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RESUMO

O cancer de mama é o mais incidente na populacdo feminina mundial e brasileira. E
uma doenca complexa que ndo tem causa Unica, resultante da interacdo de multiplos
fatores. O polimorfismo do gene TP53, no éxon 4 do cédon 72 (R72P), inclui um codon
codificante do residuo de aminoé&cido arginina (R) ou de uma prolina (P) na posicao 72
da proteina supressora de tumor p53. Uma vez que os dados relatados mundialmente
para o polimorfismo R72P em céncer de mama sdo conflitantes e sujeitos a
variabilidade de fatores étnicos e geogréaficos, o presente estudo teve como objetivo
atualizar uma metanalise com robusto conjunto de dados sobre o polimorfismo R72P
em pacientes com cancer de mama. A metanalise reuniu 46 artigos somando 26.779
casos e 27.577 controles. Quando analisados os dados globais e por continente, uma
associacao significativa foi observada entre o risco de desenvolvimento do cancer de
mama e o alelo P codificante de prolina.

PALAVRAS-CHAVE: Arg72Pro, suscetibilidade genética, p53.
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TP53 CODON 72 POLYMORPHISM AND BREAST CANCER: A META-AN ALYSIS
UPDATE (2002-2015)

ABSTRACT

Breast cancer is the most incident among women in Brazil and worldwide. It is a
complex disease with several causes, resulting the interactions of multiple factors. The
TP53 polymorphism in codon 72 (R72P), exon 4, encodes an arginine (R) or a proline
(P) in the position 72 of the p53 tumor supressor protein. The present study was
conducted considering the controversy background about R72P in breast cancer, likely
due to ethnic and geographic factors. In this context, we aimed to update a meta-
analysis composed by a large sample size about R72P in breast cancer. The meta-
analysis had 46 references included with 26,779 breast cancer cases and 27,577
controls. The proline (P) allele was found associated with the risk of breast cancer
development when the meta-analysis was conducted by continente or with global data.
KEYWORDS: Arg72Pro; genetic susceptibility; p53.

INTRODUCAO

O cancer de mama é uma das doencas mais comuns em mulheres, resultart~ da
interacdo entre fatores genéticos e ambientais (ZHUO et al., 2009). A doence. .cm
prognéstico variado, no qual os fatores genéticos e ambientais exercem peso
fundamental para o risco de desenvolvimento e progressédo dos casos (ACHATZ et al.,
2009). Nesse contexto, o status da proteina p53 € considerado como importante fator
prognéstico, tendo a p53 mutada uma forte correlacdo com uma piora no progndéstico
(GIACOMAZZI et al., 2013). No que diz respeito ao polimorfismo do codon 72, dezenas
de estudos foram conduzidos nas Ultimas décadas para analisar a associagdo entre
esse SNP (polimorfismo de nucleotideo Unico, do inglés, Single Nucleotide
Polymorphism) e o risco de desenvolvimento do cancer de mama em diferentes
populacdes (GIACOMAZZI et al., 2013).

O gene supressor de tumor TP53 se situa no bragco curto do cromossomo 17
(17p13.1), com 19.198 nucleotideos, 11 éxons, dos quais o primeiro ndo € codificante,
e codifica a fosfoproteina nuclear p53, com 393 aminoécidos (WENG et al., 2012). A
progressdo para o carcinoma se da com a perda de 17p e, ao analisa-lo em tumores
humanos, identificou-se que o alelo selvagem é frequentemente perdido durante o
desenvolvimento tumoral, indicando que ambos os alelos s&o inativados na maioria dos
tumores, um alelo por mutagdo pontual e o outro por delecdo (GIACOMAZZI| et al.,
2013).

