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RESUMO 

Câncer é definido como uma doença multifatorial, resultante de interações 

complexas entre fatores extrínsecos e intrínsecos. Dentre os principais fatores 

intrínsecos estão as alterações genéticas e/ou epigenéticas, em genes envolvidos 

no processo carcinogênico. A identificação e caracterização destes genes podem 

proporcionar uma melhor compreensão das bases moleculares da doença. Dada a 

importância de alterações nos genes XRCC1, MRHFR e EGFR em diversas vias 

pro-carcinogênicas, é de fundamental importância investigar os efeitos funcionais de 

polimorfismos moleculares nesses genes e suas consequências na suscetibilidade 

ao câncer. Assim, o objetivo deste estudo foi identificar possíveis associações entre 

os polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) Arg194Trp (XRCC1) e Ala222Val 

(MTHFR) e Arg521Lys (EGFR) com o desenvolvimento do câncer gástrico e 

mamário, na população de Belém-PA, em um estudo caso-controle. Além disso, o 

controle genômico da ancestralidade foi realizado pra evitar resultados e/ou 

interpretações espúrias decorrentes da subestruturação populacional entre os 

grupos investigados. A análise molecular dos SNPs foi realizada por TaqMan. As 

análises estatísticas foram realizadas através do programa SPSS v.20 e as relativas à 

subestruturação populacional pelo programa STRUCTURE v 2.2. Em relação aos 

polimorfismos Arg194Trp, Ala222Val não foi observada nenhuma associação 

significativa com a susceptibilidade aos tumores gástrico e mamário (P > 0,05). Para 

ao polimorfismo Arg521Lys, em um primeiro momento (análise univariada), um efeito 

significativo para a suscetibilidade aos cânceres investigados, foi encontrado (P = 

0,037). Contudo, após o controle genômico pelas ancestralidades africana e 

europeia, esse resultado se revelou espúrio (P = 0,064). Em relação às 

ancestralidades, nossos resultados evidenciaram uma forte associação da 

ancestralidade africana com a suscetibilidade aos cânceres gástrico e mamário (P = 

0,010; OR = 76,723; IC 95% = 2,805 – 2098,230) em quanto que para indivíduos 

com uma maior contribuição europeia, um efeito de proteção foi encontrado (P = 

0,024; OR = 0,071; IC 95% = 0,007 – 0,703). Em conclusão, os resultados deste 

estudo apresentam evidencias de que as ancestralidades genômicas africana e 

europeia são importantes fatores relacionados à susceptibilidade as neoplasias 

gástrica e mamaria. Em relação ao polimorfismo Arg521Lys, estudos adicionais 

serão necessários para confirmar se a associação com a suscetibilidade ao câncer é 

realmente espúria. 
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ABSTRACT 

Cancer is defined as a multifactorial disease resulting from complex interactions 

between extrinsic and intrinsic factors. Among the main intrinsic factors are the 

genetic and/or epigenetic alterations in genes involved with the carcinogenesis 

process. The identification and characterization of these genes may provide a better 

understanding of the molecular basis of cancer. Considering the importance of 

alterations in XRCC1, MRHFR and EGFR genes in various pro-carcinogenic  

pathways, it is extremely important to investigate the effects of functional 

polymorphisms in these genes and their molecular consequences in cancer 

susceptibility.The objective of this study was to identify possible associations 

between single nucleotide polymorphisms (SNPs) Arg194Trp (XRCC1) e Ala222Val 

(MTHFR) e Arg521Lys (EGFR) with the development of gastric and breast cancers in 

the population of Belém-PA, in a case-control study. Furthermore, the control of 

genomic ancestry was held to avoid spurious results arising from population 

substructuring in the groups investigated. Molecular analysis of SNPs was carried out 

by TaqMan. Statistical analyses were performed using the program SPSS v.20 and 

to estimate the interethnic admixture we used the program STRUCTURE v.2.2. 

Regarding polymorphisms Arg194Trp, Ala222Val we did not observe any significant 

association with susceptibility to breast and gastric tumors (P > 0.05).For the 

polymorphism Arg521Lys, in a first moment (univariate analysis), a significant effect 

for susceptibility to cancers investigated was found (P = 0.037). However, after 

genomic control for African and European ancestries, this result has proved to be 

spurious (P = 0.064). Regarding ancestries, our results showed a strong association 

of African ancestry with susceptibility to gastric and breast cancers (P = 0.010, OR = 

76,723; 95% CI = 2.805 - 2098.230) whereas for European contribution a protective 

effect was found (P = 0.024, OR = 0071, 95% CI = 0.007-0.703). In conclusion, our 

study presented the evidence that the African and European genomic ancestries are 

important factors related to susceptibility to gastric and breast cancers. Regarding 

Arg521Ly polymorphism, further studies are necessary to confirm whether the 

association is indeed spurious. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1  CONSIDERAÇÕES GERAIS  

 

Câncer é um termo genérico utilizado para um grupo de mais de 100 doenças 

que podem afetar várias partes do corpo. É considerado uma das maiores causas de 

morte no mundo e definido como uma doença multifatorial, que surge a partir de 

interações complexas entre fatores externos (tabaco, agentes infecciosos, produtos 

químicos e radiações) e fatores internos (mutações herdadas, hormônios, condições 

imunológicas e mutações aleatórias). Estes fatores podem agir em conjunto ou em 

sequência para iniciar e/ou promover a carcinogênese (ACS, 2011a; Hanahan e 

Weinberg, 2011). 

Os diferentes tipos de câncer são nomeados conforme a origem tecidual do 

tumor. A proliferação incontrolada de células anormais é uma característica 

essencial das células tumorais. Essa proliferação descontrolada pode acometer 

tecidos contíguos ao tumor de origem e se espalhar para outros órgãos do corpo, 

originando o processo de metástase, o qual é considerado a maior causa de morte 

por câncer (WHO, 2008; ACS, 2011a).  

Segundo Hanahan e Weinberg (2011), os tumores são tecidos complexos 

compostos de múltiplos tipos celulares, que participam de interações heterotípicas 

umas com as outras, e não apenas massas insulares de proliferação de células 

cancerosas. Segundo esses autores, a biologia dos tumores já não pode mais ser 

entendida simplesmente enumerando as características das células cancerosas, 

mais sim se deve englobar também as influências do “microambiente tumoral”, onde 

interações entre as células neoplásicas com um repertório de células recrutadas 

contribuem para a aquisição de capacidades biológicas características para o 

surgimento e sustentação do tumor. 

Dentre estas capacidades adquiridas durante as várias etapas do 

desenvolvimento tumoral estão: o processo inflamatório indutor do tumor, 

sustentação da sinalização proliferativa, evasão aos supressores de crescimento 

celular, escape da vigilância imunológica, potencial de replicação ilimitada, 

resistência a apoptose, reprogramação do metabolismo energético, instabilidade 
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genômica e mutação, angiogênese sustentada, invasão celular e metástase (Figura 

1), as quais demostram o quão complexa é esta doença (Hanahan and Weinberg, 

2011).  

 

 

 

 

 

 

A aquisição das capacidades biológicas exemplificadas acima depende, em 

grande parte, de uma sucessão de alterações genéticas e epigenéticas nas células 

neoplásicas que podem ser decorrentes da interação da molécula de DNA com uma 

variedade de compostos físicos, químicos e biológicos, presentes no meio ambiente, 

os quais o homem pode ser exposto (Hanahan e Weinberg, 2011; Sharma et 

al.,2010; Jelonek et al., 2010).  

 

 

1.2  FATORES DE RISCO AO DESENVOLVIMENTO DO CÂNCER 

 

A maioria dos cânceres está relacionada a fatores ambientais (externos). 

