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RESUMO

A proteina supressora de tumor TP53 ¢ uma fosfoproteina de extrema importancia na regulagao
do organismo contra tumores, mutagdes ¢ danos na integridade celular devido a sinais de
estresse. Apesar do gene TP53 ser responsavel por gerar nove isoformas devido a splicings e
regides promotoras, a TP53 apresenta em sua composicao 393 aminoacidos e quatro dominios,
sendo eles com importante papel na transcri¢ao de genes-alvo que atuam em resposta a danos
no DNA ou estresses celulares causados pelo ambiente e compostos citotoxicos, a exemplo, o
glutamato monossddico, um aditivo amplamente presente nos alimentos processados, como
molhos, temperos e salgadinhos. Devido a inumeras funcdes estabelecidas pela TP53, o
presente trabalho teve como objetivo relacionar a influéncia do glutamato monossédico na via
de sinalizagao apoptotica mediada pela TP53. Por meio de ferramentas da bioinformatica e
revisdo da literatura cientifica, constatou-se que a presenga nuclear e citoplasmatica da
supressora de tumor, bem como dos genes BAX e BCL-2 expressos na mesma via pode ser
alterada devido ao estresse acarretado pelo uso exacerbado e continuo do glutamato
monossodico. Para entender todas as complicagdes causadas na via apoptética pelo uso do
glutamato monossodico sdo necessarios estudos mais aprofundados sobre os genes e proteinas
envolvidos nas modificagdes mitocondriais e que podem prejudicar a homeostase celular.

Palavras-chaves: tumor protein p53, realgador de sabor, bioinformatica.
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INTRODUCAO

Por anos, os aditivos foram utilizados pelos nossos ancestrais para diversas finalidades
indiscutiveis na alimentacdo, incluindo sais para a preservacao de alimentos a diferentes
temperos provenientes de ervas com intuito gustativo (FDA, 2010). A necessidade de controle
e caracterizagdo dos aditivos ¢ de extrema importancia, visto a cultura atual pela substituigcao
de alimentos in natura por processados (ver POLONIO; PERES, 2009), levando diversos
Comités Nacionais e Internacionais a atuarem na regulamentagao dessas substancias quimicas,
sendo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a responsavel por elaborar a
legislacdao no Brasil (FERREIRA; FREIRE, 2020).

Segundo a Food and Drug Administration (FDA, 2010) e o Ministério da Saude
(BRASIL, 1997), o aditivo alimentar ¢ qualquer substancia adicionada a um alimento sem a
intencdo de nutrir, interagindo direta ou indiretamente na alteracdo de suas caracteristicas,
portanto, incluindo substancias utilizadas no armazenamento, transporte, produgao,
processamento, tratamento e até mesmo na embalagem do alimento.

O glutamato monossddico € um famoso aditivo alimentar usado como realgador de sabor
em diversos alimentos, como molhos, temperos de instantaneos, salgadinhos, e processados no
geral, sendo também conhecido como “vetsin” nas Filipinas (ALBRAHIM; BINOBEAD, 2018;
AJINOMOTO, 2022). Foi inicialmente descoberto por Kikunai Ikeda em 1908 ao sentir um
novo tipo de sabor distinto dos basicos (salgado, azedo, doce e amargo), ao ingerir uma sopa
simples de algas chamada “dashi”, comumente preparada no Japao ao adicionar dgua fervente
ao “kombu” (alga). Ao separar os constituintes do kombu seco, Ikeda notou a presenca de
glutamato, posteriormente nomeando o sabor como “umami” (YAMAGUCHI, 1979;

YAMAGUCHI; NINOMIYA, 2000).



Quimicamente, o glutamato monossodico ndo apresenta um consenso em relagdo a sua
estrutura e composicdo quimica, portanto, optou-se por utilizar este formato para sua
classificagdo: (CsHsNNaOs4, IUPAC: sodium, (2S)-2-amino-5-hydroxy-5-oxopentanoate), ¢ um
sal de sodio do acido glutamico, um dos 20 aminodcidos ndo essenciais presentes em nosso
corpo e em diversos alimentos (FDA, 2012), também chamado de glutamato. Apesar de duvidas
de pesquisadores sobre a participagdo do glutamato como neurotransmissor, estudos recentes
garantem sua interagdo excitatoria nas c€lulas do sistema nervoso central em mamiferos,
atuando através dos receptores ionotropico e metabotropico (ver GARATTINI, 2000;
PAVLOVIC et al., 2007).

O Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA), em seu 31° relatorio
de aditivos alimentares, emitiu notas a respeito do uso do glutamato monossodico, alocando sua
ingestdo didria aceitdvel (IDA) como “ndo especifica", ou baixa toxicidade, para o L-glutamico
e seus sais de monossodio, potéssio, calcio e amonio. Assim, apesar do JECFA em 1987 alertar
sobre os cuidados na ingestdo de uma unica dose alta devido aos elevados niveis de glutamato,
os quais podem ser mensurados no plasma sanguineo, declarou também nao haver perigo a
sailde humana, sem restrigdes as mulheres gravidas e criangas, uma vez que o glutamato ¢
metabolizado em todas as faixas etarias (WHO, 1987).

No Brasil, o Governo Federal por meio da Resolugdo — RDC n° 329/2019 (BRASIL,
2019) autorizou o uso do glutamato monossodico em pescados e seus produtos, assim como sua
liberacao por meio da Resolugdo - RDC n° 1/2001 (BRASIL, 2001), indicando sua finalidade
como realgador de sabor e seu limite maximo como “quantum satis”, deixando livre a sua
utilizacdo aos fabricantes. Segundo o art. 3°, § 1° da Resolugdo - RDC N°329/2019: “Os limites
maximos previstos correspondem aos valores a serem observados no produto pronto para

consumo, preparado de acordo com as instrucdes do fabricante.” (BRASIL, 2019), notando-se



pouca preocupagao no emprego abusivo deste aditivo durante todas as etapas de distribuicao
dos pescados e seus produtos, assim como outros alimentos que compartilham deste aditivo.