Na proteina p53, assim denominada devido ao peso molecular de 53 kDa, o
polimorfismo do gene TP53, no éxon 4 do codon 72, resulta na substituicdo de Arginina
(Arg) ou Prolina (Pro), que pode codificar um aminoacido arginina (p53Arg) ou uma
prolina (p53Pro). Para alguns pesquisadores, a variante Arg € mais eficaz em induzir a
célula a apoptose, enquanto que Pro induz a parada do ciclo celular e reparo a danos
ao DNA (GIACOMAZZI et al., 2013). O presente estudo teve como objetivo atualizar a
metanalise de GONCALVES et al. (2014), que envolve um amplo grupo de estudo com
dados conflitantes sobre o polimorfismo R72P no cancer de mama.
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MATERIAL E METODOS

A busca de artigos para esta metandlise foi direcionada para artigos publicados
sobre o polimorfismo R72P em pacientes com cancer de mama. A busca foi realizada
nas bases de dados SciELO, Pubmed, Medline, Cochrane, Capes, lbecs, Wholis e
Lilacs. Foram usadas como palavras-chave “p53”, “breast cancer” e “polymorphism”. Os
critérios para inclusdo das referéncias foram: a) publicacdo entre os anos 2002 e 2015;
b) estudos caso-controle; ¢) estudos com descricdo das frequéncias genotipicas; d)
genotipagem realizada por método de PCR, PCR-RFLP ou sequenciamento de DNA; e)
estudos primarios; f) disponibilizados na integra em bases de dados nacionais ou
internacionais; e g) artigos publicados em inglés.

As referéncias levantadas foram inicialmente selecionadas pelo teste de
relevancia |, que consiste na andlise do resumo ou abstract. No teste de relevancia I,
os artigos selecionados foram analisados na integra para posterior inclusdo no estudo e
extracdo dos dados. A andlise estatistica inerente a metanalise foi feita utilizando-se o
programa BioEstat® 5.3. Os dados extraidos das referéncias foram submetidos ao teste
de heterogeneidade do x?, seguido pelo teste de DerSimonian-Laird (efeito randdémico)
em caso de homogeneidade ou o teste de Mantel-Haenszel (efeito fixo) em caso de
heterogeneidade (SANTOS, 2013). Os resultados foram representados em graficos
Forest plot como resultado das combinagdes do Odds Ratio e os intervalos de
confianca (IC), onde cada estudo € representado por uma linha, sendo que a ultima
adquire o formato de um losango representando a combinagcdo de todos os resultados.
Cada estudo possui em uma linha numérica, um grafico em forma de um quadrado
central que é a representacdo do risco relativo, quanto maior o quadrado maior peso e
significancia possui 0 estudo para compor os resultados, e a linha € o intervalo de
confianca (IC), e quanto menor o IC e mais proximo estiver da nulidade (posi¢cdo 1,0 no
gréfico), maior importancia possui o estudo (PINTO, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 579 referéncias foi identificado. Destas, 573 foram selecionadas por
atenderem inicialmente aos critérios de busca. A aderéncia da referéncia ao tema da
pesquisa foi avaliada pelo teste de relevancia |, apés o qual sobraram 304 referéncias.
Conforme ilustrado na Figura 1, 46 referéncias foram incluidas apos o teste de
relevancia Il, cujos dados extraidos somaram 26.779 casos e 27.577 controles.

Na metanalise, para os modelos dominantes RR+RP vs. PP e RR vs. RP+PP,
foram calculados os Odds Ratio, usando o modelo de efeito randdomico DerSimonian-
Laird. Nao foi encontrado resultado significativo de risco aumentado para o céncer de
mama quando calculado os genotipos associados: RR vs. RP + PP (OR=1,20; 1,07-
1,34; x? = 335,71) para o alelo R homozigoto dominante (Tabela 1 e Figura 2).
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: Estudos excluidos por repeticao,
SATNSEE N indisponibilidade na  integra,
N= 579 — idioma diferentes dos

estabelecidos para pesquisa N=6

Estudos Incluidos para teste Estudos excluidos apos Teste de
de relevancia | Relevancia |
—
N=573 H =268
Estudos Incluidos para Teste Estudos Excluidos apos Teste de
de Relevancia Il Releviancia Il
-
N=304 N =258

|

Estudos Incluidos na pesquisa
para realizar metanalise

N=456

FIGURA 1. Esquema da busca feita para a metanalise. Fonte: autor Simone Souza

Fagundes.
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TABELA 1. Metanalise do polimorfismo do c6don 72

do gene TP53 em cancer de mama.