Dentre os principais fatores de risco externos associados à origem dos tumores 

Figura 1: Capacidades adquiridas pelas células tumorais (Adaptado de Hanahan e 

Weinberg, 2011). 
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malignos estão os carcinógenos químicos e físicos, agentes infecciosos e os 

relacionados ao estilo de vida do indivíduo. Esses fatores podem ser assim 

exemplificados: 

 carcinógenos químicos, como os encontrados na fumaça do cigarro e 

contaminantes da dieta, como a aflatoxina B1; 

 agentes físicos, como a radiação UV; 

 agentes infecciosos, incluindo os vírus e as bactérias patogênicas, 

como Helicobacter pylori, o vírus do papiloma humano (HPV), e os vírus das 

hepatites B e C (HBV/ HCV); 

 estilos de vida que ignoram determinados fatores de risco, como o 

hábito tabagista, exposição excessiva à luz solar, dieta gordurosa e o estresse 

(Minamoto et al., 1999). 

Segundo a American Cancer Society (ACS) todos os cânceres com causa 

induzida por tabagismo e/ou por consumo exacerbado de álcool, poderiam ser 

prevenidos. Evidências científicas sugeriram que cerca de um terço das 571.950 

mortes por câncer esperadas para o ano de 2011 foram relacionadas ao excesso de 

peso ou obesidade, inatividade física e a alimentação inadequada e, portanto, 

também poderiam ser evitadas (ACS, 2011a). 

Em vez disso, a ingestão de fibras, alimentos ricos em antioxidantes (como 

frutas, verduras e legumes) e a prática de atividade física podem contribuir na 

prevenção ao desenvolvimento de tumores malignos (Minamoto et al., 1999; ACS, 

2011). Na Figura 2 é mostrado alguns hábitos relacionados à incidência do câncer. 

 

 
Figura 2: Proporção estimada de casos de câncer que podem ser prevenidos alterando nove fatores 

de risco (Adaptado de WHO, 2008) 

 

 

Baixa ingestão de 

frutas e vegetais  5% 
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Dentre os fatores endógenos relacionados a estes fatores externos e que 

influenciam na carcinogênese, podem ser citadas as variações genéticas e 

epigenéticas em genes envolvidos nos mecanismos de defesa, que incluem os 

genes de reparo do DNA e detoxificação/eliminação de carcinógenos, e genes 

envolvidos nos mecanismos de regulação do ciclo celular, que incluem os proto-

oncogenes e os supressores de tumor (Minamoto et al., 1999; Berger e Garraway, 

2009). 

Um importante exemplo de variações genéticas são os polimorfismos. Estes 

podem afetar a expressão gênica e, portanto, ocasionar alterações funcionais do 

produto proteico do gene. Os polimorfismos são frequentemente encontrados na 

sequência de DNA e ocorrem quando, para um mesmo locus gênico, existe um ou 

mais alelos sendo que a frequência do alelo mais raro deve ser maior que 1% na 

população (Drazen, et al., 1999; López- Cima et al., 2007; Passarge, 2001).  

Os polimorfismos de nucleotídeo único - SNPs (do inglês Single Nucleotide 

Polymorphism) são os mais abundantes, estáveis e amplamente distribuídos pelo 

genoma humano, cerca de 12.000.000 SNPs já foram descritos (Iida et al., 2001; 

Brockmoller et al., 2008). 

Vários estudos de associação de SNPs, já foram e estão sendo realizados. E 

um grande número destes, foram identificados com sucesso para predizer a 

suscetibilidade ao desenvolvimento do câncer (Ulrich et al., 2003; Dong et al., 2008). 

Portanto, polimorfismos do tipo SNP podem ser considerados biomarcadores para a 

susceptibilidade a diversos tipos de câncer (Iida et al., 2001; Brockmoller et al., 

2008).  

 

 

1.3 EPIDEMIOLOGIA DO CÂNCER 

 

O câncer é uma das principais causas de morte no mundo sendo responsável 

por 7,6 milhões de óbitos (cerca de 13% de todas as mortes) com incidência de 12,7 

milhões, em 2008. Esta taxa deverá continuar a se elevar para mais de 13 milhões 

de mortes em 2030, com aproximadamente 21,4 milhões de novos casos 

diagnosticados. Mais de 56% dos novos casos e 63% dos óbitos ocorrem em 

regiões em desenvolvimento, como o Brasil (WHO, 2008a). 
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Segundo o relatório GLOBOCAN da Agência Internacional de Pesquisa em 

Câncer (IARC), realizado em 2008, o impacto global do câncer mais que dobrou em 

30 anos, convertendo-se em um grande problema de saúde pública mundial (WHO, 

2008b). 

O câncer mais incidente e a maior causa de mortalidade em todo o mundo é o 

câncer de pulmão entre os homens, e o de mama entre as mulheres. Depois do 

câncer de pulmão, o câncer gástrico e de fígado, são os que lideram o ranking dos 

que mais matam no mundo, entre homens e mulheres (WHO, 2008b). 

Em países desenvolvidos, os canceres de Pulmão, Mama e Colorretal 

representam 42,5% do total de óbitos em mulheres, enquanto o câncer do Colo 

uterino ocupa o primeiro lugar em países menos desenvolvidos (13,9% do total), 

seguido por câncer de mama (12,7%) e câncer de estômago (9,6%); (WHO, 2008a). 

No Brasil, as estimativas para 2012, válidas também para 2013, apontaram 

para a ocorrência de 518.510 novos de câncer, dos quais 257.870 afetarão o gênero 

masculino e 260.640 o gênero feminino. Destes, os tipos mais incidentes, à exceção 

do câncer de pele do tipo não melanoma, serão os de próstata, pulmão, cólon e reto 

e estômago em homens, e os de mama, colo do útero, cólon e reto e tireoide, em 

mulheres (INCA, 2011) (Figura 3).   

 

 

 

 

 

 

Para a região Norte do Brasil, essas estimativas apontam para ocorrência 

de 21.700 novos casos, sendo os tipos de câncer mais incidentes em homens, 

semelhantes aos estimados para todo o Brasil, com exceção ao câncer gástrico, que 

aparece como o segundo mais incidente, depois do de próstata. Já os mais 

Figura 3: Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes no Brasil, estimados 
para 2012 por sexo, exceto o de pele não melanoma (INCA, 2011). 
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incidentes em mulheres serão os de colo do útero, mama, tireoide e estômago 

(Figura 4) (INCA, 2011). 

 

 

 

 

 

Para o estado do Pará e capital Belém, a ordem dos canceres mais incidentes 

no gênero masculino não será diferente dos mais incidentes na região Norte. Já para 

o gênero feminino, as estimativas apontam os canceres de colo do útero, mama, 

estômago e da glândula tireoide como os quatro mais incidentes no estado do Pará. 

Para capital, o câncer de mama é o primeiro da lista dos mais incidentes em 

2012/2013, seguido dos de colo do útero, glândula tireoide e de estômago (INCA, 

2011) (Figura 5).  

   

 

 

 

Figura 4: Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2012 
por sexo, exceto o de pele não melanoma, para região Norte do Brasil (INCA, 2011). 

Figura 5: Taxas brutas de incidência estimadas para 2012 por sexo, para o estado do Pará e 

capital Belém (INCA, 2011) 
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1.4  CÂNCER GÁSTRICO 

  

O câncer gástrico configura-se como a quarta neoplasia mais frequente e a 

segunda maior causa de morte por câncer no mundo, assumindo, portanto, um 

grave problema de saúde pública global (Parkin et al., 2002; WHO, 2008a). Mais de 

70% do total de casos ocorrem em países em desenvolvimento. A sobrevida para o 

câncer gástrico é baixa, pois além de não possuir bom prognóstico, os pacientes são 

frequentemente diagnosticados em estádio avançado o que explica o alto índice de 

mortalidade por esta neoplasia (WHO, 2008a; INCA, 2011). 

A prevalência do câncer gástrico sofre influência de fatores geográficos, 

étnicos e culturais (Neugut et al., 1996; WHO, 2008a). A incidência desse tipo de 

neoplasia é particularmente alta no Leste da Ásia, Europa Oriental, e alguns países 

da América do Sul e Central. Cerca de dois terços dos casos ocorrem em países em 

desenvolvimento, como o Brasil (Ferlay et al., 2007). Além disso, a taxa de 

incidência é cerca de duas vezes mais alta no gênero masculino do que no feminino 

(INCA, 2011). 