Tal como outros aditivos, o glutamato monossddico com o tempo foi gerando dividas em
relacdo aos possiveis problemas de saude que poderiam ser causados com o0 seu uso.
Atualmente, a empresa AJI-NO-MOTO® ¢ a lider em producdo e divulgacdo desta substancia
em diversificados alimentos (MST, 2013) e uma de suas principais defesas a favor do uso do
glutamato monossédico € que, ao substituir o sal de cozinha nas receitas, pode levar a reducao
de 40% na utiliza¢do do so6dio (AJINOMOTO, 2022). No entanto, pesquisas realizadas pela
PROTESTE sugerem cuidado ao comprar temperos e alimentos que possuam em seus rotulos
o glutamato monossodico, por apresentar alta concentracdo de s6dio em seus processados e
ultrapassarem a ingestdo diaria de 2 gramas de sddio recomendada pela Organizagdo Mundial
da Saude (AGENCIA BRASIL, 2009; PROTESTE, 2017).

Devido aos relatos de possiveis reacdes adversas sobre o glutamato monossodico, a FDA
contratou a FASEB (Federation of American Societies for Experimental Biology) com o intuito
de analisar dados relacionados a “Sindrome do Restaurante Chinés”, tema extensivamente
debatido na revisdo de Walker; Lupien (2000). No relatério foi usado o termo “complexo
sintomatico do glutamato monossddico” ao invés da primeira expressao mencionada, no intuito
de evitar defini¢des pejorativas. A pesquisa analisou intimeros relatos e documentos que
mencionavam as diversas reagdes: sensacao de queimacao na nuca, antebragos e peito; pressao
facial; dor no peito e de cabega; nauseas; palpitacdes; dorméncia na nuca que irradiava pelos
bracos; formigamento, calor e fraqueza na parte superior das costas, pescoco e bracos;
broncoespasmos (observados apenas em asmaticos); € sonoléncia. Contudo, por mais que os
dados sejam considerados inconclusivos, com a maioria sem sintomas, ha um subgrupo de

pessoas saudaveis que responderam apds a ingestao de 3 gramas de glutamato monossodico



(RAITEN; TALBOT; FISHER, 1995). Estes estudos sdo importantes, porém superficiais,
apenas introduzindo algumas suspeitas em relagdo ao uso do glutamato monossédico.

Ainda, Asero (2002) debateu sobre a raridade da intolerancia a aditivos como causa
primaria da urticaria, porém, indicando o glutamato monossddico como um intensificador deste
sintoma, relacionando-o com a “Sindrome do Restaurante Chinés” em uma mulher de meia
idade com historico de urticaria cronica e rinite perene ha mais de 10 anos. Neste caso, apos
dieta restritiva, houve melhora dos sintomas, mas em teste oral duplo-cego controlado por
placebo, a ingestdo de 100 mg de glutamato monossddico se destacou causando reacdo de
urticaria severa.

Em revisdo, Walker; Lupien (2000) retratam de forma ampla o aumento dos niveis de
glutamato no plasma ap0s altas ingestdes parenterais e por gavagem de glutamato monossodico
em ratos e primatas, porém sem reagdes adversas. A JECFA considerou diversos estudos
relacionados a neurotoxicidade feitos em animais, revelando necrose focal no nucleo arqueado
do hipotalamo, horas apds a administracao parenteral ou doses muito altas por gavagem, o que
serviu para classificar o glutamato monossddico em sua avaliacdo de seguranca em 1987
(WHO, 1987). Ainda, Ataseven et al. (2016) demonstraram genotoxicidade causada pelo
glutamato monossodico em linfocitos humanos acarretando em aberragdes cromossomicas,
bem como Pavlovi¢ et al. (2007) que observaram o aumento na apoptose mediada pelo
intensificador de sabor em linhagens in vitro de timocitos de ratos, assim como a diminuigao
da expressdo da proteina anti-apoptotica BCL-2 e nenhuma alteragao relativa a proteina pro-
apoptotica BAX, ambas presentes na via de sinalizacao da TP53.

Sharma et al. (2014) relataram uma regulagdo negativa do glutamato monossodico em
algumas proteinas do sistema renal, sugerindo um mecanismo de defesa dos rins, uma vez que
altos niveis de glutamato no local-alvo podem causar excita¢do continua das células, levando a

apoptose (WALKER; LUPIEN 2000; GARATTINI, 2000), o estresse oxidativo em testes de
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longa duracao, alterando o proteoma renal (SHARMA et al., 2014), bem como em danos na
membrana celular com alteragdes significativas nas organelas das células do rim (AFEEFY;
MAHMOUD; ARAFA, 2012) ou nas cé¢lulas hepaticas e renais pelo aumento dos produtos da
peroxidacao lipidica por meio da ingestao de altas doses do realgador de sabor (ORTIZ et al.,
2006).

No sistema reprodutor masculino, lamsaard et al. (2014) demonstraram diminui¢ao dos
niveis de testosterona apds administracao do glutamato monossédico, bem como alteragao de
morfometria tecidual. Em outros tecidos, Shredah et al. (2017) revelaram basofilia
citoplasmadtica em cortes de gengiva de ratos tratados com glutamato monossodico, assim como
alteracdes histologicas, diminui¢do da qualidade do DNA, em decorréncia do estresse
oxidativo. Mudangas degenerativas nas células do intestino delgado e alteragdes nas células
foliculares da tircoide também foram relatadas em estudos anteriores (EWEKA;
OM'INIABOHS, 2007; KHALAF; ARAFAT, 2015).

A compreensdo dos efeitos colaterais duradouros e a toxicidade do glutamato
monossddico no metabolismo celular ainda sdo controversos, necessitando correlacdes entre
tantas informagdes na literatura para uma conclusdo segura sobre este aditivo. Hazzaa et al.
(2020) apresentaram dados em relacdo aos efeitos colaterais do glutamato monossodico
aplicado intraperitonealmente por sete dias consecutivos em diferentes doses e grupos de ratos,
sendo notaveis os resultados no grupo tratado, destacando a perda de peso, alteragdes no
eletrocardiograma, aumento da frequéncia cardiaca, hipercolesterolemia, aumento dos indices
aterogénicos, estresse oxidativo e superexpressdo da proteina TP53, induzindo apoptose das
células de fibras musculares cardiacas.