Estudo/Continente

N° de casos/

Controle

RR+RP x PP
OR (95%IC)

RRXRP + PP
OR (95%IC)

RxP
OR (95%IC)

Mabrouk et al, 2003
Trifa et al, 2010
América
Damin et al, 2006
Aoki et al, 2009
Gaudet et al, 2008

Cox et al, 2007
Garcia-Closas et al, 2007
Sprague et al, 2007
Lopes et al, 2014
Vymetalkova et al, 2015
Asia

Lum et al, 2008
Gochhait et al, 2007
Huang et al, 2003

Ma et al, 2006
Rajkumar et al, 2008

Li et al, 2002

Alawadi et al, 2011
Suresh et al, 2011
Kazemi et al, 2009
Singh et al, 2008
Khadang et al, 2007
Siddique et al, 2005
Noma et al, 2004
Katiyar et al, 2003
Saadatian et al, 2014
Sharma et al, 2014
Gohari-Lasaki et al, 2015
Suspitsin et al., 2003
Wang-Gohrke et al., 2002
Europa
Sinilnikova et al, 2009
Cavallone et al, 2008
Baynes et al, 2007
Tommiska et al, 2005
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$=189/181

30/49
159/132
$=7.233/8.555
118/202
72/90
578/390
1.477/2.224
2.585/3.251
1.653/1.854
50/115
700/611
5=4.051/4.169
393/80
243/333
200/282
404/472
250/500
28/50
288/188
35/37
42/57
104/105
221/205
94/265
191/218
77141
100/100
200/200
100/100
529/393
552/543
¥=15.306/13.672
3.959/3.052
157/112
2.023/2.197
1.551/733

1.13(0.64-2.01)

0.19(0.65-2.19)
0.78(0.18-3.40)
1.60(0.88-1.27)
2.05(0.83-5.09)
1.78(0.48-6.60)
1.11(0.70-1.76)
0.83(0.63-1.08)
0.92(0.75-1.12)
1.16(0.89-1.52)
1.49(0.43-5.18)
1.05(0.70-1.56)
1.01(0.88-1.16)
0.69(0.37-1.30)
1.66(1.12-2.46)
0.54(0.32-0.92)
1.14(0.82-1.59)
1.27(0.89-1.80)
1.38(0.48-3.99)
6.12(2.66-14.08)
2.28(0.59-8.91)
0.05(0.003-0.89)
0.91(0.40-2.06)
1.60(0.95-2.68)
0.62(0.34-1.12)
0.93(0.54-1.60)
2.79(0.93-8.39)
0.74(0.4-1.38)
0.8(0.50-1.3)
0.53(0.25-1.2)
0.86 (0.52-1.41)
0.82 (0.53-1.26)
1.03(0.95-11.25)
0.97(0.80-1.16)
1.29(0.52-3.21)
1.04(0.82-1.30)
1.02(0.72-1.43)

1.40(0.91-2.15)

1.21(0.75-1.96)
2.32(0.93-5.78)
1.161(0.97-1.40)
2.22(1.40-3.53)
2.47(1.31-4.66)
0.78(0.61-1.01)
0.92(0.81-1.05)
0.94(0.84-1.04)
1.00(0.87-1.14)
1.043(0.5-2.05)
1.15(0.93-1.44)
1.06 (0.91-1.23)
0.64(0.39-1.06)
1.85(1.28-2.67)
0.70(0.48-1.02)
1.25(0.95-1.66)
0.97(0.69-1.37)
2.54(0.93-6.94)
1.08(0.71-1.63)
0.95(0.35-2.57)
0.65(0.23-1.84)
2.26(1.21-3.85)
1.04(0.70-1.54)
0.92(0.57-1.49)
0.92(0.62-1.35)
1.22(0.51-2.95)
1.86(0.88-3.9)
0.61(0.4-0.95)
1.0(0.55-1.81)
1.04 (0.80-1.35)
0.85 (0.67-1.07)
1.13(1.00-1.27)
1.01(0.92-1.11)
1.00(0.62-1.63)
1.05(0.93-1.18)
0.93(0.78-1.11)

1.16(0.86-1.56)

