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 RESUMO 

 
 

A aneuploidia é o distúrbio cromossômico mais comum em humanos e ocorre em 

pelo menos 5% de todas as gestações clinicamente reconhecidas. A trissomia é o tipo de 

aneuploidia mais frequente, sendo a trissomia do 21 a mais comum entre os nascidos vivos. 

A não-disjunção meiótica é a principal causa da trissomia livre do 21, sendo responsável 

por 95% dos indivíduos afetados. Apesar de poder ocorrer em qualquer um dos genitores, 

em 90% dos casos a não-disjunção meiótica é de origem materna. A idade materna é o 

único fator comprovadamente ligado à aneuploidia em humanos. Estudos recentes indicam 

que a família gênica p53 exerce importante função como reguladora de processos de 

reprodução e desenvolvimento, limitando a propagação de células aneuplóides. Sua 

disfunção ou desequilíbrio pode levar a anomalias patológicas em humanos. 

Este estudo teve como objetivo avaliar polimorfismos nos genes da família p53 e 

sua via regulatória como fatores de risco para Síndrome de Down (SD) em um estudo 

caso-controle. Foram analisados os polimorfismos c.215G>C do gene TP53, c.43-

4742T>G do gene TP63, c.-30G>A e c.-20C>T do gene TP73, c.14+309T>G do gene 

MDM2, c.753+572C>T do gene MDM4 e c.2719-234G>A do gene USP7 em 263 mães de 

portadores da SD e 196 mães de crianças sem malformações. As frequências dos 

polimorfismos foram determinadas pelo método TaqMan de discriminação alélica através 

de PCR real-time. 

A distribuição alélica e genotípica dos polimorfismos testados foi similar entre os 

grupos caso e controle, e não apresentou diferença estatisticamente significativa quando 

avaliada individualmente, mesmo quando controlado para idade materna. Entretanto, 

quando testada a interação gene-gene, a combinação dos alelos TP53 C e MDM2 G, e 

TP53 C e USP7 A foi associada a um aumento no risco de ter filho com SD (OR = 1,84 e 

1,77; 95% IC; P < 0,007 e 0,018, respectivamente). 

Nossos resultados sugerem que, embora os polimorfismos estudados não estejam 

associados com o aumento no risco de trissomia do 21, seus alelos combinados podem ter 

um efeito sinergístico de maneira multifatorial. Neste trabalho, buscamos por diferentes 

fatores de susceptibilidade que poderiam predispor a nascimentos aneuplóides. Este é o 

primeiro trabalho a estabelecer uma relação entre polimorfismos na família gênica p53 e 

sua via regulatória como fator de risco para aneuploidia do 21. 
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ABSTRACT 

 

 

The aneuploidy is the most common chromosomal disorder in humans, and occurs 

in at least 5% of all clinically recognized pregnancies. Trisomy is the most frequent type of 

aneuploidy, trisomy being 21 the most common among newborns. The meiotic 

nondisjunction is the leading cause of free trisomy 21, accounting for 95% of affected 

individuals. Although it can occur in any one parent, in 90% of cases the meiotic 

nondisjunction has maternal origin. Maternal age is the only factor demonstrably linked to 

aneuploidy in humans. Recent studies indicate that the p53 gene family plays an important 

role as a regulator of reproduction and development, limiting the spread of aneuploidy 

cells. Its dysfunction or imbalance can lead to pathological abnormalities in humans. 

This study aimed to evaluate polymorphisms in genes of the p53 family, and its 

regulatory pathway as risk factors for Down syndrome (DS) in a case-control study. We 

analyzed the polymorphisms TP53 c.215G>C (P72R), TP63 c.43-4742T>G, TP73 4 c.-

30G>A and 14 c.-20C>T, MDM2 c.14+309T>G (SNP309), MDM4 c.753+572C>T and 

USP7 c.2719-234G>A in 263 mothers with DS and 196 mothers of children without 

malformations. The frequencies of polymorphisms were determined using the TaqMan 

allelic discrimination by real-time PCR. 

The allelic and genotypic distribution of these polymorphisms tested was similar 

between case and control groups, and did not differ statistically when evaluated 

individually, even when controlling for maternal age. However, when assessed the gene-

gene interactions, the combination of the alleles TP53 C and MDM2 G, and TP53 C and 

USP7 A was associated with an increased risk of having a child with Down Syndrome (OR 

= 1.84 and 1.77, 95% CI, P <0.007 and 0.018 respectively). 

Our results suggest that, although the evaluated polymorphisms are not associated 

with the risk of risk of 21 trisomy, the combined alleles may have a synergistic effect in a 

multifactorial way. In this study, we search by different susceptibility factors that could 

predispose to aneuploid births. This is the first study to establish a relationship between 

polymorphisms in the p53 gene family and its regulatory pathway as a risk factor for 

aneuploidy of 21.  
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1.1. Aneuploidia 

 

 

O processo de divisão meiótica é crucial durante a gametogênese, onde o genoma 

de uma célula diploide é reduzido pela metade para a formação de gametas haploides. Na 

primeira divisão meiótica – meiose I –, os cromossomos homólogos se pareiam, 

recombinam por crossing-over e segregam para formar novos gametas. O pareamento 

inapropriado pode levar à segregação incorreta dos cromossomos homólogos, resultando 

na formação de gametas aneuplóides (Gerton & Hawley, 2005; Tsai & McKee, 2011). 

A aneuploidia é o tipo mais comum e clinicamente significante de distúrbio 

cromossômico humano, ocorrendo em pelo menos 5% de todas as gestações clinicamente 

reconhecidas (Hassold & Hunt, 2001). A trissomia é o tipo de aneuploidia mais frequente, 

onde o paciente possui três cromossomos no lugar de um par normal de um cromossomo 

em particular. Desde a primeira descrição de uma trissomia há 54 anos (Lejeune et al., 

1959), a origem das concepções trissômicas viáveis tem sido extensivamente estudadas e 

as síndromes de malformação são agora bem caracterizadas. A trissomia mais comum em 

nascidos vivos é a trissomia do 21. 

É sabido que as trissomias derivam em sua maioria de erros na segregação dos 

cromossomos na meiose materna, principalmente na meiose I (Hall et al., 2007; Hulten et 

al., 2008; Bugge et al., 2007). Embora a maioria das aneuploidias sejam incompatíveis 

com a vida, os nascidos vivos que possuem um cromossomo autossômico a mais 

representam as concepções trissômicas menos afetadas, apresentando deficiência mental e 

física (Hassold & Jacobs, 1984). Além disso, estudos acerca da etiologia e da origem 

parental da trissomia entre os indivíduos nascidos vivos têm sido realizados, especialmente 

naqueles com trissomia do cromossomo 21. 
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1.2. Aneuploidia do 21 

 

 

1.2.1 Característica, etiologia e fatores de risco 

 

A trissomia do cromossomo 21, conhecida como Síndrome de Down (SD), é a 

causa genética mais comum de deficiência mental em humanos (Hassold & Jacobs, 1984). 

Ela afeta muitos aspectos do desenvolvimento, produzindo um amplo e variável grupo de 

características clínicas nestes indivíduos (Epstein, 1991; Antonarakis & Epstein, 2006). 

Além de deficiência mental, os indivíduos com SD possuem outras características 

importantes como dificuldade de aprendizagem, malformações congênitas do coração, 

hipotonia na primeira infância, etc. (Antonarakis et al., 2004). O fenótipo clássico de 

portadores da SD inclui estatura reduzida, pescoço curto, baixa implantação das orelhas, 

ponte nasal baixa, boca aberta, língua protrusa e sulcada, mãos curtas e largas com prega 

palmar única e clinodactilia (McCormick et al., 1989; Rahmani et al., 1989; Delabar et al., 

1993; Korenberg et al.,1994). O fenótipo e as características dismórficas da SD são 

resultados da síntese excessiva dos produtos gênicos derivados da superexpressão dos 

genes presentes no cromossomo (Aït Yahya-Graison et al., 2007; Prandini et al., 2007). 

A não-disjunção meiótica é a principal causa da trissomia livre do 21, sendo 

responsável por 95% dos indivíduos afetados (Antonarakis, 1998). Uma pequena 

proporção da ocorrência da SD (1,8%) se atribui a não-disjunção mitótica pós-zigótica 

(Hassold & Sherman, 2000). Em cerca de 5% dos casos ocorre uma translocação 

envolvendo o braço longo do cromossomo 21 e o braço longo de outro cromossomo 

acrocêntrico (geralmente o 14), formando um cromossomo translocado que substitui o 

cromossomo normal. Neste tipo de translocação os portadores são trissômicos apenas para 

os genes localizados no braço longo do cromossomo 21 (Petersen et al., 1991, Shaffer et 

al., 1992). 

A não-disjunção meiótica pode ocorrer em qualquer um dos genitores, porém é 

mais frequente durante a meiose materna ocorrendo em cerca de 90% dos casos 

(Antonarakis, 1991; Freeman et al., 2007), predominantemente na primeira divisão 
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meiótica (Antonarakis et al., 1992; Yoon et al., 1996). Aproximadamente 10% dos casos 

ocorrem na meiose paterna, geralmente na segunda divisão meiótica – meiose II (Hassold 

& Sherman, 2000). A alta frequência de não-disjunção materna está associada a erros 

durante o pareamento e recombinação dos cromossomos homólogos, aumentando a chance 

de haver erros de segregação durante a divisão meiótica (Lamb et al., 2005; Oliver et al., 

2012). 

A primeira divisão meiótica envolve a segregação dos cromossomos homólogos, 

enquanto que a meiose II envolve a segregação das cromátides irmãs. Nos homens a 

meiose começa na puberdade, enquanto nas mulheres este processo se inicia durante o 

desenvolvimento fetal, entre a 11ª e 12ª semana de gestação. Os oócitos avançam para a 

prófase meiótica, onde ocorrem os eventos de sinapse e recombinação, e entram em um 

longo estágio de parada, completando a primeira divisão celular apenas após a maturação 

sexual da mulher, logo após o oócito ser ovulado (Hassold & Hunt, 2001). 

Está bem estabelecido que a idade materna avançada é um fator de risco para não-

disjunção, e está associada especificamente a erros que ocorrem durante a oogênese (Hunt 

& Hassold, 2008). Em geral, a porcentagem de trissomias clinicamente reconhecidas sobe 

de 2% em mulheres com idade menor que 25 anos para 35% em mulheres com idade maior 

que 35 anos (Hassold & Sherman, 2000; Hunt & Hassold, 2008). Apesar de sua 

importância clínica, os mecanismos que dão origem à não-disjunção meiótica dependente 

da idade ainda não são bem compreendidos. 

