfweo na ponta do dedo, que pode
causar dor no local. As analises dos fatores hiod8gsera feita no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre e na Universidade Federal do Rio GeatwlSul e as anélises de agua e solo na
Unisinos, sem nenhum custo para os participantsspé&squisadores responsaveis pelo
projeto sdo a Profa. Lavinia Schuler-Faccini (504228011) e a bidloga Ursula Matte (51-
2101- 8838), que poderdo ser contatadas em cagovitias, assim como o Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Al€gie2101-8304). Ao participar deste
projeto vocé tem o direito de receber resposta aqgar pergunta ou esclarecimento a
qualquer duvida a cerca da pesquisa. Também tendéide de ndo participar do estudo ou de

mudar de idéia mesmo depois de ter concordado.

Pagina 1 de 2
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Coleta de dados aspectos ambientais

U Dados ja coletados nesta propriedade.

O Dados néo serdo coletados nesta propriedade.

O Concordo em que sejam coletadas amostras de &gla@a minha propriedade.

O Nao concordo em que sejam coletadas amostrasudes&plo da minha propriedade.
Coleta de dados aspectos biolégicos (entrevista)

O Dados familiares ja coletados.

O Concordo em fornecer informagfes sobre a minhdlilgmelacionadas ao nascimento de

gémeos e dados de saude.

O Nao concordo em fornecer informagdes sobre a nfarhdia, relacionadas ao nascimento
de gémeos e dados de saude.

Coleta de material biolégico (sangue)

O Concordo em fornecer amostra de saliva para é&drde DNA para analise de fatores

envolvidos com nascimento de gémeos.

O Nao concordo em fornecer amostra de saliva paragé&o de DNA para andlise de fatores

envolvidos com nascimento de gémeos.

Autorizacao para acesso de informacdes de prontu@s

Q Autorizo a consulta de dados dos meus prontuéréxicos.

O Nao autorizo a consulta de dados dos meus praoguagdicos.

Nome do participante:

Assinatura: Data:

Nome do pesquisador:

Assinatura: ata: D
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