A expressao da TP53 estd relacionada a diferentes estimulos, contudo, perturbagdes
moleculares certamente devem ser consideradas visto o papel da proteina em manter a

integridade do DNA (LANE, 1992). Coincidentemente o aumento da expressdao da TP53 foi
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relatado no estudo de Albrahim; Binobead (2018) apds ingestdoes elevadas de glutamato
monossodico por ratos machos, causando danos no DNA de células hepaticas.

O aumento no numero de células cancerigenas das linhagens SW620 ¢ SW480 do
colorretal com alteragdo na expressao dos genes responsaveis pela metastase, assim como na
TP53 mutante, que aparenta manter seu papel na ativagdo de genes-alvo envolvidos no dano ao
DNA, pode estar associado com a administracdo de glutamato monossodico, indicando um
possivel efeito carcinogénico (AL HARGAN; DAGHESTANI; HARRATH, 2023). Assim,
estudos de analise quantitativa sao importantes pela dificuldade na deteccdo da TP53 ativa
devido ao fato desta proteina em seu estado selvagem ter tempo de meia-vida curto e ser
rapidamente degradada (REICH; OREN; LEVINE, 1983; JUNIOR; KLUMB; MAIA, 2002).

A TP53 ¢ uma proteina considerada como “guardid do genoma" (LANE, 1992), sendo
descrita inicialmente em 1979 em células que sofreram alteragdes devido ao antigeno do virus
SV40 (LINZER; MALTZMAN; LEVINE, 1979; LANE; CRAWFORD, 1979). Sendo expressa
pelo gene supressor de tumor 7P53, a proteina TP53 ¢ imprescindivel no mecanismo de
combate a possiveis mutagdes génicas, ativando fatores de transcri¢ao relacionados ao reparo
do DNA (FARMER et al., 1992), interrompendo o ciclo celular na fase G1/S ou induzindo a
morte celular programada através de diversas vias e cascatas de ativagdo. Aparentemente, a
maioria dos canceres podem conter mutagdes no proprio gene 7P53 ou em sua via de
sinaliza¢do (ver AYLON; OREN, 2011).

Viarios fatores podem regular os niveis celulares da TP53, como demonstrado em células
transformadas pelo virus SV40 e do carcinoma embrionario que apresentaram niveis atipicos
da proteina e do RNAm, confirmando que o aumento na sintese e o adiamento de sua meia-vida
na cé€lula em relagdo as respostas exdgenas podem influenciar na permanéncia da TP53 em
células transformadas (REICH; OREN; LEVINE, 1983). Inclusive, sabe-se que a proteina TP53

¢ essencial no controle de células mutantes, assim como no combate a carcinogénese (FETT-
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CONTE; SALLES, 2002). Contudo, antes mesmo de sua descoberta, Li; Fraumeni (1969)
relataram a possibilidade de uma sindrome familiar que causava predisposi¢cao ao sarcoma de
tecidos moles em criangas, cancer de mama e outras neoplasias em adultos jovens, dentre outros
carcinomas (LI et al., 1988). A Sindrome de Li-Fraumeni, por exemplo, ¢ uma doenga
hereditaria autossomica dominante que pode ser adquirida pela acdo de apenas um alelo entre
as geracdes por células germinativas, sendo causada por mutacdes no gene 7P53 ou
componentes de sua via de sinalizacao (ver MALKIN, 2011; CANCER.NET, 2020).

A partir dos estudos ja relatados, ¢ possivel pressupor que o glutamato monossodico
interage direta ou indiretamente na via de sinalizacdo da TP53 por mecanismos a serem
estudados. Em virtude de diversos sinais de estresses, sendo os mais comuns, 0s raios gama,
choque térmico, drogas genotdxicas e radiagdo ultravioleta (UV) (KEGG, 2022), a TP53 pode
ser ativada por diferentes mecanismos pds-traducionais (NAKAMURA et al., 2002), como a

fosforilagdo de quinases (MACLAINE; HUPP, 2011).
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Descrever as caracteristicas bioquimicas da TP53 e revelar as possiveis alteragcdes de sua

expressao na via apoptoética a partir de uma dieta contendo glutamato monossédico.

Objetivos especificos
- Descrever as caracteristicas bioquimicas da TP53;
- Investigar as propriedades quimicas do glutamato monossodico e sua a¢gdo no organismo
Vivo; €
- Correlacionar a expressdo de TP53 na via apoptdtica a partir da dieta contendo

glutamato monossodico.
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METODOLOGIA

Neste estudo realizou-se um levantamento bibliografico, sendo aceitos artigos originais e
de revisao, livros e capitulos, sem restri¢do de idioma ou ano de publicacao sobre o tema central
do estudo. Para a busca foram utilizadas as plataformas Google académico, Scielo, Periddicos
Capes e PubMed, e os descritores “p53”, “apoptose” e “glutamato monossodico”, bem como os
seus correspondentes em inglés. Além disso, os operadores booleanos como AND e OR foram
empregados para otimizar o levantamento direcionado.

Para a caracterizagdo bioquimica da proteina TP53 de Homo sapiens, bem como seus
aspectos fisiologicos, utilizou-se ferramentas da bioinformadtica, incluindo bancos de dados e
softwares de livre acesso. A sequéncia de aminoacidos no formato FASTA foi obtida através

do NCBI - National Center of Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e

UniProtKB (https://www.uniprot.org/).

As caracteristicas moleculares da proteina e frequéncia dos aminoacidos foram reveladas

consultando a ferramenta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) no banco de dados

Expasy. Por meio do PsiPred - Predict Secondary Structure (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/)

foi possivel predizer a estrutura secundaria da proteina, incluindo a composi¢@o de arranjos e
polaridade dos aminoacidos. Entretanto, para fins de validagdo, o PDB - Protein Data Bank

(https://www.rcsb.org/) e AlphaFold - Protein Structure Database (https://alphafold.ebi.ac.uk/)

também foram utilizados para obter a predi¢do da estrutura proteica, confirmadas por meio da

sequéncia no formato FASTA no SwissModel (https://swissmodel.expasy.org/).