No Brasil, como já citado, esta neoplasia aparece em terceiro lugar em 

incidência entre homens e em quinto lugar, entre as mulheres. Numericamente, as 

estimativas de novos casos deste tipo de câncer, em 2012, foram de 12.670 para 

homens e 7.420 para mulheres. Na região Norte, sem considerar os tumores de pele 

não melanoma, o câncer gástrico é o segundo mais frequente em homens e o quarto 

em mulheres (INCA, 2011).  

O Estado do Pará apresentou uma elevada incidência desta neoplasia e 

durante os anos de 1999 e 2000, configurou-se com primeira causa de morte por 

câncer no estado (DATASUS, 2006). Para 2012, as estimativas foram de 430 novos 

casos e para a capital, Belém, de 110 novos casos (INCA, 2011). 

O câncer gástrico é uma neoplasia que pode se estabelecer em qualquer 

região do estômago. E Segundo Cotran (2000), no que se refere à localização 

anatômica do tumor, cerca de 50 a 60% são observados no piloro e antro, 25% na 

cárdia e os demais no corpo e fundo. Além disso, o tumor gástrico pode atingir 

diferentes camadas histológicas (mucosa, submucosa, muscular e serosa). 

Diferentes tipos de câncer podem incidir no estômago. O adenocarcinoma, quando o 

tecido de origem é a mucosa, é o tipo mais comum de câncer do trato digestivo, 

correspondendo a aproximadamente 95% dos casos. 
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O adenocarcinoma gástrico é definido como precoce quando está restrito à 

mucosa e submucosa, independentemente de sua extensão em superfície e a 

presença ou não de metástase ganglionares. Esse tipo de adenocarcinoma possui 

um bom prognóstico (Dekker and Op Den Orth, 1977). O tumor é considerado 

avançado quando atinge as camadas posteriores à submucosa podendo ou não 

apresentar metástase nos linfonodos e órgãos como o pulmão, fígado, glândulas 

adrenais, osso e cavidade peritoneal (MacDonald, 1992). 

Infelizmente, a maioria das neoplasias gástricas é diagnosticada na fase 

avançada, em função dos sintomas manifestarem-se geralmente somente nessa 

fase da doença.  (MacDonald, 1992).  

De acordo com a classificação histológica de Lauren (1965) os 

adenocarcinomas gástricos podem ser subdivididos em dois tipos: intestinal e difuso. 

O tipo intestinal exibe um padrão de crescimento expansivo, forma estruturas 

glandulares, apresenta coesão celular e células com núcleos grandes e irregulares. 

Já o tipo difuso, é constituído de pequenas células não coesas, difusamente 

dispersas, que não formam estruturas glandulares, podendo apresentar células com 

núcleos periféricos em função da elevada produção de musina (anel de sinete).  

Estes dois tipos aparentemente apresentam histogênese e progressão distintas e 

podem ser derivados de rotas de alterações genéticas diferentes (Watari et al., 

2004). 

O câncer gástrico é uma doença de etiologia complexa e multifatorial, como a 

maioria dos canceres, onde muitos fatores ambientais e genéticos estão envolvidos 

em seu desenvolvimento e progressão. Infecção por Helicobacter pylori, a dieta e o 

hábito tabagista, estão bem estabelecidos como fatores de risco ambientais para 

esta neoplasia (Ju et al, 2009; Zabaleta, 2012). 

A infecção pelo H. pylori é considerada o principal fator de risco para o 

desenvolvimento do câncer gástrico, podendo ser responsável por 63% dos casos 

(Konturek et al., 2009) e está presente em 90% dos pacientes com gastrite crônica 

(Jorge et al, 2010). 

Estudos epidemiológicos demonstraram que aproximadamente 50% da 

população mundial pode está infectada por esse microrganismo, com maior 

prevalência (de até 90%) em países em desenvolvimento (Mitchell and Megraud., 

2002; INCA, 2011). Em um estudo realizado no Brasil, Zaterka et al. (2007) 
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observaram um prevalência da infecção por H. pylori de 66,5% em homens e 63,2% 

em mulheres estudadas. 

O câncer gástrico induzido por H. pylori se desenvolve através de uma 

sequencia de eventos que podem ser resumidos em: infecção crônica induzida por 

H. pylori, atrofia da mucosa gástrica, e carcinogênese, que em cada passo, traços 

genéticos interagindo com estilo de vida podem influenciar no processo (Jorge et al, 

2010). 

Agressões contínuas à mucosa gástrica, decorrentes da ação irritativa do 

consumo elevado de sal, nitrato/nitrito, ingestão de alimentos em temperatura 

elevada, poderiam atuar como facilitadores no processo de infecção e inflamação 

causada pela bactéria Helicobacter pylori e patógenos relacionados (Hirohata e 

Kono, 1997; Britto,1997). 

Evidências sugerem ainda que a inflamação crônica causada pela infecção 

por H. pylori pode envolver produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

espécies reativas de nitrogênio (RNS) que podem levar a danos no DNA que, se não 

reparados, podem favorecer a ocorrência da carcinogênese gástrica (Ladeira et al., 

2004; Siomek et al., 2006; Zabaleta, 2012). 

Por outro lado, estudos epidemiológicos comprovam que a dieta rica em 

legumes frescos e variedade de frutas é um fator proteção para esta neoplasia e 

sugerem também que a vitamina C e o caroteno diminuam o risco de 

desenvolvimento do câncer gástrico (Kono e Hirohata, 1996; Latorre, 1997). 

Hábitos alimentares são relacionados à alta incidência do câncer gástrico no 

Pará. Em relação aos hábitos alimentares regionais, destacam-se o consumo de 

tucupi – molho ácido derivado da mandioca que integra diversos pratos da cozinha 

paraense – geralmente ingerido em temperatura elevada, e de anilina – corante 

presente em vários tipos de farinha de mandioca – fonte de radicais NH2 e NO2, o 

qual poderia atuar como substrato para a formação endógena de nitrosaminas, 

importantes carcinógenos associados à patogênese do câncer gástrico. (Rezende, 

2006).  

Outro fator que pode estar associado a carcinogênese  gástrica é o 

alcoolismo. Este vem sendo mencionado por diversos autores como um fator de 

risco que contribui diretamente para o câncer gástrico, pois o álcool lesa a mucosa 

gástrica e age potencializando a ação do tabaco (Teixeira e Nogueira, 2003).  
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Entretanto, nem todos aqueles que tenham sido expostos a tais fatores de 

risco irão desenvolver câncer gástrico, sugerindo diferenças inter-individuais na 

susceptibilidade a esta neoplasia (Zienolddiny, 2006).  

Estudos moleculares e epidemiológicos têm descrito algumas variantes 

genéticas (mutações e/ou polimorfismos) como biomarcadores de susceptibilidade 

ao desenvolvimento do câncer gástrico. Essas variantes genéticas podem modular 

os efeitos de fatores ambientais, ao regular vias biológicas múltiplas, em resposta à 

exposição durante a carcinogênese gástrica, exercendo assim um efeito sobre os 

riscos atribuídos à população (Resende et al., 2010). Além disso, a identificação de 

características genéticas individuais poderá ajudar a prever o prognóstico dos 

pacientes com câncer gástrico, bem como permitir abordagens terapêuticas mais 

precisas e eficazes (Calcagno et al., 2008).  

 

 

1.5 CÂNCER DE MAMA  

 

O câncer da mama é o tipo de câncer mais frequente em mulheres em todo o 

mundo, tanto em países em desenvolvimento quanto em países desenvolvidos. 

Cerca de 1,4 milhões de novos casos dessa neoplasia foram esperados para o ano 

de 2008, o que representa aproximadamente 23% de todos os tipos de câncer 

(WHO, 2008a; INCA, 2011). 