1.15(0.83-1.61)
1.59(0.78-3.27)
1.13(0.98-1.31)
1.79(1.25-2.55)
1.85(1.14-3.00)
0.88(0.71-1.08)
0.92(0.83-1.02)
0.95(0.87-1.03)
1.02(0.92-1.14)
1.13(0.65-2.0)
1.10(0.92-1.30)
1.04(0.93-1.16)
0.73(0.51-1.03)
1.56(1.23-1.92)
0.72(0.55-0.93)
1.16(0.96-1.40)
1.08(0.87-1.34)
1.68(0.87-3.27)
1.31(1.00-1.71)
1.21(0.62-2.34)
0.65(0.37-1.15)
1.42(0.96-2.11)
1.17(0.89-1.54)
0.83(0.59-1.16)
0.82(0.61-1.10)
1.38(0.80-2.36)
1.062(0.71-1.57)
0.755(0.57-0.99)
0.83(0.56-1.23)
1.00 (0.81-1.23)
0.87 (0.72-1.05
1.02(0.99-1.06)
1.00(0.93-1.08)
1.04(0.71-1.53)
1.04(0.95-1.14)
0.96(0.83-1.10)

2016



Akkiprik et al, 2009 95/108 039(0.14-1.12) 1.38(0.78-2.42) 1.02(0.65-1.91)
Kara et al, 2010 204/192 1.48(0.73-3.00) 1.45(0.98-2.15) 1.34(0.99-1.81)
Bisof et al, 2010 95/107 0.48(0.22-1.04) 0.48(0.27-0.87) 0.58(0.39-0.86)
Denisov et al, 2009 297/275 1.28(0.73-2.23) 0.87(0.62-1.20) 0.96(0.75-1.25)
Hernandez et al, 2009 135/295 1.60(0.72-3.54) 0.90(0.60-1.36) 1.03(0.74-1.43)
Costa et al, 2008 248/646 0.81(0.49-1.32) 0.86(0.64-1.16) 0.87(0.69-1.10)
Buyru et al, 2007 115/63 1.44(0.58-3.57) 1.77(0.96-3.29) 1.52(0.96-2.43)
Johnson et al, 2007 472/2.462 1.17(0.79-1.74) 0.98(0.80-1.19) 1.01(0.87-1.19)
Schimidt et al, 2007 5.191/3.834 1.01(0.86-1.18) 1.05(0.96-1.14) 1.03(0.96-1.10)
Kalemi et al, 2005 42/51 2.52(0.69-9.26) 6.35(2.54-15.84) 3.29(1.73-6.25)
Ohayon et al, 2005 132/167 4.86(1.52-15.53) 4.29(4.68-6.96) 3.10(2.10-4.56)
Menzel et al, 2004 475/302 1.64(0.97-2.76) 1.25(0.94-1.67) 1.27(1.01-1.60)
Bayru et al, 2003 115/76 1.61(0.69-3.73) 3.23(1.7-6.00) 2.09(1.36-3.22)
Total 26,779/27,577=5 1.06(0.95-1.18) 1.20(1.07-1.34) 1.16(1.05-1.28)
4,356 X*=88.66 X’=335.71 X=444.31
p=0.0001 p=0.0001 p=0.0001
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FIGURA 2. Metanalise do modelo dominante RR x RP + PP.
Fonte: Autor: Simone Souza Fagundes.
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Ao analisar os resultados de associacdo do gendtipo dominante RR x RP + PP (1,06;
0,95-1,18; x°=88,66), percebeu-se diferenca significativa para o alelo P em relacdo ao
desenvolvimento da tumorigénese (Figura 3).
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FIGURA 3. Metanalise do modelo dominante RR+RP x PP.
Fonte: Autor: Simone Souza Fagundes.