A partir do UniProtKB informagdes gerais sobre a proteina também foram revelados, a

qual os dados foram validados por meio do PFAM (https://pfam.xfam.org/) para dominios,

ScanProsite  (https://prosite.expasy.org/scanprosite) para sitios ligantes, NetPhos

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1) para sitios de fosforilagao,



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.uniprot.org/
https://web.expasy.org/protparam/
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
https://www.rcsb.org/
https://alphafold.ebi.ac.uk/
https://swissmodel.expasy.org/
https://pfam.xfam.org/
https://prosite.expasy.org/scanprosite
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1
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NetOGlyc  (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetOGlyc-4.0) e  NetNGlyc

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0) para sitios de glicosilacao, e

Myristoylator (https://web.expasy.org/myristoylator/), MYR Predictor

(https://mendel.imp.ac.at/myristate/SUPLpredictor.htm) e GPS-Lipid

(https://lipid.biocuckoo.org/) para sitios de miristoilagao.

Ainda, a partir do The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/) foi possivel

levantar a expressao diferencial da TP53 em diferentes 6rgaos. A localizag¢ao celular da TP53

foi demonstrada por meio do PSORT II Prediction (https://psort.hge.jp/) e CELLO - Subcellular

Localization Predictor (http://cello.life.nctu.edu.tw/).

Por fim, considerando o mapa de sinalizagdo da TP53 obtido no KEGG - Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes (https://www.genome.jp/kegg/) e as caracteristicas

quimicas do glutamato monossodico levantadas no PubChem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) foi possivel tragar os possiveis efeitos de uma dieta

contendo glutamato monossddico na expressao e nas caracteristicas bioquimicas da TP53.


https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetOGlyc-4.0
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0
https://web.expasy.org/myristoylator/
https://mendel.imp.ac.at/myristate/SUPLpredictor.htm
https://lipid.biocuckoo.org/
https://www.proteinatlas.org/
https://psort.hgc.jp/
http://cello.life.nctu.edu.tw/
https://www.genome.jp/kegg/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/23672308
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da busca no NCBI pela proteina TP53 em Homo sapiens, dos mais de 300
depositos encontrados, apenas um foi selecionado considerando como critérios a quantidade de
aminoacidos, a data de registro e revisao do deposito, a validag¢ao das informagdes com o banco
de dados UniProtKB e a quantidade de referéncias cientificas relacionadas. Sendo assim, o
deposito AAH03596.1 foi selecionado no NCBI, o qual seguiu as demais analises, com
sequéncia primaria de 393 aminoacidos (Tabela 1), dos quais a prolina e triptofano se destacam
em maior e menor frequéncia, respectivamente, € massa molecular de 53 kDa (SOUSSI, 2003),

mas 43,65 kDa indicada pelo UniProtKB (2022) (Figura 1).

Tabela 1: Caracteristicas da proteina TP53, incluindo codigos de acesso, nome de descri¢ao e

sequéncia de aminoacidos no formato FASTA

Codigos de acesso Nome de descrigcao Sequéncia de aminoacidos (393 aa)
NCBI: Tumor protein p53  >AAH03596.1 Tumor protein p53 [Homo
AAHO03596.1 [Homo sapiens] sapiens]

UniProtKB: MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPE
P04637 NNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFT

EDPGPDEAPRMPEAAPRVAPAPAAPTPA
APAPAPSWPLSSSVPSQKTYQGSYGFRL
GFLHSGTAKSVTCTYSPALNKMFCQLA
KTCPVQLWVDSTPPPGTRVRAMAIYKQ
SQHMTEVVRRCPHHERCSDSDGLAPPQ
HLIRVEGNLRVEYLDDRNTFRHSVVVP
YEPPEVGSDCTTIHYNYMCNSSCMGGM
NRRPILTIHHTLEDSSGNLLGRNSFEVRVC
ACAGRDRRTEEENLRKKGEPHHELPPG
STKRALPNNTSSSPQPKKKPLDGEYFTL
QIRGRERFEMFRELNEALELKDAQAGK
EPGGSRAHSSHLKSKKGQSTSRHKKLM
FKTEGPDSD

Fonte: O Autor. Dados extraidos do NCBI (2022) e UniProtKB (2022).



https://www.uniprot.org/uniprot/P04637
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Ao analisar os aminodcidos e suas frequéncias na sequéncia proteica podemos inferir a
maneira que a proteina ird se organizar em seus arranjos espaciais. O fato de cada aminoacido
ter tamanho e polaridade diferentes, sendo classificados como polares, apolares, hidrofobicos e
aromaticos, resulta em diferentes cadeias moleculares a partir da diversidade das interagdes
fisico-quimicas e, consequentemente, na vida que estudamos atualmente (ALBERTS et al.,
2006). Portanto, a partir das predi¢gdes dos arranjos da TP53, ¢ possivel observar que a
composicdo desta proteina ndo revela diferenca significativa na propor¢do de aminoacidos
polares (n=138) e apolares (n=151), porém com baixa frequéncia de hidrofébicos (n=70) e
aromaticos (n=34) (Figura 2A), sucedendo em sete arranjos alfa-hélice e treze em conformacao-
beta (Figura 2B).