Para o Brasil, em 2012, foram esperados 52.680 casos novos de câncer da 

mama, com um risco estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres. Sem 

considerar os tumores da pele não melanoma, esse tipo de câncer é o mais 

frequente na maioria das regiões do Brasil (INCA, 2011). Na região Norte é o 

segundo tumor mais incidente com 1.530 novos casos. O segundo lugar se mantém 

para o estado do Pará com 740 novos casos. Porém, para a capital Belém, o câncer 

de mama assim como nas demais regiões do Brasil, lidera em incidência com 390 

novos casos e um risco estimado de 52,26 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2011). 

O câncer de mama se inicia no tecido mamário que é constituído por lóbulos e 

ductos, que conectam os lóbulos ao mamilo; o restante da mama é composto por 

tecido adiposo, conectivo e linfático (ACS, 2011b).  

A grande maioria dos cânceres de mama inicia-se nos ductos ou nos lóbulos 

mamários, sendo 80% de todos os casos ocorrem no epitélio ductal mamário. Este 
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tipo de câncer é chamado de carcinoma ductal. O câncer que inicia nos lóbulos é 

chamado de carcinoma lobular e é bilateral em 30% dos casos (Biazus, 2010; ACS, 

2011b). 

Quando a doença acomete apenas o local de origem do tumor, esta é 

denominada "in situ", ou seja, é um processo localizado. Porém, se a doença 

ultrapassa a barreira do tecido onde se originou e atinge os tecidos vizinhos, é 

denominada “invasiva”. Portanto, os principais tipos de câncer de mama são 

comumente denominados de carcinoma ductal in situ ou invasivo e carcinoma 

lobular in situ ou invasivo. Atualmente, a maioria dos mastologistas recomenda a 

ressecção cirúrgica do carcinoma ductal in situ com margem de segurança seguida 

de radioterapia localizada para prevenir sua evolução para carcinoma ductal invasor 

(Biazus, 2010; ACS, 2011b). 

O câncer de mama apresenta bom prognóstico, se diagnosticado e tratado 

precocemente. No entanto, as taxas de mortalidade por câncer da mama continuam 

elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doença ainda é diagnosticada em 

estádios avançados (Linhares et al., 2005; INCA, 2011). A sobrevida média após 

cinco anos na população de países desenvolvidos tem apresentado um discreto 

aumento, cerca de 85%. Entretanto, nos países em desenvolvimento, a sobrevida 

fica em torno de 60% (INCA, 2011). 

 A mamografia é um bom modo de identificar o câncer de mama, pois é capaz 

de detectar anomalias nas mamas antes do desenvolvimento de sintomas 

posteriores (ACS, 2011b). Os países desenvolvidos têm apresentado uma 

diminuição nas taxas de mortalidade ao longo das últimas duas décadas devido à 

melhoria do diagnóstico e principalmente um melhor tratamento (WHO, 2008a). 

Quanto ao tratamento, atualmente, são disponíveis vários tipos contra essa 

doença, sejam de aplicação isolada, sejam em associação, como cirurgia 

(lumpectomia – remoção cirúrgica do tumor com margens livres – ou mastectomia – 

remoção cirúrgica da mama), radioterapia e quimioterapia (antes ou depois da 

cirurgia) e terapia hormonal (tamoxifen, inibidores de aromatase) (INCA, 2004; ACS, 

2011b). A terapia considerada adjuvante tem o objetivo de diminuir a chance de 

recidiva local e sistêmica, destacando-se aí a cirurgia e a terapia hormonal; a 

radioterapia diminui a chance de recidiva local e a quimioterapia a recidiva sistêmica 

(Del Giglio e Iyeyasu, 2005). 
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A alta frequência do câncer de mama em mulheres, no mundo todo, motivou 

estudos de fatores de risco modificáveis associados ao desenvolvimento desta 

neoplasia, que poderiam ser úteis para a definição de estratégias eficazes de 

prevenção (WHO, 2008). 

Como a maioria das neoplasias, o câncer de mama é uma doença de 

etiologia complexa e multifatorial, que resulta da interação entre fatores genéticos e 

ambientais, em que exposições múltiplas a fatores endógenos e a cancerígenos 

provenientes de exposição exógena, interagem com o patrimônio genético do 

indivíduo de forma complexa, resultando na modulação do risco desenvolvimento da 

doença (Dumitrescu e Cotarla, 2005). 

 No que diz respeito à identificação dos fatores de risco, embora seus 

métodos de definição e mensuração não sejam uniformes e apesar das contradições 

observadas entre diferentes estudos, o sexo, a idade, histórico familiar e/ou 

pregresso de câncer de mama, histórico reprodutivo, fatores hormonais e a 

suscetibilidade genética têm sido apontados como associados a um risco 

aumentado de desenvolver câncer de mama (Thuler, 2003; INCA, 2011).  

O fato de pertencer ao gênero feminino constitui-se no fator de risco mais 

importante. Embora homens possam apresentar este tipo de câncer, o risco é pelo 

menos 100 a 150 vezes menor, comparado às mulheres. Isto se deve à maior 

quantidade de tecido mamário encontrado nas mulheres e à sua exposição ao 

estrogênio endógeno (Thuler, 2003). 

Na mulher, a idade continua sendo o principal fator de risco para o câncer de 

mama. As taxas de incidência aumentam rapidamente até os 50 anos e, 

posteriormente, esse aumento ocorre de forma mais lenta.  (WHO, 2008; INCA, 

2011; ACS, 2011; Thuler, 2003; Olaya-Contreras et al., 1999; Tovar-Guzmán et al., 

2000; Pinho e Coutinho, 2007; Costa de Oliveira et al., 2009).  

Sabe-se que o estrogênio tem um importante papel no câncer de mama, pois 

este hormônio induz o crescimento das células do tecido mamário, aumentando o 

potencial de alterações genéticas e, consequentemente, o surgimento do câncer. 

Portanto, qualquer fator que leve a um aumento no nível estrogênio poderá levar 

também a um aumento do risco de desenvolvimento deste tipo de câncer (Thuler, 

2003). 

Mulheres com história de menarca precoce, primeiro filho em idade avançada, 

obesidade na pós-menopausa, câncer de ovário, densidade mamária elevada, 
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doença mamária benigna, exposição ao tabaco, a radiações ionizantes e pesticidas 

apresentam aumento no risco de desenvolver câncer de mama. Além disso, 

mulheres que tiveram câncer em uma das mamas apresentam um elevado risco de 

desenvolver a doença na mama contra-lateral (Thuler, 2003, MARCHBANKS et al., 

2002; INCA, 2011). 

Outro importante fator para o desenvolvimento do câncer de mama é a 

predisposição genética. Observa-se um risco aumentado em mulheres que tenham 

história familiar da doença, especialmente em casos de familiares de primeiro e 

segundo grau (mãe, irmã ou filha). Este risco é especialmente elevado quando o 

familiar tem câncer antes dos 50 anos de idade e em ambas as mamas (Thuler, 

2003; Dumitrescu e Cotarla, 2005). 

Aproximadamente 5 a 10% dos casos de câncer de mama, em todas as 

populações, surgem em indivíduos que tenham herdado mutações em genes de alta 

penetrância, como os genes BRCA1 e BRCA2 (Olopade et al., 2008). Indivíduos que 

apresentam mutações em um destes genes possuem 40 a 80% de probabilidade de 

desenvolverem esta neoplasia (Fackenthal e Olopade, 2007), e 50 % dos casos são 

diagnosticados antes dos 50 anos de idade (Thuler, 2003). 

No entanto, 90 a 95% dos casos de câncer de mama são esporádicos e 

podem ocorrer sem qualquer alteração nos genes BRCA1 e BRCA2.  As formas 

esporádicas podem estar relacionadas com polimorfismos em genes associados ao 

metabolismo de carcinógenos, de hormônios esteroides, ao reparo de lesões no 

DNA, entre outros (Kolonel  et al., 2004). As formas variantes destes genes são 

muito comuns na população e conferem um risco considerável na susceptibilidade 

individual ao câncer de mama. Adicionalmente, a combinação de diferentes 

polimorfismos pode conduzir a um efeito aditivo. Ao que tudo indica, as formas 

esporádicas são resultantes da complexa interação entre a expressão de genes de 

baixa penetrância e fatores ambientais (Costa  et al., 2007; Lacroix e Leclercq, 2005; 

Oldenburg et al., 2007). 