Várias hipóteses foram propostas ao longo dos anos para tentar explicar o efeito da 

idade materna na trissomia do 21. A maioria dos autores assume que o principal problema 

ocorre durante a segregação meiótica. Uma hipótese bastante discutida é a de que o efeito 

da idade avançada na etiologia da não-disjunção pode estar associada ao acúmulo de 

efeitos tóxicos relacionados ao ambiente no período em que o oócito está retido em prófase 

I e à degradação da maquinaria meiótica, tornando-a menos eficiente e mais propensa a 

erros na divisão meiótica (Oliver et al., 2008). 

Para que ocorra uma apropriada segregação durante a meiose I, é necessário que os 

cromossomos homólogos sofram recombinação e se mantenham fisicamente ligados até a 

segregação para polos opostos durante a anáfase I. O efeito da degradação do centrômero, 

dos complexos de coesina ou das proteínas do fuso com o envelhecimento do oócito pode 
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resultar em erros na segregação meiótica (Pan et al., 2008). Uma hipótese que tenta 

explicar a não-disjunção meiótica dependente da idade seria de que a coesão entre as 

cromátides é deteriorada com a idade e os homólogos recombinantes se dissociam 

prematuramente, segregando aleatoriamente durante a primeira divisão meiótica 

(Subramanian & Bickel, 2008). 

Usando Drosophila como modelo, Subramanian e Bickel (2008) testaram esta 

hipótese e observaram um aumento significativo na não-disjunção em meiose I quando a 

coesina smc1 foi reduzida em oócitos envelhecidos. Além disso, o estágio onde os oócitos 

de Drosophila estão mais vulneráveis a erros relacionados à idade é análogo ao estágio em 

que os oócitos humanos permanecem em parada por décadas. Este achado reforça a 

hipótese de que os quiasmas são desestabilizados com a gradual perda de coesão ao longo 

do tempo. Estes dados suportam a hipótese de que o envelhecimento causa a perda 

prematura de conexões entre os cromossomos meióticos, sendo um importante fator para 

erros na segregação em oócitos de Drosophila e humanos (Subramanian & Bickel, 2008). 

Da mesma maneira, outros estudos recentes reforçaram a importância da quantidade de 

coesina para manutenção do processo de disjunção cromossômica, bem como sua relação 

com idade materna avançada (Hodges et al., 2005; Chiang et al., 2010; Garcia-Cruz et al., 

2010; Lister et al., 2010) 

Outras hipóteses buscam relacionar a idade materna à taxa e localização da 

recombinação dos cromossomos homólogos (Hassold et al., 1995; Kong et al., 2004; Lamb 

et al., 2005; Oliver et al., 2008). A taxa de recombinação cromossômica é 

aproximadamente 1,6 vezes mais alta em mulheres do que em homens. O local da 

recombinação também difere, ocorrendo mais trocas nas regiões distais na recombinação 

meiótica dos homens (Coop & Przeworski, 2007). Nas mulheres, os locais de 

recombinação entre os cromossomos homólogos são estabelecidos no oócito fetal, mas são 

segregados apenas após anos de parada meiótica. Alguns cromossomos homólogos 

parecem exibir trocas em pontos que não são ideais, próximos ao centrômero ou aos 

telômeros. Essas trocas são mais susceptíveis a estarem associadas aos eventos de não-

disjunção (Hassold et al., 2007, Hussin et al., 2011).  

Oliver e colaboradores (2008) sugerem que o risco de erro na meiose I materna em 

que não há trocas, ou apenas um sítio de recombinação no cromossomo 21, é independente 
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da idade. Em contraste, erros na meiose II estão associados ao aumento da idade materna 

entre os cromossomos 21 que exibem apenas uma troca pericentromérica. Recentemente, 

um estudo demonstrou que o local de recombinação se aproxima do centrômero com o 

aumento da idade em oócitos com erros de segregação em meiose II, mas o mesmo não foi 

observado na meiose I, onde oócitos com erros de segregação apresentam locais de 

recombinação semelhantes aos de oócitos normais (Oliver et al., 2012). 

Cerca de 10 a 30% dos zigotos humanos possuem alguma alteração no número de 

cromossomos devido a erros durante a divisão meiótica. Como consequência, 

aproximadamente um terço de todos os abortos espontâneos são aneuplóides, sendo 

principal causa de perda gestacional (Hassold & Hunt, 2001). Além disto, 

aproximadamente 80% das concepções com trissomia do 21 são abortadas 

espontaneamente (Hassold & Jacobs, 1984). 

 

 

1.3. Família p53 

 

A proteína p53, codificada pelo gene TP53 (Tumor protein p53, OMIM 191170), 

foi identificada em 1979 em células de vírus de símios (SV40) associada a antígenos T. A 

partir do seu descobrimento, TP53 passou a ser um dos genes mais estudados, tendo seu 

papel estabelecido como chave na supressão tumoral, também conhecido como “o guardião 

do genoma” (Lane, 1992). Durante quase uma década após seu descobrimento, TP53 foi 

erroneamente intitulado como oncogene, sendo identificado como supressor tumoral 

apenas no final da década de 1980. Posteriormente, pesquisas revelaram que TP53 codifica 

fatores de transcrição que atuam na regulação transcricional de um grupo de genes em 

resposta a sinais celulares (Levine & Oren, 2009). 

A proteína p53 tem conhecida importância no controle do desenvolvimento de 

células tumorais e consequente estabilidade genômica em células somáticas, atuando como 

um fator de transcrição que regula um grande número de genes em resposta a uma 

variedade de danos celulares, incluindo a ativação de oncogenes e danos no DNA (Bullock 

& Fersht, 2001; Oren, 2003). O papel de p53 não está limitado à resposta a estresses e 
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danos celulares, mas também em manter a homeostase no organismo sob condições 

normais (Olovnikov et al., 2009). Danos no DNA induzem a ativação funcional de p53 

(Lane, 1992; Zheltukhin & Chumakov, 2010). Quando ativada, p53 dá início a várias 

respostas celulares como a parada do ciclo celular, reparo do DNA, senescência e apoptose 

(Levine et al., 2006, Vousden & Lane, 2007). 

Identificados apenas em 1997, os genes TP63 (OMIM 603273) e TP73 (OMIM 

601990) compõem a família de genes que codificam fatores de transcrição relacionados a 

TP53 (Kaghad et al., 1997; Yang et al., 1998). Suas proteínas, p63 e p73, também 

desempenham importante função em resposta a danos no DNA nas células, sendo capazes 

de induzir a parada no ciclo celular e apoptose independente de p53, embora o façam 

através de diferentes mecanismos (Flores et al., 2002; Levine et al., 2011). Em 

metazoários, o gene TP53 deriva de um gene ancestral mais relacionado a uma combinação 

entre os genes TP63 e TP73 (Belyi et al., 2010). 

Em humanos, o gene TP53 está localizado no cromossomo 17p13.1, possui 19.198 

nucleotídeos e 11 éxons. Os genes TP63 e TP73 estão localizados nos cromossomo 3q27-

29 e 1p36.3, respectivamente. TP63 possui 265.822 nucleotídeos e 14 éxons, enquanto 

TP73 conta com 80.728 e 14 éxons. Os genes TP63 e TP73 são maiores por possuírem 

íntrons maiores, além de um maior número de éxons, o que confere maiores níveis de 

recombinação no gene TP63 e níveis intermediários em TP73 quando comparados aos 

níveis de recombinação de TP53 (Belyi et al. 2010). 

As proteínas da família p53 apresentam grande similaridade de sequencia no 

domínio de ligação do DNA (aproximadamente 55-58% entre p53 e p63/p73 e 

aproximadamente 87% entre p63 e p73) (Yang et al., 2002). A arquitetura geral da 

proteína é altamente conservada desde Drosophila até humanos, consistindo em um 

domínio de ligação de DNA (DBD), um domínio de transativação N-terminal (TA) e um 

domínio de oligomerização C-terminal (OD). As proteínas p63 e p73 contêm ainda um 

domínio SAM (sterile alpha motif) na porção C-terminal, que participa nas interações 

proteína-proteína e um domínio de inibição da transcrição (TID), ambos sem equivalentes 

estruturais em p53 (Straub et al., 2010) (figura 1). 
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Figura 1. Estrutura gênica da família p53 (adaptado de Yang et al., 2002). 

 

As proteínas da família p53 ligam-se a sequências de DNA muito similares para 

regular a transcrição de um subgrupo de genes em comum e de um subgrupo de genes 

únicos para cada proteína (Wu et al., 2011). A similaridade estrutural entre seus DBDs 

sugere que as proteínas da família p53 devem competir ou cooperar entre si na regulação 

de alvos transcricionais em comum (Yang et al., 2002). 

As proteínas p53 são conservadas evolutivamente. Homólogos dos genes da família 

p53 já foram descritos em vários organismos, incluindo moluscos, C. elegans, Drosophila, 

sapos e zebrafish (Derry et al., 2001; Fernandes & Atchley, 2008; Nedelcu & Tan, 2007), 

sendo o domínio de ligação de DNA o mais conservado entre organismos diferentes (Wu et 

al., 2011). Baseando-se na similaridade de sequencia, as proteínas p53-like são mais 

proximamente relacionados com p63/p73 do que p53 em organismos primitivos e 

invertebrados (Rutkowski et al., 2010; Belyi et al., 2010). Portanto, provavelmente 

p63/p73 são mais antigas evolutivamente, e possivelmente p53 evoluiu de um gene 

p63/p73-like. A existência de proteínas “antigas” homólogas de p53 em organismos que 

não tem ameaças de câncer dentro de seu curto tempo de vida sugerem que as funções 

primordiais de p53 não sejam de supressor tumoral (Wu et al., 2011). 

Estudos em proteínas p53-like em organismos menores, incluindo C. elegans e 

Drosophila, observaram que a função do gene ancestral do qual TP53 se origina é de 

disparar a apoptose em resposta a danos no DNA como medida de proteger a integridade 

genômica da linhagem germinativa e (Lu & Abrams, 2006; Junttila & Evan, 2009; Lu et 

al., 2009) e a fidelidade dos processos de desenvolvimento garantindo o sucesso da prole 

(Feng et al., 2011). Esta função é encontrada em invertebrados, como insetos e vermes, e 
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em vertebrados inferiores até humanos, mostrando a importância desta função durante a 

evolução de um bilhão de anos (Pintus et al., 2007; Belyi et al., 2010). Devido a sua 

conservação a partir de invertebrados até vertebrados, sugere-se que supressão tumoral não 

seja a função original do gene TP53 (Feng et al., 2011). 

Assim, a função realizada pelo gene TP53 em células somáticas teria sido adquirida 

a partir da função desempenhada pelo gene ancestral em células da linhagem germinativa. 

Com o desenvolvimento dos vertebrados as funções destes genes foram ampliadas, 

podendo atuar como reguladores transcricionais como, por exemplo, o TP63 na produção 

da pele e outros órgãos, e o TP73 na formação de partes dos sistemas nervoso e imune 

(Mills et al., 1999; Yang et al., 1999). Os mamíferos contêm os três membros da família 

TP53 em seu genoma, enquanto em invertebrados apenas um membro foi identificado, 

indicando que estes genes em mamíferos derivaram da triplicação de um gene ancestral 

(Bourdon et al., 2005; Murray-Zmijewski et al., 2006). 