Tyr (Y) | Val(V) Ala (A)

Trp (W) 5% 9
1% 2% - 6% Arg (R)

7%
Thr (T)
6% Asn (N)
4%
Ser (S)
10% ASé) 0/(D)
\ / - Cys (C)

3%

S Gn(Q)
4%

Pro (P)
11%
Glu (E)
Phe (F) 8%
3%
Gly (G)
6%
Met (M) His (H)
3%
Lys (K 0,
y50/(0 ) Leu (L) fle (1 3%
8% 2%

Figura 1: Composi¢do e frequéncia dos aminoécidos na sequéncia primaria da TP53 em
humano, com destaque (em preto) para prolina e triptofano em maior € menor frequéncia,
respectivamente. Fonte: O Autor. Dados extraidos do ProtParam utilizando a sequéncia

primaria no formato FASTA.
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O enovelamento da proteina TP53 a partir das sequéncias primaria e secundaria nao esta
totalmente elucidado de maneira unitaria. Nos principais bancos de dados, como PDB e
AlphaFold, existem diversos depositos, mas sempre com a TP53 ligada a outra proteina,
enzima, farmaco, ou ainda, apenas um dominio ou fragmento proteico. Duas estruturas
tridimensionais da proteina completa com os 393 aminoacidos sao mencionadas no UniProtKB
(2022), sendo um deposito no PDB (Figura 3A) e outro de predi¢ao no AlphaFold (Figura 3B),
ambos validados pelo SwissModel, confirmando a existéncia de nove isoformas (aTP53,
BTP53, yTP53, 8133TP53, 6133TP53y, 6133TP53y, 340TP53, 340TP53B, ¢ 840TP53y)
(KHOURY; BOURDON, 2010), das quais algumas possuem distin¢ao em relacao a preferéncia
de ligagdo aos promotores de genes-alvo, por exemplo, enquanto a BTP53 liga-se
preferencialmente ao promotor do gene BAX, a aTP53 liga-se (cinco vezes mais aos promotores
dos) genes P21 e MDM?2 (murine double minute 2), o que demonstra a importancia das
isoformas no processo de modulacdo de genes-alvo da TP53 e na resposta pro-apoptdtica
(BOURDON et al., 2005).

Esse trabalho baseou-se nas informacdes fornecidas pelos bancos de dados de
bioinformatica, nos quais a diversificagdo da TP53 foi revelada em nove isoformas. Contudo,
alguns estudos flertam com a ideia do gene 7TP53 poder gerar mais trés isoformas,
contabilizando 12 no total (VIELER; SANYAL, 2018; MEHTA et al., 2021).

Ao analisar a estrutura terciaria de proteinas ¢ possivel encontrar regides que exercem
fungdes especificas e que sdao de extrema importancia para o funcionamento da molécula apds
ser totalmente traduzida, sendo nomeadas de dominios. A TP53 é uma proteina monomérica
conjugada e apresenta quatro dominios que prevalecem em sua caracterizagao, sendo eles o de
ligacdo da proteina ao DNA (posig¢ao 99-289), os de transativacao (TDAI e TDA2; posicoes 6-

30; 35-59) e de motivo de tetramerizacao (posicao 319-358) (NCBI, 2022; PFAM, 2022).
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Figura 2: Distribuicdo dos aminoécidos polares (vermelho), apolares (laranja), hidrofoébicos

(verde) e aromaticos (azul) que compdem a sequéncia primaria da TP53 (A), e a predi¢ao de

seus arranjos (B) alfa-hélice (rosa), conformacao-beta (amarelo) e dobra-beta (cinza). Fonte: O

Autor. Adaptado de Psipred utilizando a sequéncia de aminoéacidos no formato FASTA.

Contudo, mutagdes pontuais nos cédons que ndo comprometem o processo de traducao a

ponto de truncamento resultam em proteinas inativas que ndo funcionam corretamente diante

da alteragdo de seus dominios. Por exemplo, o dominio da TP53 de ligacio ao DNA ¢

protagonista quando avaliamos o seu papel na interagdo a genes-alvo importantes para a parada

do ciclo celular ou indugdo apoptoética, e mutagdes nesta regido € uma das principais causas na
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inativacdo da TP53 contra a carcinogénese (VIELER; SANYAL, 2018), em contraste, a
superexpressao de MDM?2 pode regular negativamente o papel da TP53 por se ligar aos
dominios de transativagdo, impossibilitando a realizacdo da sua fungdo transcricional nos
genes-alvo (KUSSIE et al., 1996). Este fator se difere entre as nove isoformas, pois elas sao
geradas a partir de splicings e alternancia das regides promotoras escolhidas no momento da
transcricdo, a qual o 7P53 demonstrou ter um promotor interno no intron-4, ou seja,
confirmando a descri¢cdo de uma estrutura de gene duplo (KHOURY; BOURDON, 2010),
garantindo a versatilidade de formas estruturais atuantes em diferentes regides da célula (nticleo
e citoplasma) mediados por diversos sinais de estresse (MURRAY-ZMIJEWSKI; LANE;
BOURDON, 2006).

Todas as nove isoformas da TP53 sdo expressas (RNAm) em tecidos normais, contudo,
ha uma certa seletividade da expressdo variada pela regulacdo de cada tecido (BOURDON et
al., 2005). No presente estudo dados foram levantados da isoforma 1 contendo 393

aminoacidos, também conhecida como aTP53 com ID P04637-1 (UNIPROT, 2022).

Figura 3: Estrutura quimica tridimensional da TP53. A: Estrutura depositada no PDB (6XRE)
obtida por microscopia eletronica em conjunto com a RNA polimerase II; B: Estrutura predita

no AlphaFold (AF-P04637-FI). Fonte: O Autor. Adaptada do UniProtKB, ID P04637-1.


https://www.nature.com/articles/4401914#auth-F-Murray_Zmijewski
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O gene da TP53 apresenta motivos proteicos, que segundo D’Haeseleer (2006) sao
pequenos sitios padroes recorrentes no DNA repetidos entre as isoformas, nao ultrapassando o
numero de 20 aminoacidos, a qual presume-se ter alguma func¢ao bioldgica, como na ligagcao de
nucleases ou fatores de transcricdo (UNIPROT, 2022), incluindo sinais nucleares, com destaque
para TAD1 e TAD2, ambos participantes na supressao tumoral (RAJ; ATTARDI, 2017).

Alguns vieses de composicdo, como alteracdes que correspondem a adaptagao do
organismo a um nicho ecoldgico extremo ou como assinatura de uma fun¢do especifica
(ANTONETS; NIZHNIKOV, 2013) estao descritos para TP53, sendo pro residuos (posi¢ao 64-
92), residuos acido-basicos (posi¢ao 282-301), residuos polares (305-319) e residuos basicos
(posi¢ao 366-380) (UNIPROT, 2022).

