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TP53 Arg72Pro polymorphism and its relationship with major
depressive disorder

Polimorfismo TP53 Arg72Pro e sua relagdo com o transtorno depressivo maior
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ABSTRACT

This study investigates the association between the TP53 Arg72Pro polymorphism and major depressive
disorder (MDD) using a case-control approach. The study sample comprised 97 individuals: 16 in the
case group diagnosed with MDD and 81 in the control group. Genotyping was conducted using the PCR-
RFLP technique, with the genotypic frequencies calculated by direct counting and statistical significance
at 5% (P<0.05). Results indicated that the TP53 Arg72Pro polymorphism's Pro allele was significantly
more frequent in the MDD case group. These findings suggest that the Pro allele is associated with an
increased risk of developing major depressive disorder.
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RESUMO

O transtorno depressivo maior (TDM) é uma condicdo complexa e heterogénea, influenciada por
inimeros fatores de origem psicolodgica, bioldgica, social e genética. O objetivo do presente estudo foi
relacionar a presenca do polimorfismo TP53 Arg72Pro com o transtorno depressivo maior por meio de
um estudo de caso-controle com 97 individuos, onde o grupo caso era composto por 16 individuos e o
grupo controle era composto por 81 individuos. Foi realizada a genotipagem nos dois grupos por meio da
técnica de PCR-RFLP. As frequéncias genotipicas foram estimadas por contagem direta e o nivel de
significancia assumido foi de 5% (P<0,05). Observou-se que o alelo Pro do polimorfismo TP53 Arg72Pro
foi mais frequente no grupo caso, composto por individuos diagnosticados com transtorno depressivo
maior. Dessa forma, concluiu-se que a presenca do alelo Pro do polimorfismo TP53 Arg72Pro esta
relacionada com a elevagdo do risco de desenvolvimento do TDM.

Palavras-chave: Transtorno Depressivo Maior; Polimorfismo Genético; Proteina Supressora de Tumor
p53.
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INTRODUCAO

As desordens de salide mental sdo um importante problema de Salde Publica.
Segundo a World Health Organization (2022), em 2019 aproximadamente 970 milhdes
de pessoas sofriam com algum transtorno mental, e destas, 280 milhdes conviviam com
algum transtorno depressivo.

O transtorno depressivo maior (TDM) é uma condi¢do complexa e heterogénea,
influenciada por inUmeros fatores de origem psicoldgica, bioldgica, genética e social
(Otte et al., 2016). Esse disturbio se caracteriza pela presenca de humor deprimido e
perda de interesse ou prazer durante a maior parte do dia, por pelo menos duas semanas
consecutivas. Além disso, o DSM-V determina a necessidade da presenca de pelo
menos mais quatro sinais ou sintomas para que 0 TDM seja diagnosticado, entre eles,
mudancas no apetite ou no peso, no sono e na atividade psicomotora, diminui¢do na
energia, sentimento de culpa ou desvalia, dificuldade de pensar ou de manter a
concentracdo, além de pensamentos de morte ou ideagfes suicidas. Somado a isso, 0S
episédios precisam causar sofrimento significativo ou prejuizo consideravel no
comportamento social (American Psychiatric Association, 2014).

Devido a complexidade de sua etiologia, varios mecanismos relacionados ao
desenvolvimento do TDM sdo estudados. Um estudo desenvolvido por Moisan e
colaboradores (2021) teve como objetivo identificar biomarcadores moleculares de
depressao relacionados a inflamacdo em pacientes obesos deprimidos e nao deprimidos
que ndo estivessem em tratamento medicamentoso para 0 transtorno. A expressdo
génica foi avaliada antes e apds o procedimento de cirurgia bariatrica em uma parcela
dos pacientes, a fim de determinar qual o impacto da perda de peso na reducdo do
quadro inflamatério e na remissdo do TDM. O perfil de expressdo de genes como TP53
(Tumor Protein 53), NR3C1 (Glucocorticoid Receptor) e NFkB (Nuclear Factor kappa
B) demonstrou que esses marcadores estdo associados ao desenvolvimento de TDM
relacionado a inflamagé&o, visto que houve uma normalizacdo dessas vias apés a cirurgia
em pacientes deprimidos, indicando que informagdes sobre esses mecanismos podem
contribuir para melhoria do tratamento e do diagnostico (Moisan et al., 2021).