Estudos de polimorfismos genéticos buscam avaliar e identificar genes de 

susceptibilidade para a carcinogênese mamária (Dumitrescu e Cotarla, 2005). 

Normalmente, os genes candidatos são aqueles que codificam enzimas envolvidas 

no metabolismo de estrogênio (CYP17, COMT) ou de vários carcinógenos (CYPs, 

GSTs, NATs), detoxificação de espécies reativas de oxigênio produzidas por estas 
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vias, enzimas envolvidas no reparo do DNA (XRCC1 – 3) ou em processos de 

sinalização celular (EGFR1 – 4) (Tempfer et al., 2006). 

Para o câncer de mama poucos estudos de meta-análise confirmam ou 

refutam a associação de vários SNPs e a vertente esporádica desta neoplasia (Bag 

e Bag, 2008; Wang et al., 2009). 

Assim, a realização de novos estudos é necessária para melhor compreensão 

dos reais efeitos destes SNP’s e para estabelecer quais destes estão, de fato, 

associados a esta neoplasia e que poderão ser usados futuramente como 

marcadores genéticos de risco e/ou prognostico do câncer de mama.   

 

 

1.6 GENES ENVOLVIDOS NO PROCESSO DE CARCINOGÊNESE  

 

O câncer resulta de múltiplas etapas e pode envolver dezenas, até centenas, 

de genes, por meio de mutações e/ou polimorfismos genéticos, quebras e perdas 

cromossômicas, amplificações gênicas, instabilidade genômica e mecanismos 

epigenéticos, sendo os principais grupos de genes envolvidos nesse processo: 

proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes relacionados ao reparo do 

DNA (Rocha e Silva, 2003; Berger e Garraway, 2009; Hanahan e Weinberg, 2011).  

Os proto-oncogenes são genes celulares normais que atuam no controle 

positivo, ou seja, estimulam o crescimento e a diferenciação celular (Irish e 

Bernstein, 1993). Podem tornar-se oncogenes por meio de mutações resultantes da 

exposição aos agentes carcinogênicos físicos, químicos ou biológicos. A ativação 

destes genes ocorre por meio de translocações, amplificações gênicas ou mutações 

de ponto, de maneira que alterações em um único alelo são suficientes para que 

ocorra ganho de função (efeito dominante) e assim a transformação em oncogenes. 

Como consequência dessas alterações, a expressão dos oncogenes leva a uma 

proliferação celular anormal, que pode resultar na formação do tumor (Cooper, 

1994). 

Os diferentes tipos de proto-oncogenes podem ser subdivididos em grupos, 

baseados nas propriedades funcionais de seus produtos protéicos, estes incluem: 

fatores de crescimento, receptores de fatores de crescimento, proteínas transdutoras 

de sinais, fatores de transcrição e reguladores de apoptose (SILVA, 2004). 
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Os genes supressores de tumor (TSG) compõem a outra classe de genes 

relacionada ao câncer, e atuam como reguladores negativos, retardando a 

proliferação celular (Ferrari, 2002). 

 Ao contrário dos oncogenes, para que ocorra perda de função de genes 

supressores tumorais, é necessário que os dois alelos sejam alterados (efeito  

recessivo) (Lodish, et al., 2002). Estes supressores codificam proteínas reguladoras 

dos checkpoints celulares e inibem a progressão do ciclo celular, caso o DNA esteja 

danificado. Nesta classe, estão inclusos os genes que codificam proteínas 

promotoras de apoptose e as que estão envolvidas no reparo de danos ao DNA 

(Alberts et al., 2002; Weinberg, 1991). Assim, alterações inativadoras de genes 

supressores de tumor liberariam a célula da inibição imposta por estes, levando à 

proliferação desordenada, característica das células cancerosas (Weinberg, 1991). 

O processo de inativação destes genes é um mecanismo comum no câncer gástrico 

(Kountouras et al., 2005). 

Portanto a identificação de genes envolvidos no processo da carcinogênese, 

pode auxiliar a compreensão acerca da doença e contribuir para sua prevenção, 

diagnóstico precoce, assim como para a previsão do prognóstico, o que irá permitir 

abordagens terapêuticas mais eficazes e precisas (Garnis et al., 2004).  

Considerando a importante influencia de alterações nos genes XRCC1, 

MTHFR e EGFR em diversas vias pro-carcinogênicas, faz-se necessário investigar 

os efeitos funcionais de polimorfismos moleculares nesses genes e suas 

consequências na suscetibilidade ao câncer. 

 

 

1.6.1 GENE XRCC1 

 

O gene XRCC1 humano (do inglês X-ray repair cross-complementing group 1) 

está localizado no cromossomo 19q13.2 (Figura 6), é composto de 17 éxons (Figura 

7) e codifica a proteína nuclear XRCC1, que é composta de 633 aminoácidos (Hung 

et al., 2005).  
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Os genes da família XRCC são importantes componentes de várias vias do 

reparo do DNA (Thacker e Zdzienicka, 2003). Os sistemas de reparo de DNA 

exercem um papel essencial na proteção do genoma contra danos causados por 

agentes carcinogênicos sendo, portanto, imprescindíveis na preservação da 

estabilidade genômica (Thacker e Zdzienicka, 2003; SMITH et al., 2008). 

Atualmente, sabe-se que mais de uma centena de proteínas envolvidas em 

mecanismos de reparo estão presentes nas células humanas, monitorando e 

corrigindo nucleotídeos danificados (López- Cima et al., 2007). 

A proteína XRCC1 está envolvida no reparo por excisão de bases (BER) 

(Thompson et al., 1989). O BER é responsável por identificar e remover danos no 

DNA, como bases oxidadas, desaminadas ou alquiladas, surgidos espontaneamente 

na célula ou da exposição a agentes exógenos como as radiações ionizantes e a luz 

UV (Christmann et al., 2003). 

No BER, a lesão é removida por uma enzima DNA glicosilase específica, 

criando um sítio apúrico ou apirimídico (sítio AP). Este é reconhecido por uma 

enzima chamada endonuclease AP que aliada a uma fosfodiasterase, exisam os 

grupos açúcar-fosfato remanescentes; logo após a DNA polimerase-β (com ajuda de 

outras proteínas incluindo XRCC1 adiciona um novo nucleotídeo à extremidade 3’-

OH; finalmente, o complexo DNA ligase IIIα/XRCC1 sela a nova ligação (Figura 7) 

(Brem e Hall, 2005). 

Figura 6 : Localização cromossômica do gene XRCC1 (GeneCards, 2012). 
 
 

Figura 7: Representação do gene XRCC1 (NCBI, 2013).  
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Aparentemente, a proteína XRCC1 não desempenha uma função 

enzimática, porém atua como proteína suporte, ligando-se e interagindo com várias 

outras enzimas participantes do BER, como a DNA ligase III, a DNA polimerase β e 

a APE, e parece contribuir para a eficiência do processo, bem como para a 

estabilidade genômica após a ocorrência da lesão (Lima Sombra et al., 2011; Saadat 

e Ansari-Lari, 2008; Smith et al., 2008; Brem e Hall, 2005). Essa proteína apresenta 

três domínios funcionais: um domínio de ligação a DNA N-terminal (ligação 

específica com quebras de fita simples de DNA) e os domínios BRCT-I central e 

Figura 8: Mecanismo de reparo por excisão de bases (BER) (Snustad & Simmons, 2008). 
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BRCT- II Cterminal (Horton et al., 2008). A Figura 9 indica os domínios funcionais da 

XRCC1 e as regiões de interações com outras proteínas.  

 

 

 

 

 

 

 

Desta forma, a proteína XRCC1 atua como facilitadora e coordenadora do 

processo de reparo por excisão de base, sendo imprescindível na formação do 

complexo com as demais proteínas (Caldecott, 2003; Jelonek, 2010). 