 

 

1.4. Regulação da família p53 

 

Devido à importância e ao grande número de funções desempenhadas pela proteína 

p53, sua regulação é crucial para o correto funcionamento dos eventos celulares em que 

está envolvida. Uma regulação inapropriada dos níveis de p53 pode trazer consequências 

danosas para toda a comunidade celular. O controle central da via regulatória das proteínas 

p53 é formado por três genes principais e seus produtos: MDM2 (Mouse double minute 2 

homolog, OMIM 164785), MDM4 (Mouse double minute 4 homolog, OMIM 602704) e 

USP7 (ubiquitin-specific protease 7, OMIM 602519), também conhecida como HAUSP 

(herpesvirus-associated) (figura 2) (Brooks et al., 2007; Kang et al., 2009). 
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1.4.1 MDM2 

 

O gene MDM2, localizado no cromossomo 12q14.3-q15, codifica a proteína Mdm2,  

principal regulador negativo de p53. A proteína Mdm2 atua na proteína p53 como uma E3 

ubiquitina ligase, induzindo a ubiquitinação de resíduos de lisina na sua região carboxi-

terminal, degradando assim p53 (Kussie et al., 1996; Rippin et al., 2002; Brooks & Gu, 

2006). A proteína Mdm2 é regulada positivamente pelo gene TP53, onde o aumento dos 

níveis de p53 leva a uma transcrição aumentada de MDM2. Assim, seu produto degrada 

p53 inibindo novamente seus níveis, resultando em um feedback negativo (Lahav et al., 

2004; Zhang et al., 2007). Este feedback negativo mantém a proteína p53 em baixos níveis 

na ausência de sinais de estresse, permitindo uma proliferação celular normal (Marine et 

al., 2006; Toledo & Wahl, 2006). 

 

 

1.4.2 MDM4 

 

O gene MDM4, homólogo estrutural do gene MDM2, está localizado no 

cromossomo 1q32 e também está envolvido na regulação de p53. A proteína Mdm4 afeta 

indiretamente p53 modulando os níveis e atividade de Mdm2 (Marine et al., 2006; Toledo 

& Wahl, 2006), não apenas estimulando a ubiquitinação de p53 mediada por Mdm2, mas 

também a auto-ubiquitinação de Mdm2 (Linares et al., 2003). Mdm4 interage com Mdm2 

formando um heterodímero com uma alta capacidade de ubiquitinação, levando assim, a 

degradação da p53 (Marine et al., 2007; Wade et al., 2010). A ativação transcricional de 

TP53 pode ser inibida por Mdm4 independentemente de Mdm2, ligando-se ao domínio de 

transativação de TP53, o que contribui para a inibição total de p53 (Marine & Jochemsen, 

2005; Francoz et al., 2006; Toledo & Wahl, 2006). 
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1.4.3 USP7 

 

Outro importante regulador da rota de sinalização p53, o gene USP7, localizado no 

cromossomo 16p13.3, atua na estabilização de Mdm2, Mdm4 e p53. A proteína Usp7 é 

uma protease ubiquitina específica, que reconhece e remove moléculas de ubiquitina de 

proteínas. Embora Usp7 tenha vários substratos, os mais estudados são a ubiquitina ligase 

E3 de p53 e Mdm2. Através de sua atividade de deubiquitinase, Usp7 protege p53 da 

degradação. Usp7 tem a capacidade de deubiquitinar também Mdm2 e Mdm4, sendo um 

importante componente regulador da via de sinalização de p53 (Li et al., 2002; Hu et al., 

2006b; Brooks et al., 2007). 

 

 

Figura 2. Via de sinalização de p53 (adaptado de Kang et al., 2009). 

 

 

1.4.4 Regulação de p63 e p73 

 

As proteínas p63 e p73 são reguladas de forma semelhante à de p53. As funções 

desempenhadas pelas proteínas Mdm na via de p53 são compartilhadas com as proteínas 

p63 e p73. Tanto p63 quanto p73 contêm domínio transativação homólogo ao de p53. Os 

domínios transativação de p63 e p73 se ligam às proteínas Mdm de maneira semelhante ao 

domínio TA de p53. Mdm2 e Mdm4 formam complexos com o domínio TA de p63, 

embora as interações sejam mais fracas que com p53 e p73. A afinidade de p53 por Mdm2 

é semelhante à afinidade com Mdm4, enquanto p63 e p73 interagem mais fortemente com 
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Mdm4, sugerindo que este tenha mais impacto na regulação intracelular de p63 e p73 

(Zdzalik et al., 2011). Ainda não se sabe se Usp7 também atua na regulação de p63 e p73. 

 

 

1.5. A família p53 e sua importância na reprodução, desenvolvimento e aneuploidia 

 

Estudos indicam que p53 desempenha papel chave na proteção de embriões a 

teratógenos e diversos estresses ambientais, mostrando que as vias de resposta a danos no 

DNA p53-dependentes são altamente ativas no desenvolvimento do embrião (Nicol et al., 

1995; Norimura et al., 1996; Hall & Lane, 1997). Uma grande quantidade da proteína p53 

é produzida pela placenta humana em gestações anormais. Desta maneira, suspeita-se que 

p53 seja um importante fator para a patogênese de doenças placentárias através da indução 

da apoptose trofoblástica (Fulop et al., 1998; Qiao et al., 1998; Levy et al., 2002; Hu et al., 

2006a). Defeitos neurodegenerativos e do sistema imune de portadores da Síndrome de 

Down estão relacionados com um índice aumentado de apoptose (Helguera et al., 2005; 

Antonarakis & Epstein, 2006; Zana et al., 2006; Roat et al., 2007) , que pode estar 

relacionado ao aumento dos níveis pro-apoptóticos da proteína supressora tumoral p53 

(Sawa et al., 1997; Seidl et al., 1999). 

Experimentos com camundongos demonstraram o envolvimento dos genes da 

família p53 na reprodução (Hu, 2009). A atividade de p53 é necessária para a implantação 

do embrião no útero através da regulação transcricional do gene LIF (Leukemia-inhibitory 

factor, OMIM 159540), que codifica uma citocina com papel importante na implantação 

(Cheng et al., 2002). Estes achados apontam para o papel desempenhado por esta família 

gênica na reprodução, principalmente na linhagem celular materna. A função dos genes da 

família p53 parecem ser as mesmas na reprodução de camundongos e de humanos (Feng, 

et al., 2011).  

Algumas evidências suportam o envolvimento funcional de p53 em células da 

linhagem germinativa. Estudos em C. elegans apontam para funções da proteína análoga 

de p53: cep-1 (C. elegans p53-like-1). Durante o desenvolvimento das células 

germinativas, cep-1 garante a correta segregação meiótica (Derry et al., 2001). Ainda, a 
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expressão de CEP-1 no final de paquíteno, associada ao estabelecimento da competência 

apoptótica, garante que células da linhagem germinativa com danos no DNA ou defeitos na 

recombinação meiótica sejam eliminadas antes da oogênese. Este processo garante que 

apenas células germinativas sadias avancem para a geração seguinte (Rutkowski et al., 

2011). Adicionalmente, proteínas cks2, que são componentes essenciais de complexos de 

ciclinas e estão envolvidas no controle do ciclo celular, possuem sua expressão controlada 

negativamente por p53 em nível transcricional e proteico. Essa regulação contribui para o 

controle da transição de metáfase I para anáfase I na meiose de mamíferos (Rother et al., 

2007). 

A proteína p63 é o principal regulador do processo que controla a fidelidade da 

linhagem germinativa feminina através da proteção por eliminação (apoptose). p63 é 

ativada por fosforilação em resposta a danos no DNA, monitorando, assim, o seu reparo e 

podendo induzir a apoptose do óvulo para proteger a qualidade das linhagens germinativas 

femininas durante a parada meiótica (Suh et al., 2006). A expressão de TP63 também é 

essencial para a formação dos membros e da morfogênese da epiderme (Mills et al., 1999). 

Mutações em TP63 estão associadas com algumas síndromes autossômicas 

dominantes como: síndrome EEC (ectrodactyly, ectodermal dysplasia, cleft lip/palate), 

síndrome AEC (ankyloblepharon, ectodermal dysplasia and clefting), síndrome ADULT 

(acro-dermato-ungual-lacrimal-tooth), síndrome de Rapp-Hodgkin, síndrome de 

malformações de membros e mamas (limb-mammary) e malformação de mão/pé não- 

sindrômica (split hand/foot malformation) (Celli et al., 1999; van Bokhoven et al., 2001; 

Brunner et al., 2002).  

Estudos em camundongos apresentaram o envolvimento de TP73 na manutenção da 

estabilidade genômica através do controle do checkpoint do fuso. Tomasini e 

colaboradores (2008) observaram que camundongos nocaute para p73 apresentavam um 

número diminuído de oócitos ovulados. Além disso, estes oócitos apresentaram um grande 

número de anormalidades no fuso, como fusos multipolares, fusos relaxados e dispersos, 

acompanhados de vários graus de desalinhamento. Neste mesmo estudo, culturas celulares 

3T3 nocaute para TP73 apresentaram perda ou ganho de um cromossomo, indicando 

aneuploidia. 

Feng e colaboradores (2011) encontraram resultados semelhantes, onde 
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camundongos com óvulos deficientes de p73 apresentaram um grande aumento em 

anormalidades do fuso, aneuploidia e pouca competência no desenvolvimento. Em outro 

estudo, embriões obtidos a partir de oócitos nocaute para p73 apresentaram blastômeros 

multinucleados e blastocistos com número celular anormal (Tomasini et al., 2009). Além 

disso, a expressão de TP73 diminui naturalmente com o envelhecimento, o que pode 

contribuir para a ocorrência de aneuploidias em ovócitos envelhecidos (Tomasini et al., 

2008; Hu, 2009). Estes achados apontam para um papel de TP73 na manutenção da 

estabilidade genômica (Tomasini et al., 2008), atuando no checkpoint do fuso meiótico 

reduzindo a aneuploidia na prole (Tomasini et al., 2009). 

Embora todos os membros da família p53 estejam envolvidos no mesmo processo 

fisiológico de reprodução, eles regulam eventos moleculares distintos que ocorrem em 

estágios diferentes (figura 3) (Levine et al., 2011). 

 

 

Figura 3: Proteínas da família p53 e sua regulação na reprodução materna (adaptado de 

Levine et al., 2011). 

 

Devido ao importante papel desempenhado pelas proteínas da família p53 como 

reguladores de processos cruciais do desenvolvimento, sua disfunção ou desequilíbrio pode 

levar a anomalias patológicas em humanos. Instabilidade genômica, aneuploidia, e 

polimorfismos de número de cópias que se originam na linhagem germinativa feminina e 

contribuem para um número de defeitos no desenvolvimento devem ser monitorados 
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geneticamente explorando alelos diferentes nos genes da família p53 (Hu, 2009). 