O gene TP53 esta localizado no cromossomo 17pl13.1 e é responsavel pela
codificacdo da proteina p53, composta por 393 aminoacidos e peso molecular de 53
kDa. Essa proteina é caracterizada como um fator de transcricdo que atua como

supressor tumoral e age em resposta a estresses celulares, com indugdo da parada do



CLIUM.ORG | 217

ciclo celular, apoptose, senescéncia ou reparos no DNA (Ali et al., 2021; Nakano et al.,
2022). Um dos polimorfismos genéticos estudados no gene TP53 € um SNP (Single
Nucleotide Polymorphism, em portugués, Polimorfismo de Nucleotideo Unico), o qual
acarreta a substituicdo de um Unico par de bases no éxon 4, resultando na troca do
aminoéacido arginina (Arg) por prolina (Pro) no codon 72. Esse SNP esta localizado no
dominio rico em prolina da proteina e varios estudos confirmaram que ele pode
interferir na estabilidade da proteina. (Drokow et al., 2020; Punja et al., 2021;
Stominski et al., 2021)

Considerando a importancia do gene TP53 na resposta a estresses celulares e seu
possivel envolvimento na regulacdo dessa resposta em transtornos do humor, o presente
estudo teve como objetivo relacionar a presenca do polimorfismo TP53 Arg72Pro com

0 transtorno depressivo maior.

METODOS

Foi realizado um estudo piloto de caso-controle, no qual o grupo caso era
composto por 16 pacientes e o grupo controle era composto por 81 individuos,
totalizando 97 individuos. Os critérios de inclusdo para o grupo caso foram: ser
diagnosticado com TDM, estar em tratamento no CAPS |1l de Samambaia Sul-DF, ser
usuario de medicamentos psicotropicos por pelo menos 3 meses e ser maior de 18 anos
de idade. Os critérios de inclusdo para o grupo controle foram: ndo ser acometido pelo
TDM, ser residente do Distrito Federal e ser maior de 18 anos de idade. Foram
excluidos do estudo participantes que possuiam idade inferior a 18 anos, que nédo
desejaram participar da pesquisa ou quando 0s representantes legais ndo consentiram
sua participacdo, pacientes com problemas neurol6gicos (Alzheimer, Parkinson,
deméncia vascular, entre outros), pacientes diagnosticados com TDM e que nédo faziam
0 uso de medicamentos ou que faziam o uso por um periodo menor que 3 meses,
pacientes que possuiam dependéncia de alcool e de outras drogas ilicitas e que eram
analfabetos.

O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os
individuos antes da coleta de amostras. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética

institucional da Universidade de Brasilia com o nimero de parecer 3.691.717.
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Para a analise genética, foram coletados aproximadamente 10 mL de sangue
venoso em tubos com EDTA. O DNA foi extraido segundo as especifica¢cbes do kit
Nucleo Spin Blood Mini Kit (250) (Macherey-Nagel, catdlogo 740951.250, lote
2007/002, Alemanha) e quantificado pelo espectrofotémetro NanoDrop 2000/2000c
(Thermo Fischer Scientific). Para genotipagem, realizou-se a técnica PCR-RFLP.

A técnica de PCR qualitativa foi utilizada para a obtengdo da genotipagem dos
participantes.  Os  oligonucleotideos  utilizados  foram: Foward - 5'-
TCCCCCTTGCCGTCCCAA -3 e Reverse - 5-CGTGCAAGTCACAGACTT -3'. As
condigdes determinadas para a termociclagem foram: 94°C por 2 minutos (desnaturagao
inicial), seguida por 35 ciclos de desnaturacao a 94°C durante 30 segundos, seguidos de
um ciclo de 60°C por 45 segundos para o anelamento dos oligonucleotideos, ¢ 72°C por
30 segundos para a extensdo dos fragmentos. O equipamento utilizado foi o
termociclador Techne modelo TC-512. Em cada reacdo foram utilizados 4,0 puL de
DNA gendmico na concentracdo de 2,5 ng/pL, 2,5 pL de tampdo 10x (10 mM de Tris e
50 mM de KCI), 0,5 pL de MgCI2 (Fermentas), 0,5 uL de dNTPs (2,5mM; LGC), 0,5
puL de Tag-Polimerase (Fermentas, 5U/uL), 1,5uL de cada oligonucleotideo foward e
reverse (10 uM), completando com agua Milli-Q para um volume final de 25 pL por
reacao.