Quanto a classificagdo e similaridade, a TP53 apresenta cadeias homodlogas as proteinas
supressoras de tumor TP63 e TP73 que sdo membros de sua familia, contudo ambas atuam de
forma distinta em nosso sistema, incluindo a participagdo na via de sinalizagdo, inibindo ou
ativando a propria TP53 (RIBEIRO-SILVA; ZUCOLOTO, 2003).

A importancia das modificagdes poOs-traducionais na TP53 feitas por enzimas
responsaveis por detectar danos ao DNA, apds diferentes sinais de estresse, fornecem a
comunicagdo necessaria a proteina de que ha dano na integridade do genoma, seja por meio da
fosforilacdo, acetilacdo, metilacdo e/ou ubiquitinacio (APPELLA; ANDERSON, 2001;
HARRIS; LEVINE, 2005).

Em relagdo a fosforilacdo, os sitios indicados pelo PROSITE foram validados pelo
NetPhos, sendo identificados 38 residuos-alvo (27 serina e 11 treonina) de diferentes quinases
(Quadro 1), de uma sequéncia de residuos-alvo de fosforilacdo da proteina tirosina quinase
(320-327; KPLDGEY). Maclaine; Hupp (2011) descreveram em sua revisao a importancia de

alguns sitios de fosforilagdo, como a Ser20 na funcao apoptodtica da TP53 e supressdao tumoral,
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a qual diferentes quinases sdo responsaveis em fosforilar esses sitios em resposta a diversos

estresses celulares.

Quadro 1: Sitios de fosforilagao e glicosilagao da proteina TP53

Sitios

Residuos de aminoacido-alvo

Fosforilagdo da proteina quinase A (PKA)

Fosforila¢ao da proteina quinase C (PKC)

Fosforilagcdo da proteina caseina quinase I (CK1)
Fosforilagdo da proteina caseina quinase 11 (CK2)

Fosforilagdo da tirosina quinase

Fosforilagdo da proteina ataxia telangiectasia
mutada (ATM)

Fosforilagdo da proteina quinase dependente de
DNA (DNAPK)

Fosforilagao da proteina quinase ativada por
mitdgeno p38 (p38MAPK)

Fosforilagdo da glicogénio sintase quinase 3
(GSK3)

Fosforilagdo da proteina quinase 2 dependente de
ciclina (cdc2)

Fosforilagdo da proteina quinase 5 dependente de
ciclina (cdk?)

Fosforilagdo da proteina quinase ribossomal
(RSK)

N-glicosilagao

O-glicosilacao

Ser183, Ser215 e Ser269

Ser96, Ser99, Ser106, Ser116, Thr118,
Thr125, Ser166, Thr211, Ser303,
Thr304, Ser314, Ser367, Ser371,

Ser376, Thr377 e Ser378

Thrl8

Ser6, Thrl8, Serd6, Thr55, Serl83,
Thr256 e Thr284 e Ser392

320-327

Ser9, Serl5, Ser20, Ser46, Ser99 e
Serl166

Serl5, Ser37 e Ser99

Ser33, Ser127 e Thr150

Ser33, Serd6 e Ser90

Ser96, Ser149, Ser166, Ser183, Ser240,
Ser314 e Ser371

Thr&1 e Ser127

Ser366

Asn310 e Asn311

Ser6, Ser9, Thr81, Ser90, Ser94, Ser95,
Ser96, Ser303, Thr304, Thr312,
Ser313, Ser314, Ser315, Ser362,
Ser366, Ser367, Ser371, Ser376,

Thr377 e Ser378

Fonte: O Autor. Dados extraidos do PROSITE e validados pelo NetPhos, NetNGlyc e

NetOGlyc.
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A glicosilagao também ocorre na TP53 e esta relacionada a modificagdes na regido C-
terminal da proteina (PRIVES; HALL, 1999). Os sitios levantados inicialmente no PROSITE
foram validados no NetNGlyc e NetOGlyc confirmando os dois tipos de glicosilagao. Na
validacao, o banco de dados NetNGlyc indicou que apenas os residuos Asn310 e Asn311 sdo
possiveis para N-glicosilagao (Quadro 1), descartando o residuo Asn239 devido ao baixo score
(<0,400). Por outro lado, a O-glicosilagdo foi indicada em 16 residuos de serina e em quatro
residuos de treonina (Quadro 1). No cancer, a regulacdo negativada da proliferagao celular
depende da a¢do de genes supressores de tumor, como a TP53, por exemplo, na qual potenciais
sitios de glicosilagdo e suas fungdes podem ser controladas por modificagdo de O-GIcNAc e
fosforilacdo. Acredita-se que a O-glicosilagdo da TP53 no residuo Ser149 promova sua
atividade supressora de tumor ao inibir sua fosforilagio em Thr155 (YANG et al., 2006;
FARDINTI et al., 2013), podendo amplificar sua atividade pro-oncogénica (FARDINI et al.,
2013).

Pelo PROSITE ainda hé a predi¢@o de cinco intervalos de sitios de N-miristoilacao (117-
122, 226-231, 262-267, 360-365 e 374-379), porém, esse dado ndo foi validado por trés
programas distintos (Myristoylator, MYR Predictor e GPS-Lipid). A miristoilagdo ¢ uma
modificacdo de lipidagcdo em que um grupo miristoil € covalentemente ligado a um residuo de
glicina N-terminal, permitindo intera¢des fracas proteina-proteina e proteina-lipidio, como
papel essencial no direcionamento de membrana no cancer, nas vias de transdugao de sinal e na
apoptose. A morte celular pode ocorrer por ativagdo mitocondrial ou mediada por receptor com
a formacao do complexo de sinalizagdo composto de varias proteinas, incluindo as caspases, as
quais clivam vdrias proteinas que sdo subsequentemente miristoiladas (FARAZI; WAKSMAN;
GORDON, 2001; MARTIN; BEAUCHAMP; BERTHIAUME, 2011). Harris; Levine (2005)

indicam que a TP53 possui outros sitios de modificacdo pds-traducional, como acetilagao,
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metilacao e ubiquitinagdo, os quais nao sao identificados pelo PROSITE a partir da analise da

sequéncia primaria da proteina no formato FASTA.