 

 

1.6. Polimorfismos nos genes da família p53 e de sua via regulatória 

 

Polimorfismos de base única (single-nucleotide polymorphisms – SNPs) exercem 

importante função nos genes da família p53 e nos genes da sua rota de sinalização. Em 

humanos, o polimorfismo c.215G>C (P72R, rs1042522) no gene TP53 está localizado no 

domínio de ativação da proteína p53. A substituição de uma guanina (G) por uma citosina 

(C) neste códon resulta na alteração do aminoácido de uma arginina (R72) por uma prolina 

(P72) (Buchman et al., 1988). 

As isoformas de p53 têm diferentes efeitos funcionais: R72 é de cinco a quinze 

vezes mais eficiente na indução da apoptose (Thomas et al., 1999; Dumont et al., 2003), 

enquanto P72 é mais efetivo na parada do ciclo celular e senescência (Pim & Banks, 2004). 

Estudos indicam que indivíduos homozigotos para o alelo P72 são mais susceptíveis ao 

desenvolvimento de tumores do que indivíduos homozigotos para o alelo R72.  

A frequência alélica do polimorfismo R72P de p53 apresenta grande variação em 

diferentes populações. O alelo R72 de TP53 tem frequência aproximada de 72% em euro-

descendentes e apenas 33% em população em afro-descendentes (The 1000 Genomes 

Project Consortium, 2010). Beckman e colaboradores (1994) observaram que a frequência 

do alelo P72 aumenta de maneira linear em múltiplas populações conforme sua 

proximidade com a linha do equador. Sua hipótese é de que este polimorfismo deva 

exercer impacto na função de p53, onde a alta exposição à luz UV em populações 

próximas ao equador levam à seleção do alelo P72 (Murphy, 2006). 

Com relação à reprodução humana, o alelo P72 foi associado como fator de risco 

para aborto recorrente idiopático (Pietrowski et al., 2005), aborto espontâneo (Firouzabadi 

et al., 2009), falha de implantação recorrente (Kay et  al.,  2006; Goodman  et  al.,  2009; 

Kang et  al.,  2009) e endometriose (Chang et al., 2002; Hsieh & Lin, 2006; Ribeiro et al., 

2009; Paskulin et al., 2012), indicando que p53 possa desempenhar um importante papel 

na reprodução. Recentemente, o alelo P72 foi apontado como fator de risco para gestações 
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gemelares, onde sua baixa eficiência apoptótica torna mais tolerante a gestação de 

múltiplos (Tagliani-Ribeiro et al., 2012).  

Outro polimorfismo no gene TP63 , o c.43-4742T>G (rs17506395), foi associado à 

infertilidade em mulheres independentemente da idade (Feng et al., 2011). TP63 tem 

importante papel no controle da fidelidade da linhagem germinativa feminina, podendo 

induzir a apoptose em oócitos com danos no DNA de maneira independente de p53, como 

uma medida de proteção da qualidade da linhagem germinativa durante a parada meiótica. 

A associação deste polimorfismo com infertilidade em mulheres independente da idade 

sugere que p63 deva exercer outras funções na reprodução além de manter a integridade da 

linhagem germinativa feminina.  

No gene TP73, dois polimorfismos completamente ligados nas posições 4 c.-

30G>A (rs2273953) e 14 c.-20C>T (rs1801173), formam dois importantes SNPs. Estes 

polimorfismos estão localizados anteriormente ao códon de iniciação AUG no éxon 2, 

região que pode formar uma estrutura em forma de grampo com potencial de interferir na 

expressão gênica (Kaghad et al., 1997). Estudos encontraram associação destes 

polimorfismos com risco aumentado para Doença de Alzheimer, leucoplasia e diversos 

tipos de câncer (Hamajima et al., 2002; Misra et al., 2009; Scacchi et al., 2009). Uma 

recente meta-análise demonstrou que o genótipo AT/AT está significantemente associado 

com diversos tipos de câncer em diversas populações (Liu et al., 2011). 

O gene MDM2 possui um importante polimorfismo funcional, o SNP c.14+309T>G 

(SNP309, rs2279744) que resulta em uma alteração de timina (T) para guanina (G) na 

região promotora (Bond et al., 2004). Linhagens celulares homozigotas para o alelo G 

possuem uma maior estabilidade da proteína Mdm2. Além disso, esse genótipo aumenta os 

níveis de expressão de MDM2 atenuando da função de p53 em resposta a estresse celular e 

danos no DNA (Bond et al., 2004; Kang et al., 2009; Fang et al., 2011). 

No gene MDM4, o polimorfismo c.753+572C>T (rs1563828), resultante de uma 

substituição de uma citosina (C) para timina (T) no íntron 9 do gene MDM4  apresenta 

relação com a reprodução humana. O alelo T deste polimorfismo está associado com a 

infertilidade em mulheres, sugerindo que MDM4 possa regular a reprodução em vias 

dependentes e independentes de TP53, podendo ainda interagir com TP63 e TP73 (Kang et 

al., 2009). 
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A alteração c.2719-234G>A (rs1529916), resultado da troca de uma guanina (G) 

por uma adenina (A) no íntron 25 do gene USP7 resulta em um SNP que pode estar 

envolvido na reprodução humana através da regulação de p53 e da implantação (Kang et 

al., 2009). 

Na tabela 1 apresentamos os genes e suas variantes investigadas no presente estudo, 

bem como sua localização e frequência em populações euro e afro-descendentes.  

 

Tabela 1: Polimorfismos investigados no presente estudo 

Gene Localização Tipo de alteração rs number 
Frequência* 

Euro-descendentes Afro-descendentes 

TP53 17p13.1 c.215G>C rs1042522 G: 72% G: 33% 

TP63 3q27-29 c.43-4742T>G rs17506395 T: 73% T: 90% 

TP73 1p36.3 
4 c.-30G>A e    

14 c.-20C>T 

rs2273953 e 

rs1801173 
G/C: 80% G/C: 90% 

MDM2 12q14.3-15 c.14+309T>G rs2279744 T: 64% T: 90% 

MDM4 1q32 c.753+572C>T rs1563828 C: 68% C: 20% 

USP7 16p13.3 c.2719-234G>A rs1529916 G: 67% G: 85% 

* The 1000 Genomes Project Consortium, 2010 

 

Os polimorfismos relacionados aos genes TP53, TP63, TP73, MDM2, MDM4 e 

USP7 estão intimamente associados com reprodução humana (Hu, 2009), onde sua 

regulação fina é extremamente importante na manutenção da estabilidade genômica da 

linhagem germinativa. No entanto, sua relação com erros no genoma, como as 

aneuploidias, ainda não foi descrita. 
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2.1. Justificativa 

 

Apesar da bem estabelecida associação entre aneuploidia e idade materna, as bases 

moleculares e bioquímicas dos processos de proteção das células contra alterações no 

genoma como as aneuploidias ainda não são bem compreendidas. Recentes evidências 

relacionam o papel desempenhado pela família gênica p53 e seus reguladores na 

manutenção da estabilidade genômica, estabilidade do fuso durante a meiose e 

desenvolvimento embrionário. Polimorfismos nos genes da via regulatória de p53 podem 

estar associados com a reprodução humana, onde sua regulação é importante na 

manutenção da estabilidade genômica da linhagem germinativa feminina. 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Investigar a relação entre os polimorfismos dos genes da família p53 e da sua via 

regulatória como fator de risco materno para aneuploidia. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

• Analisar a frequência dos polimorfismos c.215G>C (rs1042522) do gene TP53, 

c.43-4742T>G (rs17506395) do gene TP63, c.-30G>A (rs2273953) e c.-20C>T 

(rs1801173) do gene TP73, c.14+309T>G (rs2279744) do gene MDM2, c.753+572C>T 

(rs1563828) do gene MDM4 e c.2719-234G>A do gene USP7 (rs1529916) em uma 

amostra mães de portadores de Síndrome de Down e de mães de crianças sem 

malformações; 

• Determinar os efeitos destes polimorfismos como fatores genéticos de risco para 

SD, correlacionando-os com a idade materna ao nascimento do caso; 

• Testar possíveis interações entre os genótipos dos polimorfismos estudados, já 

que estes fazem parte da mesma via metabólica. 
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CAPÍTULO 3 

Maternal SNPs in the p53 pathway: risk factors for trisomy 21? 

 

Artigo publicado na revista Disease Markers, vol. 34(1), p. 41-49, janeiro de 2013.
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Abstract 

 

The p53 family and its regulatory pathway play an important role as regulators of 

developmental processes, limiting the propagation of aneuploid cells. Its dysfunction or 

imbalance can lead to pathological abnormalities in humans. The aim of this study was to 

evaluate the effect of maternal polymorphisms TP53 c.215G>C (P72R), TP73 4 c.-30G>A 

and 14 c.-20C>T, MDM2 c.14+309T>G (SNP309), MDM4 c.753+572C>T and USP7 

c.2719-234G>A as risk factors for Down Syndrome (DS) birth. A case-control study was 

conducted with 263 mothers of DS children and 196 control mothers. The distribution of 

these genotypic variants was similar between case and control mothers. However, the 

combined allelesTP53 C and MDM2 G, and TP53 C and USP7 A increased the risk of 

having offspring with DS (OR = 1.84 and 1.77; 95% CI; P < 0.007 and 0.018, 

respectively). These results suggest that, although the individual polymorphisms were not 

associated with DS birth, the effect of the combined genotypes among TP53, MDM2 and 

USP7 genes indicates a possible role of TP53 and its regulatory pathway as a risk factor for 

aneuploidy. 

 

Key words: Down syndrome, TP53, TP73, MDM2, MDM4, USP7. 

 



30 

 

1. Introduction 

Down Syndrome (DS), characterized by trisomy of chromosome 21, is the most 

common cause of mental retardation in humans [23], occurring in 1 in 700-800 births [30]. 

The meiotic nondisjunction is the main cause of free 21 trisomy, event responsible for the 

aneuploidy 21 in 95% of affected individuals [3]. In 95% of cases, the nondisjunction 

occurs during maternal meiosis [1], mainly in the first meiotic division [2, 59]. It is well 

established that advanced maternal age is a risk factor for aneuploidy and is associated 

specifically with errors that occur during oogenesis [59]. 