Sugere-se que polimorfismos no gene XRCC1, que causam mudanças de 

aminoácidos, possam impedir a interação de XRCC1 com outras proteínas 

enzimáticas e consequentemente alterar a atividade do sistema de reparo de DNA 

por BER (Saadat; Ansari-Lari, 2008).  

Esses polimorfismos são eventos comuns, e alguns estudos mostraram o 

efeito significativo de muitos desses, na capacidade de reparar danos no DNA, 

influenciando assim em uma maior suscetibilidade do individuo ao desenvolvimento 

do câncer (Pachkowski et al., 2006; Mandal et al., 2010). 

Polimorfismos de genes de reparo do DNA tem sido foco de diversos estudos 

de associação com a susceptibilidade a diversos tipos de câncer, incluindo o 

gástrico (Shen, et al., 2000; Yuan, et al., 2011), câncer de mama (Patel et al., 2005), 

de pulmão (Zhang, et al., 2005), de bexiga (Stern, et al., 2001), e carcinoma de 

células escamosas do esôfago (Hao, et al., 2004). 

Encontram-se amplamente descritos três polimorfismos de nucleotídeo único 

(SNPs) para o gene XRCC1 que resultam em alterações de aminoácidos: o primeiro, 

Figura 9: Domínios da proteína XRCC1 e suas interações com outras proteínas. NTD: domínio N-
terminal; NLS: sinal de localização nuclear; Pol β: DNA polimerase β; PNK: polinucleotídeo quinase; 
Lig3α: DNA ligase 3α (Caldecott, 2003). 
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uma transição de C para T no códon 194 do éxon 6 que resulta em substituição de 

um resíduo de Arginina por um de Triptofano (Arg194Trp – rs1799782); o segundo é 

uma transição de G por A no códon 280 do éxon 9, que resulta em substituição de 

um resíduo de Arginina por um de Histidina (Arg280His – rs25489); e o terceiro, uma 

transição de G para A no códon 399 do éxon 10, resulta em substituição de um 

resíduo de Arginina por um de Glutamina (Arg399Gln, rs25487). Os polimorfismos 

Arg194Trp e Arg399Gln são os mais frequentemente observados (Saadat e Ansari-

Lari, 2008; Wang et al., 2008; Chacko et al., 2005; Shen et al., 2005). 

 Polimorfismos no gene XRCC1 já foram demonstrados em diversas meta-

análises, serem associados significativamente com o risco de vários tipos de câncer 

dentre eles o câncer gástrico (Chen et al., 2012), câncer de mama (Huang et al., 

2009) e de pulmão (Zheng et al., 2009). 

O SNP Arg194Trp (C → T) ocorre na posição 26304, referente ao exon 6, do 

gene XRCC1 resultando em alteração do produto proteico no códon 194. Esse 

códon se encontra na região intermediária que separa o domínio de ligação da DNA 

polimerase β do domínio de ligação da PARP (domínio BRCT-I). Esta região se 

constitui parte do sítio de interação com a endonuclease APE1. A habilidade da 

XRCC1 em interagir com a APE1 pode estar alterada na presença do polimorfismo, 

o que pode influenciar na eficiência do reparo por via BER (Mateuca et al., 2005). A 

presença simultânea desse polimorfismo e de outro no gene da APE1 aumenta o 

risco para o desenvolvimento de câncer pancreático (Jiao et al., 2006). 

A presença do alelo variante T no gene XRCC1 está associada a diversas 

doenças malignas. Associações do alelo T foram observadas com o risco de câncer 

gástrico da cárdia (Shen et al., 2004), câncer colo-retal (Abdel-Rahman et al., 2000, 

Krupa e Blaviak, 2004), carcinoma de nasofaringe (Yang et al., 2007) câncer oral 

(Ramachandran et al., 2006) carcinoma de tireoide (Chiang et al., 2008), além de 

câncer de cabeça e pescoço (Olshan et al., 2002) e câncer de pele (Han et al., 

2004). 

Os genótipos variantes (CT e TT) estão associados com risco aumentado em 

mais de cinco vezes ao desenvolvimento de leucemia linfoblástica aguda em 

crianças do sexo feminino (Batar et al., 2008). Ao mesmo tempo, esse alelo variante 

(194T) também foi indicado como um fator de proteção para diversos cânceres, 

como linfoma de Burkitt (Celkan et al., 2008), linfoma não-Hodgkin (Shen et al., 

2007) e câncer de mama (Mitra et al., 2008). 
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Existe alguma controvérsia em relação polimorfismos no gene XRCC1, em 

que, dependendo do tipo de câncer e da população estudada, um efeito protetor ou 

de risco pode ser encontrado (Casson, et al., 2005). 

Dados contraditórios nos estudos de associação podem ser resultados de 

diversos fatores como etnicidade, diferentes padrões de exposição a carcinógenos, 

combinações de variantes de susceptibilidade ou o número de pacientes (Batar et 

al., 2008). 

 

 

1.6.2 GENE MTHFR 

 

O gene MTHFR (Metilenotetrahidrofolato redutase) está localizado no braço 

curto do cromossomo 1 na posição  p36.22. (Figura 10). É composto por 11 éxons 

(Figura 11) (Goyette et al., 1994) e codifica uma enzima, de mesmo nome, chave na 

via metabólica do folato (Zacho, et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O folato é o doador universal de grupos metil (CH3) para a síntese de 

nucleótidos e para o processo de metilação do DNA, principal mecanismo 

epigenético de regulação da expressão gênica (Zacho, et al., 2011).  

A enzima MTHFR catalisa a conversão/redução de 5,10 metiltetrahidrofolato a 

5-metiltetrahidrofolato, a principal forma circulante de folato (Weisberg et al., 1998), 

Figura 10: Localização cromossômica do gene MTHFR. (GeneCards, 2012) 
 

Figura 11: Representação do gene MTHFR (NCBI, 2013). 
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que atua como doador de grupos metil para a remetilação da homocisteína em 

metionina (Finkelstein e Martin, 2000; Derwinger, et al., 2009;). Esta etapa é muito 

importante para a síntese de DNA e para a expressão gênica mediada pelo 

processo de metilação, eventos imprescindíveis para manter a integridade e 

estabilidade do DNA. A eficiência da enzima pode depender de vários fatores, que 

incluem alterações genéticas e a dieta (Derwinger, et al., 2009). 

A metilação do DNA possui vários papéis funcionais, incluindo controle da 

expressão gênica, estabilidade da estrutura da cromatina e manutenção da 

estabilidade genômica (Sciandrello et al., 2004; Xu et al., 2007; Linhart et al., 2009; 

Charasson et al., 2009; Dalessio e Szyf, 2006; Sciandrello et al., 2004). 

 Mudanças no padrão de metilação das chamadas ilhas de CpG presentes 

nas regiões promotoras de genes humanos, podem resultar na inapropriada ativação 

ou silenciamento de genes envolvidos no processo neoplásico (Portela et al.,2010). 

A metilação dessas ilhas CpG está associada com o silenciamento da 

transcrição/expressão gênica, e a ausência de metilação é associada com a 

ativação desta (Choudhuri et al., 2010). 

O Mapeamento dos padrões de metilação do DNA entre genomas de células 

normais e de células cancerosas confirma que quase todos os tipos de câncer 

apresentam centenas de genes com o ganho ou a perda anormal de metilação em 

ilhas CpG (Gigek, et al.,2012). 