Nucleo
97.8%

Citoplasma

Citoesqueleto

0.1%

mPSORT II CELLO

Figura 4: Presenca da proteina TP53 nas diferentes regides subcelulares. Fonte: O Autor.
Dados extraidos do CELLO e PSORT II utilizando a busca a partir da sequéncia primaria no

formato FASTA.

Os dados de localizagdo subcelular da isoforma 1 revelados pelo UniProt indicam o
nucleo como regido predominante, mas também havendo indicios de localizag¢do no citoplasma
quando a isoforma 1 esta expressa com a isoforma 4 (UNIPROTKB, 2022). A validagdo por
meio do PSORT II e CELLO indicaram discrepancia de dados quanto a localizagdo
citoplasmatica (Figura 4), confirmando a prevaléncia do nucleo como principal regido
subcelular.

Apesar da obviedade em se relacionar a localizagdao nuclear da TP53 ao fato de sua
atuacdo na transativagdo de genes-alvo para a parada do ciclo celular, reparo do DNA e
apoptose (LANE, 1992), ha diversidades em sua atuacao promovendo também a transcricao de

genes envolvidos nos processos bioquimicos das mitocondrias, uma vez que a deficiéncia de
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TP53 nesta via acarreta na diminui¢ao do consumo de oxigénio. Isto pode estar relacionado ao
fato das células malignisadas realizarem apenas a glicolise em seu beneficio, uma vez que a
TP53 perderia seu papel em transativar proteinas essenciais no processo de respiracao aerdbica,
sendo este um dos exemplos de como outras vias promovem a tumorigénese sem envolver a
regulacao do ciclo celular, dando énfase na complexidade de atuacdo da TP53 em nosso
organismo (MATOBA et al., 2006).

A presenca da propria TP53 em diferentes regides subcelulares pode variar dependendo
do ciclo celular (SHAULSKY; BEN-ZE'EV; ROTTER, 1990), onde sua participacdo no
citoplasma do epitélio da cornea de vertebrados foi relatada no estudo de Tendler et al. (2006),
tendo sua atuacdo na apoptose neste quadro mediada provavelmente pela via mitocondrial
(TENDLER et al., 2013).

A independéncia da funcdo transativadora da TP53 na apoptose em alguns casos ¢
relatada por sua interacdo com a proteina BAX (Bcl-2 associated X-protein), levando a
liberagao do citocromo ¢ com o rompimento da membrana e a ativagao de caspases (MIHARA
et al., 2003; ERSTER; MOL, 2005). Em linhas gerais, esse processo acontece no citoplasma
celular, garantindo a participacdo da TP53 na morte induzida em regides distantes ao nucleo,
independente da sintese de novas proteinas. A apoptose também ocorre em células sobre efeito
UV pré-tratadas com inibidores de importacdo nuclear, em que células deficientes da proteina
BAX demonstram resisténcia apoptodtica, diferente das mesmas células sem o inibidor de
importagdo nuclear e na presenca de TP53, as quais sdo capazes de promover apoptose,
indicando que a morte induzida por fatores transcricionais nao depende da BAX (CHIPUK et
al., 2004).

A integridade da membrana mitocondrial pode ser mantida pela atuagao da familia BCL-
2 (B-cell lymphoma 2), que em contraste a rapida translocacao da TP53 para a mitocondria em

respostas aos sinais de estresse em conjunto com a BAX ¢ responsavel pelo processo de


https://europepmc.org/authors/0000-0002-0532-0551
https://europepmc.org/search?query=AUTH%3A%22Ben-Ze%27ev%20A%22
https://europepmc.org/search?query=AUTH%3A%22Ben-Ze%27ev%20A%22
https://europepmc.org/search?query=AUTH%3A%22Rotter%20V%22
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apoptose pela via citoplasmatica rompendo a membrana mitocondrial sem o envolvimento de
seu papel transativador. Portanto, os dados levantados no CELLO e PSORT II (Figura 4)
confirmam a localizagdo, contudo a frequéncia da TP53 no citoplasma aparenta ser abaixo do
que ¢ relatado nos estudos de estresse (CHIPUK et al., 2004; MATOBA et al., 2006; TENDLER
etal., 2013).

Em linhas gerais, a ingestao de glutamato monossddico nao causa sintomas aparentes e
de ampla notoriedade no nosso organismo, apesar dos relatados em relagdo a “Sindrome do
Restaurante Chinés” (RAITEN; TALBOT; FISHER, 1995), possivelmente pelos elevados
niveis na fenda sinaptica atuando como neurotransmissor apos ser metabolizado em acido
glutdmico. Contudo, a andlise em ambito macroscopico ainda ndo foi suficiente para revelar
como esse aditivo alimentar pode causar alteragdes no corpo, sendo necessarias pesquisas de

ensaio clinico com acompanhamento prolongado das possiveis alteragdes.
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ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-related protein kinase), CHK1 e CHK2 (checkpoint kinases). Fonte: O Autor. Adaptado de Kegg (2022).
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Quimicamente, o glutamato monossodico ao ser ingerido ¢ separado em uma molécula
de sal (Na") de sodio e L-glutamato. Este aminoacido ndo essencial é precursor do
neurotransmissor GABA, atuando na excitagdo de receptores presentes nas células
(NEDERGAARD; TAKANO; HANSEN, 2002). Sendo assim, ¢ esperado que os niveis de
glutamato no plasma sanguineo aumentem apds a ingestdao de glutamato monossddico. Esta
molécula da origem ao L-glutamato, o qual entra na célula através de sistemas de transportes
ativos proprios para aminoacidos, sendo parcialmente conjugado para ser eliminado ou
transformado em glutamina, que em excesso pode acarretar em perturbagcdes no sistema
fisiologico. Este processo ¢ saturdvel e depende da interagdo de ions de s6dio (PUBCHEM,
2022).