Given the important role played by p53 family proteins as regulators of crucial 

developmental processes, their dysfunction or imbalance can lead to pathological 

abnormalities in humans. Genomic instability, aneuploidy and copy number 

polymorphisms that originate in the female germline and contribute to a number of 

developmental defects can be explored through investigations of the TP53 gene family 

[26]. Encoded by TP53 gene, the p53 protein has known importance in the prevention of 

tumors and genomic stability in somatic cells, acting as a transcription factor that regulates 

a large number of genes in response to cell damage, including activation of oncogenes and 

DNA damage [12, 35, 45]. When activated, p53 initiates cellular responses, such as cell 

cycle arrest, DNA repair, senescence and apoptosis [22, 27]. The loss of p53 allows the 

accumulation of aneuploid cells as a result of chromosomal instability. Thus, p53 and its 

regulatory pathway play a critical role in limiting the propagation of aneuploidy and 

preserving the nature of diploid human cells [55]. 

The central control of the p53 regulatory pathway consists of three major genes and 

their products: MDM2 (Mouse double minute p53 binding protein homolog 2), MDM4 

(Mouse double minute p53 binding protein homolog 4) and USP7 (ubiquitin specific 
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peptidase 7 (herpes virus-associated)), also known as HAUSP [10, 29]. The main negative 

regulator of the TP53 is the protein MDM2, which acts on the p53 as an E3 ubiquitin 

ligase, leading to degradation of p53 [9, 31]. MDM2 is upregulated by TP53, where the 

increase in p53 levels leads to increased transcription of MDM2. Thus, the product 

degrades p53 by inhibiting their levels, resulting in a negative feedback loop. This process 

maintains the p53 protein at low level in the absence of stress signals, allowing normal cell 

proliferation [42, 47]. Participating in the same metabolic pathway, the TP73 gene plays a 

crucial role in maintaining the rate of ovulation and acting on the spindle checkpoint, 

reducing aneuploidy in the offspring [57]. p73 plays an important role in maintaining 

genomic integrity as well, which is particularly important when p53 function is 

compromised [5]. 

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes of the p53 regulatory pathway 

have been targeted for study in research relating to human reproduction [16, 17, 29]. A 

common polymorphism in TP53c.215G>C (P72R, rs1042522) [11], a substitution atcodon 

72 that makes the induction of apoptosis less efficient [15, 54]. The MDM2 gene has an 

important functional polymorphism c.14+309T>G (SNP309, rs2279744), the result of a 

thymine to guanine change in its promoter region [7], increasing MDM2 expression and 

attenuating the p53 function [7, 16, 29]. A substitution in intron 9 of MDM4 gene 

c.753+572C>T (rs1563828) is correlated with human reproduction, as well as c.2719-

234G>A change in intron 25 of USP7 gene (rs1529916) [29]. In TP73, two closely linked 

polymorphisms in position 4 c.-30G>A and 14 c.-20C>T (rs2273953, rs1801173) are 

located before the initiating codon in exon 2. This region can form a clamp-shaped 

structure with the potential to interfere in gene expression [28]. 

Thus, we hypothesized that polymorphisms related to TP53 and TP73 genes and 
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genes in their regulatory pathway - MDM2, MDM4 and USP7 - may be closely associated 

with human reproduction, where its fine regulation is extremely important in maintaining 

genomic stability of germline cells avoiding aberrations in its genome, as aneuploidies. 

This study investigated the influence of the TP53 gene family and their regulators as risk 

factors for aneuploidy of chromosome 21. We analyzed the role of TP53c.215G>C 

polymorphism (rs1042522), TP73c.-30G>A (rs2273953) and c.-20C>T (rs1801173), 

MDM2c.14+309T>G (rs2279744), MDM4c.753+572C>T (rs1563828) and USP7c.2719-

234G>A (rs1529916) as maternal risk factors for DS birth in a case-control study. 

2. Materials and Methods 

2.1 Subjects 

All cases were identified through Medical Genetic Service of Hospital de Clínicas 

de Porto Alegre (HCPA) and local support groups of DS (APAEs). The control group 

consisted of women with healthy children who were randomly selected to participate in 

this study during the blood collection for routine laboratorial analyzes in the HCPA. The 

case-control study was conducted with 263 case mothers and 196 control mothers. Further 

details on the selection and sample characteristics can be found in our previously  

published work [8]. 

This study was approved by the Ethics Committee of HCPA. All mothers who 

participated in the study signed an informed consent form. We collected 5 mL of 

peripheral blood in EDTA tubes for genetic analysis. 

2.2. Analysis of polymorphisms 

DNA was extracted from blood samples as described by Lahiri and Nurnberger 

(1991) [32]. The SNPs of five genes of the p53 signaling pathway were genotyped, 



33 

 

including TP53, TP73, MDM2, MDM4 and USP7. Genotypes were determined by using 

the following allelic discrimination Taqman probes (Applied Biosystems): 

C___2403545_10 (TP53 gene), C___9493064_10 (MDM4 gene) and C___9688119_1_ 

(USP7 gene). Since these two loci are closely linked, the genotype determination of 

polymorphisms c.-30G>A (rs2273953) and c.-20C>T (rs1801173) of TP73 gene was 

performed with the probe C__16180357_10 determining polymorphism c.-30G>A 

(rs2273953), a method previously used by Hamajima and colleagues (2002) [21] and 

Scacchi and colleagues (2009) [51]. To determine the genotype of MDM2 gene 

c.14+309T>G, probes were used which were labeled with FAM-TCCCGCGCCGCAG and 

VIC-CTCCCGCGCCGAAG fluorescence and primers forward 5'-

CGGGAGTTCAGGGTAAAGGT-3' and reverse 5'-ACAGGCACCTGCGATCATC-3'. 

The real-time PCR reactions were performed in 96 well plates in each reaction containing: 

10ng of genomic DNA, 2x MasterMix Genotyping TaqMan (Applied Biosystems), probes 

specific for each polymorphism (40x) and enough water to reach 8 μL. The reactions were 

conducted in the StepOnePlus ™ PCR Real-Time System, with an initial cycle of 10 

minutes at 95°C, followed by 45 cycles at 95°C for 15s and 63°C for 1 minute. The 

reactions for c.14+309T>GMDM2 gene were also conducted in 96 well plates in each 

reaction containing: 10ng of genomic DNA, 2x MasterMix Genotyping TaqMan (Applied 

Biosystems), 1 μM of each primer and probe, and sufficient water to reach 25 μL. This 

reaction was also conducted in StepOnePlus™ PCR Real-Time Systems, with the initial 

cycle of 2 min at 50°C for 10 minutes and heating at 95°C, followed by 45 cycles at 95°C 

for 15s and 60°C for 1 minute. The reaction products were analyzed on StepOne V2.2.2 

Software. 

2.3. Statistical Analysis 
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Statistical analysis were performed using SPSS software, version 14.0. The chi-

square was used to test the Hardy-Weinberg equilibrium, to compare allelic and genotypic 

frequencies, to compare the  ethnicity, and the frequency of spontaneous abortions between 

groups. The gene-gene additive effect was also analyzed by chi-square test and logistic 

regression models were used to control the effect of maternal age at the time of conception. 

For maternal age, a dichotomous variable was used (<35 or ≥ 35 years) due to high 

prevalence of children with DS in women aged over 35 years, and t test was performed to 

compare the mean maternal age. The ORs were used to quantify the association between 

each polymorphism and the risk of having a DS child. Using Epi-Info software version 6.0, 

we estimated to be able to detect an OR of 2.5 with a sample size of 150 cases and 150 

controls with an assumed power of 80% and confidence level of 95%. The Bonferroni’s 

correction was applied for five tests in logistic regression analisys (αBonf = 0.01). 

3. Results 

A total of 263 case mothers and 196 control mothers were studied. As expected, the 

mean maternal age was higher in case mothers (34.75 years ± 8.05 vs 28.26 ± 5.99, P = 

0.000002) as well as the prevalence of mothers over 35 years of age in the case group 

(57% vs 20%, OR = 5.31, 95% CI = 3.45 – 8.17, P <0.000001) (6 missing values in control 

group). The case group contained 237 (90.1%) mothers classified as Euro-descendants, 17 

(6.5%) as African-descent and 9 (3.4%) classified as other ethnicity. In the control group, 

175 (89.7%) mothers were classified as Euro-descendants, 10 (5.15%) as African-descent 

and 10 (5.15%) as other ethnicity (1 missing value). The ethnic groups did not differ 

significantly between groups (P = 0.569). A higher frequency of spontaneous abortions 

was observed in the case group (21.7% vs. 9.7%, P < 0.001). 

Table 1 shows the distribution of genotypes and allele frequencies of the studied 
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polymorphisms between case and control groups, as well as in other european and euro-

descendant populations. The allelic and genotypic frequencies of polymorphisms were in 

Hardy-Weinberg equilibrium and did not differ between case and control groups when 

analyzed separately, even when controlled for maternal age, ethnicity and spontaneous 

abortion. Our observed allele frequencies are in accordance to those described for euro-

descendants. 

The gene-gene additive effect was analyzed by a combination of TP53 risk allele 

with the risk alleles of other genes of its pathway (TP53 C and MDM2 G; TP53 C and 

MDM4 T; TP53 C and USP7 A; TP53 C and TP73 A / T). As shown in Table 2, the risk of 

having a child with DS in women with risk alleles for TP53 + MDM2 and TP53 + USP7 is 

1.84 and 1.77 times higher, respectively (95% CI and P < 0.007 and 0.018), when adjusted 

for maternal age. We additionally tested the interaction of TP53, MDM2 and USP7 risk 

alleles together. The risk of having a DS child with this genotype is 2.04 higher (95% IC 

and P < 0.020) when controlled for maternal age. Interestingly, women under the age of 35 

years at the time of conception showed a higher frequency of TP53 C allele associated with 

USP7 A allele (OR = 1.99; 95% CI = 1.08 – 3.66; P < 0.026).When applying the 

Bonferroni’s correction for multiple comparisons, the TP53/MDM2 additive effect 

maintained its statistical significance both in the unadjusted and in adjusted for maternal 

age model. However, the gene-gene additive effect including USP7 kept its significance 

only in the unadjusted analysis. 

4. Discussion 

Recent evidence has shown the important role played by p53 family as regulators of 

crucial processes related to human reproduction [14, 26]. Our working hypothesis was 

based on two main pieces of evidence: 1) The loss of p53 function or genes that regulate 
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this metabolic pathway may be related to the accumulation of aneuploid cells, increasing 

the risk of DS birth in women with these polymorphisms [55]. This same loss of function 

could also decrease the action of apoptotic mechanisms that would eliminate aneuploid 

embryos in women with wild alleles [56]. Even if the inactivation of p53 is not the primary 

cause of aneuploidy, its dysfunction strongly facilitates a tolerance to this chromosomal 

instability [5] and, 2) Loss of p73 function due to polymorphisms in its encoding gene may 

interfere in the control of the meiotic spindle during oogenesis, increasing the risk of 

aneuploidy in the offspring [56, 57]. The expression of TP73 naturally decreases with age, 

therefore the loss of TP73 function may contribute to the increase of aneuploidy produced 

by old oocytes [26, 56, 57]. In our sample about 43% of women were younger than 35 

years at the time of the trisomic fetus conception. Thus, it becomes evident that mutations 

affecting the function of TP73 may be related to increased frequency of aneuploid 

pregnancies in young women. Supporting this hypothesis, a recent study showed that mice 

deficient in p73 presented spindle abnormalities, aneuploidy and little competence in fetal 

development [17]. 