A hipometilação do DNA contribui para a instabilidade genômica e provoca a 

activação de regiões normalmente silenciadas, que podem incluir oncogenes. Por 

outro lado, a hipermetilação pode causar silenciamento aberrante de genes 

supressores de tumor, genes de reparo do DNA, genes de controle do ciclo celular, 

de apoptose, e de genes que impedem a ativação de vias de proliferação anormais 

(Choong e Tsafnat, 2012). Assim, a metilação do DNA anormal é considerada um 

processo alternativo aos eventos de mutação ou perda alélica, e amplificação gênica 

que podem causar alterações graves na função do gene (Deaton et al., 2011).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

Portanto, polimorfismos no gene MTHFR, podem alterar a regulação da 

expressão gênica, através da expressão gênica aberrante, e contribuir para o 

aumento da suscetibilidade ao desenvolvimento do câncer, como os de mama, 

gástrico, cabeça e pescoço, fígado, estômago colorretal, pulmão e leucemia linfoide 

(Saffroy, et al., 2005, HUANG et al., 2007; XU et al., 2007; LANGSENLEHNER et al., 

2003; YI et al., 2002). 
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Dois comuns SNPs no gene MTHFR têm sido relatados, uma transição C → T 

no nucleotídeo 677 do exon 4 e a  transversão A → C no éxon 7. Ambos são 

funcionais e resultam em atividade enzimática reduzida de MTHFR (Rozen, 1996; 

Gilbody et al., 2007). Esses polimorfismos têm sido associados com diversos tipos 

de câncer, que incluem os de mama, gástrico, cabeça e pescoço, fígado, estômago 

colorretal, pulmão e leucemia linfoide (Saffroy, et al., 2005).  

O SNP decorrente da transição C → T supracitada é uma variante funcional 

comum resulta em uma substituição de alanina (Ala) por valina (Val) no códon 222 

(Ala222Val – rs1801133), éxon 4, do gene MTHFR (Derwinger, et al., 2009). Este 

polimorfismo resulta em uma redução de atividade da enzima MTHFR em 35% para 

o genótipo heterozigoto CT e ainda mais para o homozigoto TT (Derwinger, et al., 

2009). 

Indivíduos portadores do genótipo homozigoto TT possuem apenas 25% da 

atividade de MTHFR, nível de folato reduzido e de homocisteína elevada no plasma. 

Este estado homozigótico pode assim conferir hipometilação global do DNA ao longo 

da vida do indivíduo, podendo acarretar no aumento da expressão de oncogenes e 

consequente indução do processo carcinogênico (Cui, et al., 2010; Zacho, et al., 

2011; Götze et al., 2007). 

Muitos autores examinaram a associação entre o polimorfismo Ala222Val, no 

gene MTHFR, com vários tipos de câncer (Jakubowska et al., 2006; Karagas et al., 

2005; Van Guelpen et al., 2006). Vários estudos, incluindo meta-análises, indicam 

que este polimorfismo pode modificar moderadamente a susceptibilidade a vários 

tipos de câncer (Hubner et al., 2007; Götze et al., 2007). 

Paz et al. (2002) estudaram a susceptibilidade interindividual aos processos 

de hipermetilação de ilhas CpGs e hipometilação global, que são observados 

simultaneamente nas células cancerosas. O estudo investigou vários polimorfismos, 

em genes chave, envolvidos no metabolismo de grupos metil com os canceres 

colorretal, de mama e de pulmão e encontraram uma associação positiva entre a 

metilação aberrante e o alelo variante T do gene MTHFR.   

Castro et al. (2004) investigaram o efeito do SNP Ala222Val sobre o estado 

de metilação do DNA. Os autores encontraram uma associação positiva entre o 

genótipo homozigoto variante TT e a diminuição do estado de metilação do DNA. Os 

autores sugeriram que o genótipo TT, concomitantemente com os níveis baixos 
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níveis de folato, pode ser um fator de risco potencial para doenças associadas com 

a hipometilação do DNA, como o câncer. 

A associação entre o SNP Ala222Val e suscetibilidade genética para o câncer 

gástrico e câncer colorretal tem sido amplamente avaliada em estudos recentes. Cui 

et al., (2010) relataram que genótipo homozigoto variante TT está associado com um 

aumento do risco de câncer gástrico. 

Diversos estudos têm avaliado a associação entre esse SNP e o câncer de 

cabeça e pescoço, em diferentes populações, embora nem todos os estudos 

apresentem as mesmas conclusões acerca desses genótipos (Weinstein et al., 

2002; Kureshi et al., 2004; Neumann et al., 2005; Vairaktaris et al., 2006; Reljic et al., 

2007; Suzuki et al., 2007; Solomon et al., 2008; Kruszyna et al., 2010). 

Um estudo caso-controle, em uma população croata, demonstrou que o 

genótipo TT diminui o risco de câncer de cabeça e pescoço (Reljic et al., 2007). Por 

outro lado, o estudo de Vairaktaris et al. (2006), realizado em indivíduos alemães e 

gregos, mostrou que o genótipo CT foi associado com um aumento de risco para 

esse tipo de câncer. O estudo de Solomon et al. (2008) avaliaram a presença do 

SNP Ala222Val em etilistas de diferentes graus, com o câncer oral e mostrou que o 

genótipo TT foi associado com o grupo de indivíduos etilistas crônicos importantes e 

com o grupo de indivíduos com hábito etilista moderado, em menor proporção. 

Assim, tendo como base dados da literatura mundial, o SNP Ala222Val 

parece estar relacionado à suscetibilidade ao câncer devido à diminuição da 

atividade da enzima MTHFR no metabolismo do folato que, como já citado, pode 

ocasionar no descontrole da expressão gênica, instabilidade genômica e 

consequente indução da carcinogênese (Rodrigues et al., 2010).  

A existência de dados contraditórios em relação ao SNP Ala222Val, reforça a 

necessidade de realização de estudos de associação adicionais que possam 

contribuir para elucidação dos reais efeitos deste SNP, na suscetibilidade genética 

ao câncer.     
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1.6.3 GENE EGFR  

 

O gene EGFR humano (do inglês epidermal growth factor receptor) está 

localizado no braço curto do cromossomo 7 posição 7p14 e 7p12 como mostrado na 

Figura 12, possui 28 éxons (Figura 13) e codifica uma glicoproteína de mesmo 

nome, com um peso molecular de 170 kDa, constituída de uma única cadeia 

proteica com 1186 aminoácidos (Davies et al, 1980).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A proteína EGFR também conhecida como Erb-B1 e HER-1, é um importante 

membro da família erb-B de receptores tirosina quinase do epitélio humano. É uma 

proteína de transmembrana com actividade de tirosina-quinase intrínseca, que 

contem três domínios funcionais: o domínio extracelular de ligação ao ligante, um 

seguimento transmembrânico hidrofóbico, e um domínio intracelular (citoplasmático) 

que possui um resíduo com atividade tirosina-quinase (Kallel et al., 2009; YK et al. 

2011). 

Além do EGFR, a família de receptores tirosina-quinase é constituída por 

mais outros três integrantes: erb-B2 (EGFR2 ou HER-2), erb-B3, e erb-B4. Todos 

estes receptores são homólogos no domínio tirosina quinase, mas diferem no 

domínio extracelular e na porção carbox-terminal (Schlessinger, 2000). Os EGFR e 

ERBB2 são os melhores caracterizados da família (YK et al., 2011). Quando o 

ligante se acopla a um desses receptores, ocorre dimerização deste. Esta pode 

Figura 12: Localização cromossômica do gene EGFR. (GeneCards, 2012) 
 

Figura 13: Representação do gene EGFR (NCBI, 2013). 
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ocorrer entre receptores iguais (homodímerização) ou entre receptores diferentes 

(heterodimerização), com consequente internalização do receptor (Tsao e Herbst, 

2003) (Figura 14). 

Estudos demonstraram que o erb-B2 é o parceiro preferencial de 

heterodimerização do EGFR em comparação com o resto dos membros da família 

erbB (Brandt et al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

São conhecidos seis ligantes diretos para o EGFR que incluem o EGF, o fator 

de crescimento transformante-α (TGF-α), anfiregulina (AR), betacelulina (BTC), 

epiregulina (EPR) e ligante de heparina (HB-EGF) (Brandt et al., 2006). Os ligantes 

EGF e TGF- α são os principais (Yarden e Sliwkowshi, 2001). A ligação desses 

ligantes ao domínio extracelular de EGFR promove a homo ou heterodimerização do 

receptor, levando a autofosforilação cruzada dos resíduos citoplasmáticos de tirosina 

quinase do domínio C-terminal. (Brandt et al., 2006; Herbst, 2004). Esses resíduos 

de tirosina fosforilados servem como sítios para moléculas adaptadoras e 

Figura 14: Mecanismo de ativação do receptor EGFR. Quando o ligante acopla ao receptor, ocorre 
a homo ou heterodimerização deste, levando a transdução do sinal via fosforilação de substratos 
intracelulares (Montenegro,2006). 
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sinalizadoras, responsáveis por iniciar uma série de cascatas de eventos 

intracelulares (Alberts et al., 1997).  