Para poder correlacionar a expressao de TP53 na via apoptotica a partir de uma dieta
contendo glutamato monossddico, ¢ importante entender como e onde este realgador de sabor
¢ metabolizado no organismo humano. Durante a absor¢ado intestinal, uma grande propor¢ao de
acido glutdmico ¢ transaminada e, consequentemente, os niveis de alanina sdo elevados no
sangue. Assim, se grandes quantidades de glutamato sdo ingeridas, os seus niveis aumentam,
resultando em elevado metabolismo hepatico e levando a liberacdo de glicose, lactato,
glutamina e outros aminoacidos na circulagdo sistémica. A farmacocinética do glutamato
depende dele ser livre ou incorporado a proteina e da presenca de outros componentes
alimentares. Como consequéncia do rapido metabolismo do glutamato nas células da mucosa
intestinal e no figado, os niveis plasmaticos sistémicos sao baixos, mesmo apoOs a ingestao de

grandes quantidades de proteina (PUBCHEM, 2022).
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Diversas complica¢des nos niveis extra e intracelulares em decorréncia da administragao
de glutamato monossédico ja foram relatadas, incluindo dano morfotecidual, alteragdes no
proteoma de varios 6rgaos e aumento de produtos da peroxidagao lipidica, o que caracteriza
estresse oxidativo e necrose de células, causadas provavelmente pela superexcitacdo dos
receptores de glutamato, conforme mencionado anteriormente neste trabalho.

Intracelularmente, as alteracdes promovidas pelo glutamato monossddico podem
envolver proteinas ligadas ao ciclo celular e apoptose, incluindo a supressora de tumor TP53 e
BCL-2, um importante marcador de integridade da membrana mitocondrial. Apesar de Pavlovic
et al. (2007) em seu estudo ndo apresentar alteracdes significativas na expressao da BAX em
linhagens de timdcitos, Sadek; Abouzed; Nasr (2016) demonstraram uma regulacao positiva da
proteina pro-apoptotica mediada por ingestao de glutamato monossodico, apontando o papel do
intensificador de sabor na apoptose mediada.

A Figura 5 detalha a via de sinalizacdo da TP53 revelando os possiveis sinais estressores,
alvos génicos e respostas. Segundo Kegg (2022), a ativagdo de TP53 resulta em trés respostas
principais: parada do ciclo celular, senescéncia celular ou apoptose. Assim, considerando a
associagdo proposta neste trabalho da dieta rica em glutamato monossddico e a expressao
diferencial de TP53, ¢é possivel presumir hipoteticamente que caso haja precariedade da
atividade ou expressdo de BCL-2 ou superexpressdo da BAX a partir de um sinal estressor na
ativacdo da TP53, a integridade da membrana pode ser corrompida levando a apoptose. A agao
depredativa do glutamato monossddico na via apoptética ainda ndo foi totalmente elucidada e
pode ser ainda mais problematica quando analisamos as diferentes interagdes preferenciais que
as isoformas da TP53 podem possuir na via mitocondrial, especialmente com a Bax
(BOURDON et al., 2005). Portanto, as implicagdes acometidas em um gene ndo s6 afetam a

proteina, mas também suas isoformas e concomitantemente sua importancia regulatoria contra
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canceres (VIELER; SANYAL, 2018), necessitando de mais dados para evitar conclusdes
generalistas.

Dados extraidos do The Human Protein Atlas indicam a expressao diferencial da proteina
TP53 em tecidos e 6rgdos, revelando a superexpressao na mucosa bucal, esd6fago, duodeno,
intestino delgado, cdlon e reto (Figura 6), o que em linhas gerais pode ser levado em conta a
interacao primaria desses tecidos com agentes mutagénicos presentes em diferentes alimentos,
induzindo danos no DNA devido ao estresse oxidativo causado pelo glutamato monossodico
(SALEM; MOHAMED; ABD-ELRAZEK, 2020) desencadeando na ativacdo da TP53 na
regulacdo ou morte programada, mesmo em 6rgaos que apresentam alta regeneragdo tecidual,
a exemplo do figado. Diante dos estudos que apresentaram alteragdes teciduais e celulares
presentes no aparato digestivo (EWEKA; OM'INIABOHS, 2007; SHREDAH et al., 2017), bem
como dados indicados na Figura 6, podemos inferir que a presenga do glutamato monossodico
nessas regides pode causar efeitos apds a sua ingestdo por longos periodos ou em quantidades
excedentes. Portanto, sabendo que o sabor doce-salino do glutamato monossédico s6 € obtido
a partir de alta concentragdo, uma vez que em pequena quantidade este realcador de sabor ¢
considerado “sem sabor” (PUBCHEM, 2022), devido a recorrente ingesta de alimentos
processados nos dias atuais, € inquestiondvel que os niveis diarios de glutamato monosséddico
superem os valores desejaveis, o que a longo prazo pode acarretar em citotoxicidade, levando

até mesmo ao desenvolvimento de canceres.
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CONCLUSAO

O objetivo deste estudo foi relacionar a influéncia do glutamato monossédico e a indugao
de citotoxicidade e o agravo de possiveis processos que levam a célula a apoptose, diferente da
necrose, processo este que ocorre por degeneragdo das organelas levando a morte celular,
ambos relatados ao longo deste trabalho. Considerando que concentragdes elevadas de
glutamato monossodico podem causar danos ao DNA a partir do estresse oxidativo, leva-se a
crer que este realgador de sabor também atua como um desencadeador da ativagao da TP53 por
mediadores protéicos na via de sinalizacdo apoptdtica celular.

E importante destacar que a participagdo do glutamato monossédico na via de sinalizagio
da supressora de tumor TP53 ¢ discutivel, porém ao se observar a diminui¢do da BCL-2 e o
aumento da BAX, nota-se uma reducdo na integridade da membrana mitocondrial. O glutamato
monossodico demonstrou ser nocivo para homeostase celular de diversas formas, entdo, ao
relacionar as informacdes presentes na literatura podemos inferir que sua participagao na morte
celular induzida ¢ notdria, uma vez que nossos sistemas de defesa contra alteragdes moleculares
estejam saturados de alguma forma por atividades negativas ou até mesmo pela alta quantidade

de glutamato no local alvo ocasionados pela dieta atual rica em processados.
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