The present study showed that polymorphisms in TP53, TP73, MDM2, MDM4 and 

USP7 genes do not represent a risk factor in the process of aneuploidy when analyzed 

separately, even when controlled for advanced maternal age. The distributions of allelic 

and genotypic frequencies found in this study are consistent with that expected for 

populations with European ancestry. Despite the ethnic admixture present in the Brazilian 

population, Southern Brazil has strong European ancestry, and the majority of our cases 

and controls were classified as Euro-descendants. This was confirmed by the similarity of 

allele frequencies observed in our sample compared to 1000 Genomes [52] and HapMap 

[53] databases for europeans and european-descendants. 
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Taking into account that the p53 pathway studied depends on multiple protein 

interactions, we found that the combination of TP53 and MDM2 polymorphisms, and 

possibly TP53 and USP7 contributes to this increased risk. The effect of TP53 C allele 

associated with USP7 A allele is probably maternal age independent as women under the 

age of 35 years at the time of conception showed a higher frequency of TP53 C allele 

associated with USP7 A allele. These results indicate a synergistic effect between genes 

that act in the same pathway in a multifactorial way. The allele P72 reduces the efficiency 

of p53 to induce apoptosis. Acting in the same signaling pathway, the G allele increases 

the expression of MDM2, degrading more p53 and negatively influencing the induction of 

apoptosis in these cells [16]. Some studies showed that a large amount of p53 protein is 

produced by the human placenta in abnormal pregnancies. It is suspected that p53 is an 

important factor in the pathogenesis of diseases through the induction of throphoblast 

apoptosis [19, 24, 37, 48]. Thus, the interaction of these polymorphisms could decrease the 

levels of the pro-apoptotic p53 protein, making it less functional in response to cell 

damage. As a consequence, the reaction would be attenuated by trophoblastic apoptosis 

and promote greater tolerance of aneuploidy. 

Although these polymorphisms have never been investigated as possible risk 

factors for aneuploidy in humans, some studies showed an association between SNPs of 

p53 pathway and fertility, suggesting a specific role of p53 in the regulation of human 

reproduction. Pietrowski and colleagues (2005) [46] reported an association of the P72 

allele and recurrent miscarriages. However, Fang and colleagues (2011) [16] did not find 

any difference in genotype and allele frequency of TP53 P72 and R72 forms through a 

case-control study involving women with miscarriages. They also reported that women 

with TP53 P72/P72 genotype and MDM2 G/G have a significantly higher expression of the 
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MDM2 protein, which may attenuate the response of apoptosis after DNA damage. The 

genes MDM2, MDM4 and USP7, which produce proteins that regulate p53 level, had their 

minor alleles enriched in women seeking clinics for in vitro fertilization for the same SNPs 

studied [29, 36]. 

The R72 and P72 forms of TP53 have different biological effects: R72 is more 

efficient in inducting apoptosis while P72 can promote a G1 arrest. This polymorphism 

seems to increase the chance of miscarriage in healthy women [46]. Thus, it is possible that 

genes that undergo selection in the TP53 pathway may affect human reproduction [29]. 

The G allele of MDM2c.14+309T>G SNP is associated with a high risk of spontaneous 

abortion [16], which supports the combined effect between this MDM2polymorphism and 

R72P of p53 [7, 58]. The MDM4 gene, that is structurally homologous with the MDM2 

gene, is also involved in the regulation of p53. The MDM4 protein indirectly affects p53, 

modulating its levels as well as MDM2 activity [42], not only stimulating the 

ubiquitination of p53 mediated by MDM2, but also the self-ubiquitination of MDM2 [39]. 

The transcriptional activation of TP53 by MDM4 can be inhibited regardless of MDM2 

[18], by binding to the TP53 trans-activation domain, that contributes to the total inhibition 

of p53 [41]. The T allele of this polymorphism is associated with fertility in women, 

suggesting that MDM4 can regulate reproduction in a dependent and independent TP53 

pathways, and may also interact with TP63 and TP73 [29]. Another important regulator of 

the p53 signaling pathway, the USP7 gene, acts in the stabilization of MDM2, MDM4 and 

p53 by deubiquitinating these proteins [10, 25, 38]. Other studies also reported an 

association of TP73 polymorphisms with increased risk for Alzheimer's disease, 

leukoplakia and several types of cancer [40,43, 51]. 

There are no functional studies regarding the polymorphism c.2719-234G>A of the 
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USP7 gene. Kang and colleagues (2009) [29] found an association of the mutated A allele 

with infertility, showing the impact of this SNP on human fertility through the attenuation 

of the p53 pathway. As in this work, we also found a higher frequency of this allele in 

women younger than 35 years. The MDM2, MDM4 and USP7 proteins maintain the levels 

and activity of p53 that are critical to an appropriate transcriptional response signal after 

cell stress [29]. 

In humans, the p53 gene family appears to play other important roles in 

reproduction: TP53 is involved in the regulation of the blastocyst and TP73 regulates the 

integrity of germ line cells [17]. Some evidence supports the involvement of p53 as 

functional in germline cells. Studies in C. elegans showed similar functions of that 

analogous to the p53 protein: cep-1 (C. elegans p53-like-1). During the development of 

germ cells cep-1 ensures correct meiotic segregation [13]. In addition, the expression of 

CEP-1 at the end of pachytene, associated with the establishment of apoptotic competence, 

ensures that the germline cells with DNA damage or defects in meiotic recombination are 

eliminated before oogenesis. This process ensures that only healthy germ cells advance to 

the next generation [50]. Additionally, cks2 proteins, that are essential components of 

cyclins complexes, and are involved in cell cycle control, have their expression negatively 

controlled by p53 at transcriptional and proteic level. This regulation contributes to control 

the transition from metaphase I to anaphase I in mammals’ meiosis [49]. 

Despite the well established association between DS and advanced maternal age, 

the biochemical and molecular basis of nondisjunction are still not well understood. 

Altered patterns of recombination are known risks for nondisjunction [33, 34]. More 

recently, Oliver and colleagues (2008) [44] have added support to the multifactorial 

etiology of nondisjunction in human meiosis. Their data suggested that pericentromeric 
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chromatid exchanges during meiosis in females interact with maternal age-related risk 

factors, altering the susceptibility to nondisjunction. One year later, Gosh and colleagues 

(2009) [20] tested this hypotesis in an independent and ethnically different population in 

India and their results were consistent with those of Oliver and colleagues (2008). In our 

study we searched for different susceptibility factors that could predispose to aneuploidy, 

and we looked also for a possible interaction with advanced maternal age. However, a 

logistic regression considering maternal age failed to show an interaction between p53 

pathway, maternal age and aneuploidy.   

In this article we presented recent evidence linking the role of the TP53 family and 

its regulators in the maintenance spindle stability during meiosis and embryo development. 

Allied to this evidence and because of the lack of studies investigating the relationship of 

these polymorphisms with the genesis of aneuploidy in humans, this work is the first to 

establish a relationship between polymorphisms in the TP53 gene family and its regulatory 

pathway as a risk factor for aneuploidy of 21. Future studies in other populations should be 

conducted to confirm our findings, especially to clarify the factors independent of maternal 

age which may be involved in the development of aneuploid cells. 
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Tables 

 

Table 1 

Allelic and genotypic frequencies of SNPs in the TP53 pathway 

 

Gene 

Genotype /  

Allele 

Case 

n (%) 

Control 

n (%) 

 

P* 

Expected allele frequency** 

1000 Genomes [52] HapMap [53] 

TP53 GG 116 (44.1) 99 (50.5) 0.322   

(rs1042522) GC 123 (46.8) 78 (39.8)    

 CC 24 (9.1) 19 (9.7)    

 G 355 (67.5) 276 (70.4) 0.386 78.9 76.7 

MDM2 TT 104 (39.5) 82 (41.9) 0.442   

(rs2279744) TG 123 (46.8) 81 (41.3)    

 GG 36 (13.7) 33 (16.8)    

 T 331 (62.9) 245 (62.5) 0.949 64.0 NA 
MDM4 CC 88 (33.5) 70 (35.7) 0.832   

(rs1563828) CT 124 (47.1) 87 (44.4)    

 TT 51 (19.4) 39 (19.9)    

 C 300 (57.0) 227 (57.9) 0.843 67.9 65.0 

USP7 GG 125 (47.5) 101 (51.5) 0.282   

(rs1529916) GA 122 (46.4) 78 (39.9)    

 AA 16 (6.1) 17 (8.6)    

 G 372 (70.7) 280 (71.4) 0.873 67.3 68.9 

TP73 GG / CC 161 (61.2) 109 (55.6) 0.381   

(rs2273953 and 

rs1801173) 

GA / CT 87 (33.1) 71 (36.2)    

AA / TT 15 (5.7) 16 (8.2)    

G / C 409 (77.8) 289 (73.7) 0.181 79.9 NA 

*Chi-square 
** Data from european and euro-descendants populations 

NA = not available 
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Table 2 

Risk allele combinations in the TP53 pathway  

Alleles† 
Case 

n (%) 

Control 

n (%) 
P* OR (IC 95%) P** OR (IC 95%)** 

TP53C + MDM2G 94 

(35.7) 

46 

(23.5) 
0.006 1.81 (1.17 – 2.81) 0.007 1.84 (1.18 – 2.89) 

TP53C + MDM4T 96 

(36.5) 

65 

(33.2) 
0.521 1.16 (0.77 – 1.74) 0.536 1.14 (0.75 – 1.74) 

TP53C + USP7A 80 

(30.4) 

37 

(18.9) 
0.007 1.88 (1.18 – 3.00) 0.018 1.77 (1.10 – 2.85) 

TP53C + TP73A/T 58 

(22.0) 

43 

(21.9) 
0.933 1.01 (0.63 – 1.61) 0.760 1.08 (0.66 – 1.75) 

TP53C + MDM2G + 

USP7A 

51 

(19.4) 
19 (9.7) 0.006 2.24 (1.24 – 4.10) 0.020 2.04 (1.12 – 3.71) 

† Includes the presence of the allele in homozygosis or heterozygosis. 

* Chi-square (Yates correction). 