Em seguida, o produto da PCR, que é um fragmento de 279 pb, foi submetido a
digestdo enzimatica com a enzima Bsh12361 (BstUI) (Thermo Fisher Scientific, Inc.
USA). O alelo 2 (C) cria um novo sitio de restricdo, e o fragmento de 279 pb é clivado
em dois de 160 pb e 119 pb, enquanto o alelo 1 (G) néo é clivado pela enzima. Para a
montagem do sistema de digestdo foram utilizados 10,0 uL da PCR, 3,0puL de tampao
10x NEB4 (Biolabs), 0,5 pL de enzima BstUIl (10U/uL), completando com agua Milli-
Q para um volume final de 20 pL por reacdo. As frequéncias alélicas e genotipicas
foram estimadas, utilizando-se o programa SPSS versdo 20.0, por contagem direta,
sendo essas expressas como porcentagem do nimero de alelos.

A aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg para a frequéncia genotipica nos
controles foi analisada pelo teste do qui-quadrado com um grau de liberdade. Para a
andlise das comparaces das frequéncias genotipicas nos diferentes grupos foram
aplicados os testes do qui-quadrado e o Odds Ratio (OR). Foram consideradas
associagdes com probabilidades menores que 5% (P<0,05).

RESULTADOS
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A distribuicdo genotipica diferiu estatisticamente entre os grupos. Enquanto no
grupo caso a presenca do gendétipo Pro/Pro foi de 50% (N= 8), no grupo controle a
frequéncia foi de apenas de 11,1% (N=9), o que demostra que o genotipo em questao foi
fator de risco para o TDM (P<0,01; OR = 8,00). Além disso, a distribuicdo da
frequéncia genotipica no grupo controle estava em equilibrio de Hardy-Weinberg (P =
0,504). Os dados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicéo genotipica do polimorfismo TP53 Arg72Pro nos participantes da
pesquisa dos grupos TDM e Controle.

Genotipo TDM Controle P-valor OR (IC)
Arg/Arg 4 (25,0%) 32 (39,5%)

Arg/Pro 4 (25,0%) 40 (49,4%) 0,001* NA
Pro/Pro 8 (50,0%) 9 (11,1%)

Pro/Pro 8 (50,0%) 9 (11,1%) 0,001* 8,00 (2,41-26,57)

Arg/Pro + Arg/Arg 8 (50,0%) 72 (88,9%)

*P<0,05; Teste do qui-quadrado. IC: intervalo de confianca; OR: odds ratio; TDM: transtorno depressivo
maior; NA: ndo se aplica.

DISCUSSAO

No presente estudo observou-se que 50% dos pacientes apresentaram o genotipo
Pro/Pro, e que esta distribuicdo difere estatisticamente do grupo controle.

A proteina p53 ancestral possui participacdo nas respostas imunoldgicas, seja
induzindo ou restringindo as mesmas. Essa proteina também participa do contexto
molecular quando o ser humano é exposto a um agente estressante, e altera algumas
fungdes celulares, ou até mesmo direciona as células danificadas a senescéncia ou
apoptose (Hu et al., 2021). Essa proteina pode sofrer alteracbes em sua cadeia de
aminoacidos, e na presen¢a do polimorfismo do éxon 4 no codon 72 (rs1042522), que
ocasiona a substituicdo de uma citosina por uma guanina, a proteina sofre uma

modificacdo de uma arginina (ancestral) para uma prolina (mutante) (Ali et al., 2021).



CLIUM.ORG | 220

Foi demonstrado que a variante p53Arg apresenta maior inducao de apoptose em
células defeituosas, diferentemente da variante p53Pro, a qual tende a induzir a parada
do ciclo celular na fase G1, e, dessa forma, impede a diferenciacdo celular e seu
crescimento (Stominski et al., 2021). Portanto, infere-se que a presenca da variante
p53Pro esta relacionada com o prejuizo da funcdo apoptética de p53, o que pode estar
associado com a maior ocorréncia dessa variante nos casos de TDM, dado que ha
acumulos de células defeituosas que deveriam ter sido eliminadas.

Outras pesquisas também demonstraram que o gene TP53 pode estar associado a
regulacdo da resposta ao estresse presente em transtornos de humor, como o TDM, mas
em experimentagdo animal (Sullivan et al, 2000). Neste sentido, Yeo e colaboradores
(2021) realizaram andlises em roedores knock-out para este gene, que foram expostos ao
estresse moderado imprevisivel crénico (Chronic Unpredictable Mild Stress-CUMS).
Como resultado, os animais apresentaram aumento do comportamento depressivo e
ansioso, e, além disso, a deficiéncia de p53 resultou em uma elevacdo da atividade
apoptotica e nos niveis de glutamato e calcio no cortex pré-frontal (YEO et al., 2021).