Um dos fatores relacionados a resultados tdo divergentes estd associado ao
cancer de mama apresentar variagdo étnica e geografica muito grande (AI-QUASEN et
al., 2012). Individuos que saem de regibes de baixa incidéncia de cancer de mama e
imigram para paises com alta taxa de incidéncia, como é o caso dos Estados Unidos,
mostram que 0s casos da doenca aumentam progressivamente em geracdes. Ja o
Brasil, por ser um pais bastante heterogéneo em todos os aspectos, devido a grande
extensao territorial e diversidade étnica e cultural, as taxas de cancer de mama também
sao diferentes para cada regido (AI-QUASEN et al., 2012). Por outro lado, estudos de
SHARMA et al. (2014), SAADATIAN et al. (2014) e GOHARI-LASAKI et al. (2015)
apresentaram resultados contrarios, mostrando que o genotipo heterozigoto RP foi mais
frequente, porém sem valor significativo importante. Assim como o0s resultados
encontrados nesta metanalise, LOPES et al. (2014) e VYLMETALKOVA et al. (2015),
relataram dados que demonstraram a prevaléncia do homozigoto R como mais
impactante na interferéncia com o cancer de mama.
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O desenvolvimento da tumorigénese pelo gene TP53 representa risco
aumentado do gendtipo R homozigoto (62%) em comparacdo com o0 genétipo P
homozigoto (21%) (AI-QUASEN et al., 2012). O polimorfismo do alelo R no cédon 72 é
um potencial fator de risco para o cancer de mama, enquanto que o RP heterozigoto é
considerado um fator de protecdo contra o cancer de mama (DAMIN et al., 2006). Tais
autores descobriram que o gendtipo RR foi significativamente associado com um risco
aumentado para cancer de mama (OR=2,9; 1C95%=1,43-3,6; p<0,002). As frequéncias
alélicas de p53R e p53P variam etnogeograficamente sugerindo que os dois alelos
podem sofrer pressédo seletiva nas diferentes populagfes étnicas, o que pode ser
devido a uma adaptacdo ecolédgica (SIDDIQUE et al). Fatores étnicos e geograficos,
além de variacdo da frequéncia alélica em diferentes populagbes, podem explicar o
papel controverso do polimorfismo R72P com cancer de mama (GONCALVES et al.,
2014).

Ao analisar as frequéncias obtidas por continentes, observou-se que no
continente Africano e Asiatico houve frequéncia mais elevada do gendtipo heterozigoto
RP em relacdo as variantes homozigotas, mostrando, porém, pouca relevancia para o
desenvolvimento da carcinogénese (SHARMA et al., 2014). Em concordancia com as
atualizacdes feitas, a metanalise de GONCALVES et al. (2014) também obteve maior
proporcdo genotipica entre heterozigotos na Asia e na Africa. Nos continentes
Americano e Europeu, observou-se incidéncia aumentada do polimorfismo do cédon 72
para o alelo prolina homozigoto, que estda de acordo com os resultados de
GONCALVES et al. (2014).

E provavel que o alelo P seja o mais antigo, sua frequéncia €& de
aproximadamente 60 a 70% em afrodescendentes, mas de apenas 10 a 35% em
caucasianos (LEVINE, et al., 2006). A frequéncia do alelo P aumenta de maneira linear
a medida que as populacdes se aproximam da linha equatorial o0 que sugere a hipétese
de que a alta exposicéo a luz UV resultou na selecéo do alelo P, sugerindo que este
seja um alelo protetor mais eficiente contra doencas induzidas pela exposicdo a luz
solar (DUMONT et al., 2003; LEVINE et al., 2006; MURPHY, 2006).

A frequéncia do alelo R no codon 72 da populacdo caucasiana, em geral, € de
aproximadamente 70% (DONEHOWER et al., 2005). Pesquisas ja foram conduzidas
com o intuito de relacionar os diversos polimorfismos do gene TP53 como marcador
para compreender a distribuicdo populacional na América Latina (MOURA-GALLO et
al., 2005).

CONCLUSOES

Em conclusao, encontrou-se associacdo significativa entre o polimorfismo do
cédon 72 no gene TP53 e o cancer de mama. Os dados globais mostraram um risco
aumentado para o modelo dominante do alelo e do gendtipo P homozigoto dominante
apenas na Europa, nos outros continentes ndo foram encontrados resultados
significantes. A presente metanalise se apoia em uma grande amostra composta por
26.779 casos e 27.577 controles, somando 54.356 individuos extraidos de 46
referéncias de difuséo internacional.
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