** P and OR adjusted for maternal age by logistic regression. 
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Supplementary Tables 

 

Table S1 

Allelic and genotypic frequencies of SNPs in the TP53 pathway in euro-descendants 

 

Gene 

Genotype /  

Allele 

Case 

n (%) 

Control 

n (%) 

 

P* 

Expected allele frequency** 

1000genomes [52] HapMap [53] 

TP53 GG 106 (44.7) 92 (52.6) 0.164   

(rs1042522) GC 113 (47.7) 67 (38.3)    

 CC 18 (7.6) 16 (9.1)    

 G 325 (68.6) 251 (71.7) 0.369 78.9 76.7 

MDM2 TT 96 (40.5) 75 (42.9) 0.666   

(rs2279744) TG 109 (46.0) 73 (41.7)    

 GG 32 (13.5) 27 (15.4)    

 T 301 (63.5) 223 (63.7) 0.991 64.0 NA 
MDM4 CC 83 (35.0) 63 (36.0) 0.978   

(rs1563828) CT 111 (46.8) 81 (42.3)    

 TT 43 (18.2) 31 (17.7)    

 C 277 (58.4) 207 (59.1) 0.895 67.9 65.0 

USP7 GG 111 (46.8) 87 (49.7) 0.482   

(rs1529916) GA 111 (46.8) 73 (41.7)    

 AA 15 (6.4) 15 (8.6)    

 G 333 (70.3) 247 (70.6) 0.982 67.3 68.9 

TP73 GG / CC 149 (62.9) 98 (56.0) 0.269   

(rs2273953 and 

rs1801173) 

GA / CT 76 (32.0) 63 (36.0)    

AA / TT 12 (5.1) 14 (8.0)    

G / C 374 (78.9)  259 (74.0) 0.117 79.9 NA 

*Chi-square 
** Data from european and euro-descendants populations 

NA = not available 
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Table S2 

Risk allele combinations in the TP53 pathway showing data for euro-descendants only 

Alleles
†
 

Case 

n (%) 

Control 

n (%) 
P

*
 OR (IC 95%) P

**
 OR (IC 95%)

**
 

TP53C + MDM2G 82 

(34.6) 

38 

(21.7) 
0.006 1.91 (1.19 – 3.06) 0.009 1.90 (1.17 – 3.06) 

TP53C + MDM4T
 

82 

(34.6) 

55 

(31.4) 
0.569 1.15 (0.75 – 1.79) 0.551 1.14 (0.73 – 1.79) 

TP53C + USP7A
 

72 

(30.4) 

32 

(18.3) 
0.007 1.95 (1.19 – 3.22) 0.016 1.85 (1.12 – 3.06) 

TP53C + TP73A/T
 

50 

(21.1) 

34 

(19.4) 
0.770 1.11 (0.66 – 1.86) 0.502 1.19 (0.71 – 2.02) 

TP53C + MDM2G + 

USP7A
 

45 

(19.0) 
15 (8.6) 0.005 2.50 (1.29 – 4.88) 0.016 2.23 (1.16 – 4.60) 

†
 Includes the presence of the allele in homozygosis or heterozygosis. 

*
 Chi-square (Yates correction). 

**
P and OR adjusted for maternal age by logistic regression. 
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Como apresentado no capítulo 1, mutações em TP63 estão associadas a algumas 

síndromes autossômicas dominantes. TP63 está envolvido na manutenção das células 

epiteliais e é essencial para o desenvolvimento e formação da pele e membros (Yang et al., 

2002). Adicionalmente, estudos em camundongos demonstraram que a proteína p63 é 

expressa constitutivamente nas células germinativas femininas durante a parada meiótica. 

A expressão de p63 foi verificada em tecidos do ovário de camundongos, mas não nos 

testículos. Durante a parada meiótica, p63 pode ser ativada por fosforilação em resposta a 

danos no DNA, podendo induzir a apoptose em oócitos com danos no DNA de maneira 

independente de p53 (Suh et al., 2006). p63 é ativada por fosforilação através da tirosina 

quinase c-abl, e induz um grupo de genes pró-apoptóticos, como PUMA (p53 upregulated 

modulator of apoptosis), e NOXA, conduzindo uma apoptose eficiente e independente de 

p53 (Gonfloni et al., 2009). 

Em humanos, o gene TP63 é o de maior tamanho da família p53, e é o que 

apresenta maiores taxas de recombinação. TP63 é um gene altamente polimórfico: segundo 

dados do HapMap Phase 3, TP63 possui mais de 160 SNPs em populações euro e  afro-

descendente (Belyi et al., 2010). Apenas em 2011 foi publicado o primeiro trabalho de 

associação entre TP63 e reprodução humana. Feng e colaboradores (2011) encontraram 

associação entre o alelo T do SNP c.43-4742T>G (rs17506395) e infertilidade. Este 

polimorfismo consiste em uma substituição do tipo transversão e ocorre no íntron 4 do 

gene. 

Com o objetivo de avaliar a relação de membros da família p53 com aneuploidia, 

decidimos também investigar o SNP c.43-4742T>G no presente trabalho. O genótipo foi 

determinado através de discriminação alélica utilizando a sonda TaqMan (Applied 

Biosystems) C__32460279_10. As reações de PCR real-time e as análises estatísticas 

foram conduzidas como descrito no capítulo 3. 

As frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo c.43-4742T>G do gene TP63 

estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg. Como apresentado na tabela 2, o alelo G foi mais 

frequente no grupo casos, porém, não houve diferença estatisticamente significativa nas 

frequências alélicas e genotípicas entre casos e controles. As frequências alélicas 

observadas em casos e controles não diferiram mesmo quando controlado para idade 

materna, etnia e aborto espontâneo e estão de acordo com o descrito para euro-
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descendentes no banco de dados 1000 Genomes (The 1000 Genomes Project Consortium, 

2010). 

 

Tabela 2. Frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo c.43-4742T>G do gene TP63 

Gene Genótipo 
Caso 
n (%) 

Controle 
n (%) 

P* 
Frequência alélica 

esperada** 
TP63 TT 151 (57.4) 119 (62.6) 0.520  
(rs17506395) TG 98 (37.3) 63 (33.2)   

 GG 14 (5.3) 8 (4.2)   

 T 400 (76.0) 301 (79.2) 0.297 73% 

 G 126 (24.0) 79 (20.8)   
*Qui-quadrado 

** População europeia (The 1000 Genomes Project Consortium, 2010) 

 

O efeito da interação gene-gene foi analisado através da combinação do alelo de 

TP63 mais frequente no grupo casos com os alelos de risco dos demais genes da família e 

da via de p53 (TP63 G e TP53 C; TP63 G e MDM2 G; TP63 G e MDM4 T; TP63 G e 

USP7 A; TP63 G e TP73 A/T). Como apresentado na tabela 3, não houve diferença 

estatisticamente significativa entre casos e controles na análise de interação, mesmo 

quando realizado ajuste para idade materna por regressão logística. 

 

Tabela 3. Combinações de alelos de risco da via de TP53 com o alelo G de TP63 

Alelos
†
 

Caso 

n (%) 

Controle 

n (%) 
P

*
 OR (IC 95%) P

**
 OR (IC 95%)

**
 

TP63G + TP53C 58 (22.0) 36 (19.0) 0.492 1.21 (0.74 – 1.98) 0.347 1.27 (0.77 – 2.12) 

TP63G + MDM2G 66 (25.1) 38 (20.0) 0.246 1.34 (0.83 – 2.16) 0.183 1.39 (0.85 – 2.27) 

TP63G + MDM4T
 

70 (26.6) 48 (25.3) 0.830 1.07 (0.69 – 1.68) 0.801 0.94 (0.59 – 1.45) 

TP63G + USP7A
 

62 (23.6) 36 (19.0) 0.287 1.32 (0.81 – 2.15) 0.321 1.28 (0.78 – 2.11) 

TP63G + TP73A/T
 

41 (15.6) 28 (14.7) 0.907 1.07 (0.62 – 1.86) 0.988 1.00 (0.57 – 1.77) 
†
Presença do alelo em homozigose ou heterozigose. 

*
Qui-quadrado (correção de Yates). 

**
P e OR ajustados para idade maternal por regressão logística. 

 

Recentemente foram testadas possíveis associações entre SNPs do gene TP63 e 

infertilidade. No estudo de Feng e colaboradores (2011) foi encontrada associação entre o 

polimorfismo c.43-4742T>G do gene TP63 e infertilidade, onde alelo T deste SNP 
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apresentou uma frequência maior em mulheres inférteis do que no grupo controle, tanto em 

mulheres com idade superior quanto em mulheres com idade inferior a 35 anos (78,8% vs. 

70,9%; P = 0,004). Desta maneira, este polimorfismo pode estar sendo selecionado através 

de pressão evolutiva (Feng et al., 2011).  

De maneira diferente, no nosso estudo o alelo G foi mais frequente no grupo casos 

do que no grupo controle, porém a diferença não foi estatisticamente significativa (tabela 

2). A proteína p63 é controlada pelas proteínas mdm2 e mdm4 de maneira semelhante à 

regulação de p53 (Zdzalik et al., 2011). Ainda, as proteínas da família p53 cooperam entre 

si na regulação de alvos transcricionais em comum (Yang et al., 2002). A fim de verificar a 

relação destes polimorfismos de maneira multifatorial, testamos a interação dos 

polimorfismos de p63 com os outros genes da família p53 e de sua via regulatória (tabela 

3). Não houve diferença estatisticamente significativa entre casos e controles, mesmo 

quando controlado para a idade materna. 

Em conclusão, o SNP c.43-4742T>G do gene TP63 não está associado ao risco de 

nascimentos com trissomia do 21 na amostra testada. Até o presente, não existem estudos 

funcionais com relação a este polimorfismo. 
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Desde a identificação da trissomia do 21 como etiologia da síndrome de Down, 

muitos esforços foram realizados a fim de entender seus processos causais. A idade 

materna ainda é o único fator etiológico reconhecido para a ocorrência da SD. Mulheres 

com idade superior a 35 anos de idade têm maior chance de ter um filho afetado, o que 

também foi observado na presente amostra. Sabe-se também que de 30 a 70% das 

concepções trissômicas são perdidas (Kuo et al., 2002), e que após o processo de 

abortamento, o risco de uma concepção trissômica nas gestações seguintes aumenta quase 

duas vezes (Bianco et al., 2006). No presente estudo, o número de mães com história de 

abortamento prévio também foi maior no grupo casos quando comparados com o grupo 

controle. 

A associação entre o aumento da idade materna e a SD foi reconhecida por Penrose 

já em 1933, muito tempo antes de Lejeune descrever a trissomia do cromossomo 21 em 

1959 (Lejeune et al., 1959). Apesar dos esforços realizados em anos de pesquisa, a idade 

materna ainda é, até o momento, o único fator indiscutivelmente ligado à aneuploidia em 

humanos. A forte associação entre idade materna e trissomia, juntamente com as mudanças 

nas tendências reprodutivas onde a idade materna tem aumentado constantemente ao 

nascimento do primeiro filho, sugerem que o problema das aneuploidias não tende a 

diminuir (Hunt & Hassold, 2008). 