Um estudo realizado por Dygalo e colaboradores (2012) demonstrou que o
estresse esta relacionado com a regulacdo negativa da neurogénese, com o aumento da
atividade apoptotica cerebral e com a elevagdo do risco para desenvolvimento da
depressdo relacionada a proteina anti-apoptotica protein B cell lymphoma like X, long
variant (Bcl-xL). Outra pesquisa demonstrou que essa proteina esta associada a
diferencas individuais na vulnerabilidade comportamental ao estresse (Dygalo et al.,
2012).

Além disto, Hara e colaboradores (2011) demonstraram que a resposta ao
estresse cronico pode estar relacionada a sintomas de doencas ao utilizarem
isoproterenol, um agonista [2-adrenérgico, com o intuito de simular a acdo da
adrenalina em resposta a uma situacdo de estresse. Evidenciou-se que a presenca do
estressante levou a diminuicdo dos niveis p53 nuclear e ao acumulo de danos no DNA.
Devido a constante estimulacdo dos P2-adrenoreceptores, tem-se a ativagao das Pl1-
arrestinas (ARRB1) que promovem a degradacdo da p53 e suprimem o0s niveis dessa
proteina (Gomes e Gaspar, 2018).

O estresse cronico e 0 TDM podem estar relacionados, uma vez que situacoes de
estresse estimulam a producdo do horménio liberador de corticotrofina (CRH) no
hipotalamo, o qual ¢ estimulador de receptores al- adrenérgicos, o que leva ao aumento

da atividade simpética e & diminuicdo da atividade parassimpética. Essa a¢do ocasiona
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um aumento nos niveis de catecolaminas (adrenalina e noroadrenalina) secretadas pela
glandula suprarrenal, causa a estimulagéo constante do ciclo e também a liberagéo do
hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) por meio da producéo do CRH, que por sua vez
vai aumentar a liberacdo de glicocorticéides, sendo o mais importante deles o cortisol.
Este mecanismo é conhecido como eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) (Arantes-
Gongcalves e Coelho, 2006; Radulescu et al., 2021).

Ademais, o cortisol favorece uma maior atividade da via glutamatérgica, que
promove O estresse oxidativo, ou seja, a prevaléncia de radicais livres sobre os
mecanismos antioxidantes. Esses radicais, ao reagirem com 0s neur6nios, podem causar
apoptose e gerar danos e modificagdes estruturais no hipocampo, afetando a
neurogénese e neuroplasticidade de células neurais. Com a diminuicdo da atividade
apoptotica na variante p53Pro, esse mecanismo € prejudicado e pode levar a um maior
acumulo de células danificadas pelo glutamato (Arantes-Gongalves e Coelho, 2006;
Santos, 2019).

O fendbmeno da neuroplasticidade é responsavel pela formacdo dendritica,
remodelacdo sinaptica, desenvolvimento axonal, extensdo neuritica, sinaptogénese e
neurogénese. Foi observado que altos niveis de cortisol plasmatico foram capazes de
suprimir a neuroplasticidade no hipocampo. Assim, os glicocorticdides sdo conhecidos
por diminuir os ramos dendriticos apicais das células piramidais no hipocampo,
exibindo efeitos neurotdxicos e um efeito inibidor na neurogénese adulta (Radulescu et
al., 2021).

Assim, num contexto em que hd uma prevaléncia da variante p53Pro, em
conformidade com a literatura, esses individuos podem apresentar 0 mecanismo de
apoptose por p53 prejudicado, o que ocasiona 0 acimulo de danos nas estruturas do
hipocampo devido ao estimulo do estresse cronico. Dessa forma, com a desregulacédo do
eixo HPA, ocorre 0 aumento dos niveis de cortisol, o qual é neurotdxico e afeta a
formagdo de novos neurdnios, o que prejudica a neuroplasticidade dos individuos
acometidos pelo transtorno.

No entanto, é digno de nota que o presente estudo se trata de um estudo piloto, e
gue a genotipagem em mais pessoas com TDM devera ser realizada para uma melhor

inferéncia.
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CONCLUSAO

Frente aos dados apresentados, 0 presente estudo aponta a possivel relagao entre
o0 polimorfismo TP53 Arg72Pro e a ocorréncia do TDM, j& que a variante Pro no cddon
72 de p53 em homozigose pode representar maior risco para o desenvolvimento do

transtorno.
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