Muitas pesquisas buscam elucidar fatores que influenciam na taxa de não-disjunção 

meiótica, responsável por 95% dos casos de SD. Muitas delas se concentram no processo 

de divisão meiótica, buscando, por exemplo, encontrar relações entre sítios e taxas de 

recombinação com a idade materna. Além disso, recentes observações mostram uma 

possível associação de polimorfismos presentes em genes envolvidos no metabolismo do 

folato/homocisteína como fator de risco materno para SD (James et al., 1999; Silva et al., 

2005; Brandalize et al., 2009; Brandalize et al., 2010).  

Evidencias sugerem que as proteínas da família p53 desempenham importante 

papel como reguladores de processos cruciais relacionados a reprodução humana (Dötch et 

al., 2010; Hu 2009). Nesta pesquisa propusemos uma nova abordagem com base nos 

sistemas que controlam erros no genoma e assim possibilitem uma maior tolerância ao 

desenvolvimento de embriões aneuplóides. Nossa hipótese de trabalho se baseou em duas 

evidências principais: 1) A perda da função de p53 e p63 ou de genes que regulam suas 
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vias metabólicas podem estar relacionadas ao acúmulo de células aneuplóides, aumentando 

o risco de SD em mulheres portadoras destes polimorfismos (Thompson & Compton, 

2010). Esta mesma perda de função poderia ainda estar diminuindo a ação de mecanismos 

apoptóticos que eliminariam embriões aneuplóides em mulheres com alelos selvagens 

(Tomasini et al., 2008). A proteína p63 está envolvida no reparo do DNA e controle da 

apoptose no óvulo, e p53 na implantação do blastocisto e apoptose do trofoblasto. Mesmo 

que a inativação de p53 não seja a causa primária das aneuplodias, sua disfunção 

provavelmente facilite uma tolerância à esta instabilidade cromossômica resultante de 

outros danos celulares (Aylon e Oren, 2011) e, 2) A perda de função de p73 devido a 

polimorfismos presentes em seu gene codificante podem interferir no controle do fuso 

meiótico durante a oogênese, aumentando o risco de aneuploidia na prole (Tomasini et al., 

2008; Tomasini et al., 2009). 

A expressão de TP73 diminui naturalmente com o envelhecimento, assim, a perda 

na função de TP73 pode contribuir para o aumento de aneuploidias produzidas por 

ovócitos normais envelhecidos (Tomasini et al., 2008; Tomasini et al., 2009; Hu, 2009). 

Em nossa amostra cerca de 43% das mulheres tinham idade inferior a 35 no ato da 

concepção do feto trissômico. Desta maneira se torna evidente o fato de que mutações que 

afetam a função do gene TP73 podem estar relacionados a maior frequência de gestações 

aneuplóides em mulheres jovens. p73 também participa na regulação da montagem do 

checkpoint do fuso durante a mitose e meiose. Camundongos deficientes em p73 

apresentam defeitos na organização do fuso, o que leva a uma embriogênese 

desequilibrada. Estudos com camundongos deficientes para p73 sugere que p73 pode estar 

envolvido na manutenção apropriada dos fusos mitótico e meiótico, necessários para o 

correto alinhamento e estabilidade genômica (Tomasini et al., 2009). 

O presente estudo mostrou que os polimorfismos nos genes TP53, TP63, TP73, 

MDM2, MDM4 e USP7 não representaram um fator de risco materno no processo de 

aneuploidia quando analisados isoladamente, mesmo quando controlados pela idade 

materna no ato da concepção. Considerando que a via de p53 estudada depende de 

múltiplas interações de proteínas, a combinação dos polimorfismos de TP53 e MDM2, e 

possivelmente TP53 e USP7 contribuem para este risco em nossa amostra. O efeito do 

alelo C de TP53 associado com o alelo A de USP7 provavelmente é independente da idade 

materna, pois mulheres com idade inferior a 35 anos no ato da concepção mostraram uma 
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frequência mais alta do alelo C de TP53 associado com o alelo A de USP7. Estes 

resultados indicam um efeito de sinergia entre os genes que atuam na mesma via 

metabólica de maneira multifatorial. O alelo P72 diminuiu a eficiência de p53 na indução 

de apoptose. Atuando na mesma via de sinalização, o alelo G aumenta a expressão de 

MDM2, degradando mais p53 e influenciando negativamente a indução da apoptose nestas 

células (Fang et al., 2011). 

Baseado nestes resultados, a interação gênica destes dois polimorfismos poderiam 

diminuir os níveis pró-apoptóticos da proteína p53, tornando-a menos funcional em 

resposta a danos celulares. Como consequência, a reação de apoptose trofoblástica seria 

atenuada e promoveria maior tolerância a aneuploidias. Recentemente, um estudo 

encontrou associação entre o alelo P72 e gemelaridade, apontando para um papel pós-

implantação de p53, onde P72 conferiria maior tolerância para gestações de múltiplos 

(Tagliani-Ribeiro et al., 2012). 

Embora estes polimorfismos nunca tenham sido investigados como possíveis 

fatores de risco para aneuploidia em humanos, alguns estudos apresentaram uma 

associação entre SNPs da via de p53 e fertilidade, sugerindo um papel específico de p53 na 

regulação da reprodução humana. Pietrowski e colaboradores (2005) relataram uma 

associação significante do alelo P72 com abortos recorrentes. Porém, Fang e colaboradores 

(2011) não encontraram diferença na frequência alélica ou genotípica das formas R72 e 

P72 do gene TP53 em um estudo caso-controle envolvendo mulheres com abortamento. 

Eles observaram ainda que mulheres com o genótipo P72/P72 para o gene TP53 e G/G 

para o gene MDM2 possuem uma expressão significantemente alta da proteína Mdm2, 

podendo atenuar a reação de apoptose seguida de danos no DNA. Kay e colaboradores 

(2006) foram os primeiros a associar o alelo P72 de TP53 com falha de implantação 

recorrente. Tais resultados foram posteriormente confirmados por Kang e colaboradores 

(2009). Um recente estudo realizado com população brasileira encontrou associação entre 

P72 e endometriose (Paskulin et al., 2012). 

O alelo G do SNP309 do gene MDM2 está associado com um alto risco de 

abortamento espontâneo (Fang et al., 2011), o que suporta o potencial efeito de interação 

entre o SNP309 de MDM2 e o polimorfismo R72P de p53 (Bond et al., 2004; Wan et al., 

2011). Linhagens celulares homozigotas para o alelo G do SNP309 de MDM2 têm uma 
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resposta transcricional e apoptótica atenuada de p53, devido a uma habilidade diminuída 

de p53 estabilizar após danos no DNA (Murphy, 2006). 

Os fusos mitótico e meiótico em células eucariontes são essenciais para a 

segregação cromossômica normal e para manter a estabilidade genômica após a divisão 

celular. Perturbações durante a maturação do oócito podem alterar o seu desenvolvimento, 

alterando as proteínas motoras do fuso. Estas perturbações podem afetar a expressão dos 

componentes do fuso, levando à uma segregação cromossômica anormal, podendo resultar 

em aneuploidia e influenciando na viabilidade do oócito (Baird et al., 2005). Existem cada 

vez mais evidências na literatura implicando os membros da família p53 na prevenção da 

instabilidade genômica e aneuploidia, embora os detalhes de suas ligações moleculares 

ainda não estejam esclarecidos (Duensing & Duensing, 2005). 

Neste estudo apresentamos evidencias ligando o papel da família p53 e seus 

reguladores na manutenção da estabilidade do fuso durante a meiose e desenvolvimento do 

embrião. Aliado a esta evidencia, e devido à carência de estudos investigando a relação 

destes polimorfismos com a gênese da aneuploidia em humanos, este trabalho é o primeiro 

a estabelecer uma relação entre polimorfismos na família p53 e sua via regulatória como 

fatores de risco materno para aneuploidia. Estudos em outras populações devem ser 

conduzidos para confirmar nossos achados, especialmente para esclarecer os fatores 

independentes da idade materna que devem estar envolvidos no desenvolvimento de 

células aneuplóides. 
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CONSENTIMENTO INFORMADO 

 

 

Justificativa e os Objetivos da pesquisa: 

Os defeitos congênitos são defeitos que aparecem, normalmente, uma única vez nas 

famílias afetadas, porém em alguns casos, pode haver repetição do problema. O 

entendimento dos mecanismos que levam a formação destas malformações, nos seus 

aspectos genéticos, poderá contribuir para o planejamento de uma estratégia de prevenção 

destas anomalias no nosso meio. O objetivo deste trabalho é compreender as causas da 

Síndrome de Down, o que poderá auxiliar na prevenção desta anomalia em casos futuros. 

Procedimentos e Riscos ou desconfortos potenciais: 

Serão coletados 10 ml de sangue, em dois frascos para estudos moleculares. As 

amostras serão analisadas no Serviço de Genética Médica do Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre e na Universidade Federal do Rio Grande do Sul.   

No momento da coleta de sangue poderá haver alguma dor em decorrência da 

punção da pele. Complicações de coleta de sangue rotineira são raras e geralmente são de 

pequeno porte. Se houver extravasamento de sangue da veia no local da punção 

geralmente há um pequeno desconforto que desaparece em poucos dias.  

As coletas de sangue serão realizadas pelo pessoal especializado do Hospital de 

Clínicos de Porto Alegre. 

Benefícios esperados: 

Este trabalho poderá beneficiar minha família, visto que há um componente 

genético nestas anomalias. Esse benefício não será direto para minha pessoa, mas poderá 

beneficiar outras famílias em risco de apresentarem casos semelhantes. Caso alguma 

informação derivada deste estudo for importante para minha família todo esforço será 

realizado para informá-la.  

Entendo que tenho direito de recusar a participar deste projeto e que minha recusa 

não afetará de nenhuma maneira o cuidado comigo ou de minha família no Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre. 

 

Pelo presente Consentimento Informado, declaro que fui esclarecido, de forma 

clara e detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento e coerção, dos objetivos, da 

justificativa, dos procedimentos que serei submetido, dos riscos, desconfortos e benefícios 

do presente Projeto de Pesquisa, assim como dos procedimentos alternativos aos quais 

poderia ser submetido, todos acima listados. 

Fui igualmente, informado(a): 

 da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer 

dúvida a cerca dos procedimentos, riscos, benefícios e outros assuntos relacionados com a 

pesquisa; 

 da liberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e deixar de participar 

do estudo, sem que isto traga prejuízo à continuação do meu cuidado e tratamento; 

 da segurança de que não serei identificado e que se manterá o caráter confidencial  das 

informações relacionadas com minha privacidade; 
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Os pesquisadores responsáveis por este projeto de pesquisa são a Dra. Lavínia 

Schüler-Faccini e Ana Paula Brandalize  (Fone: 51 33168008 ou 51-91438403), tendo este 

documento sido revisado e aprovado pela Comissão Científica e Comissão  de Pesquisa e 

Ética em Saúde do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

 

Data: ___/____/______ 

 

Nome e assinatura do Paciente ou Responsável 

 

______________________________________________________________ 

 

Nome e assinatura do Responsável legal, quando for o caso 

 
 

 

 