O receptor EGFR contribui diretamente para essas cascatas de sinalização 

que podem ocasionar múltiplos efeitos pró-carcinógenos incluindo a proliferação 

celular, a inibição de apoptose, adesão, invasão, sobrevivência celular, e 

angiogénese (Kallel et al., 2009; Poole et al, 2011). 

A cascata de transdução do sinal via ativação do EGFR é bastante complexa 

e envolve inúmeras vias de sinalização celular. Algumas vias que auxiliam na 

transmissão de sinais dos receptores tirosina quinase ao núcleo, já foram 

identificadas, sendo as principais: (a) via ras/raf/MAPK, (b) via quinase 

fosfatidilinositol-3 (PI3K) e (c) via jak/STAT(Alberts et al., 1997). (Sebastian et al., 

2006) (Figura 15). 

  

 

 

 

 

Figura 15: Transdução do sinal via EGFR, decorrente da fosforilação dos resíduos de tirosina 
quinase, induzida pela ligação do ligante (EGF), que leva ao desencadeamento das vias de 
transdução de sinal downstream jak/ STAT, PI3K e ras/raf/MAPK (Adaptado de Oldenhuis, 
2008)  
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A via ras/raf/MAPK, altamente conservada e é a melhor compreendida 

atualmente (Prenzel et al., 2001). A ativação desta via esta associada com a 

transcrição gênica e divisão celular, e sua atividade aberrante pode estar associada 

ao descontrole da proliferação celular observada no câncer (Prenzel et al., 2001; Pal 

e Pegram, 2005). A via quinase fosfatidilinositol-3 (PI3K), leva a ativação do fator de 

transcrição NF-κβ e parece estar envolvida na progressão do ciclo celular em alguns 

tipos de câncer (Pal e Pegram, 2005). E a via jak/STAT3, parece ser importante na 

proliferação e sobrevida celular observada no câncer. A ativação da via da proteína 

STAT3 parece estar envolvida na resistência de células tumorais a agentes 

citotóxicos (Pal e Pegram, 2005). 

Na maioria dos tipos celulares, EGFR é encontrado em quantidades que 

variam de 2 x 104 a 2 x 105 receptores por célula.  A superexpressão de EGFR (> 106 

receptores por célula) tem sido descrita para vários tipos de câncer e é geralmente 

associada com mau prognóstico (Brandt et al., 2006; Lee, et al., 2011). Essa 

superexpressão foi detectada em tumores de mama, gástrico, de ovário, próstata, 

pâncreas, pulmão, cabeça e pescoço e rim, o que o torna um excelente alvo de 

estudo (Grandis e Sok, 2004; Hong et al., 2009; Poole et al., 2011; Holbrook et al., 

2011).  

Diversos estudos relataram uma correlação positiva entre quantidades 

aumentadas do receptor com a baixa sobrevida de indivíduos com câncer, não 

resposta à quimioterapia, e insucesso na terapia endócrina no câncer de mama 

(Brandt et al., 2006; Lee, et al.,2011). 

Vários polimorfismos no gene EGFR foram documentados nos bancos de 

dados públicos, embora os efeitos funcionais desses polimorfismos ainda não estão 

totalmente esclarecidos (Hong et al., 2009). Quatro variantes polimórficas funcionais 

de EGFR têm sido associadas com sua regulação: o polimorfismo (CA)n repetitivo 

no intron 1,  o SNP Arg521Lys no éxon 13 e os SNPs,  -216 G> T e -191C> A, 

localizados na região promotora do gene (Dahan et al., 2011).  

A correlação entre os polimorfismos do gene EGFR e o risco de câncer e a 

resposta terapêutica, tem sido amplamente estudada (Zhou et al., 2009). A variante 

polimórfica Arg521Lys (também conhecida como R521K, Arg497Lys e R497K), 

rs2227983, é um polimorfismo chave dentro da via de sinalização do EGFR e é 

resultante de uma transição de G → A, que conduz a uma substituição do 
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aminoácido arginina (Arg) por lisina (Lys) no codon 521 do domínio extracelular do 

subdomínio IV de EGFR (Páez, et al., 2001; Gao et al., 2008). 

Em um estudo com câncer coloretal, Wei-Shu et al. (2007) concluíram que o 

polimorfismo Arg521Lys , por provocar a redução da atividade enzimática de EGFR 

e consequente diminuição da regulação downstream de genes-alvo, pode ser um 

fator chave para a redução da recorrência de tumor e aumento da sobrevida de 

pacientes com estágio tumoral ll / lll de carcinoma colorretal, que receberam a 

cirurgia curativa. 

O estudo de Kallel et al. (2009) avaliou associação do polimorfismo 

Arg521Lys com o risco e prognostico do câncer de mama. Em seus resultados, não 

foi encontrada associação com o risco a esta neoplasia, entretanto, o alelo variante 

A foi associado significativamente com a diminuição de metástase linfonodal e a 

uma boa diferenciação histológica. 

Bandrés et al. (2006), demonstraram que pacientes com câncer de cabeça e 

pescoço portadores do genótipo homozigoto selvagem GG, apresentaram o maior 

risco de mortalidade doença-específica. Além disso, nenhum dos pacientes com o 

genótipo homozigoto polimórfico AA, morreram durante o período de 

acompanhamento do estudo, sugerindo que o genótipo homozigoto polimórfico AA 

pode ser um fator de proteção relacionado a mortalidade doença-específica. 

O estudo realizado por Xie et al. (2012), avaliou a associação de 

polimorfismos chave envolvidos na via JAK/STAT e suscetibilidade ao carcinoma 

hepatocelular, seus resultados mostraram que a combinação dos genótipos 

polimórficos AG+GG, do SNP Arg521Lys, está associada à redução do risco deste 

tipo de câncer em mulheres.  

Um estudo in vitro mostrou que indivíduos portadores da variante EGFR 521A 

possuem funções atenuadas de ligação aos ligantes, estimulação do crescimento, 

ativação de tirosina-quinase e de indução dos proto-oncogenes myc, fos, e jun, 

comparados indivíduos com o tipo selvagem (EGFR 497R) (Gao et al., 2008). 

 

 

1.7 CONTROLE GENÔMICO DA ANCESTRALIDADE  

A identificação de genes e de suas formas alternativas pode ser muito útil no 

estabelecimento de políticas de saúde publica e no desenho e interpretação de 

ensaios clínicos. Entretanto, deve-se considerar vários parâmetros antes do seu 
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estabelecimento, entre os quais citamos a formação e ou constituição étnica de uma 

população pode influenciar na identificação de genes alvos. Portanto, existência de 

diferenças interétnicas em relação à variabilidade encontrada em genes envolvidos 

na suscetibilidade ao câncer, pode ser um fator importante para a interpretação 

errônea dos resultados. Em investigações do tipo caso/controle, os resultados 

podem ser mal interpretados em função da existência de uma estratificação 

populacional, não identificada, entre os dois grupos investigados. Este fato é 

particularmente importante quando as investigações são realizadas em populações 

miscigenadas, como é o caso da população brasileira (Santos et.al., 2010). Desta 

maneira, há de se ter precaução com o uso de populações miscigenadas em 

estudos de associação a doenças genéticas, como por exemplo, o câncer. 

Cada população tem um histórico genético e social único, com seu padrão de 

migração, reprodução, eventos de expansão e redução populacional, o que confere 

diferenças nas frequências alélicas para polimorfismos genéticos 

independentemente de qualquer doença, sendo resultado apenas da mistura de 

seus ancestrais. Quase todas as populações apresentam mistura genética e o 

grande desafio se faz em evitar conclusões errôneas, em função da 

subestruturação, em estudos de associação genética (Cardon e Palmer, 2003; 

Freedman et al., 2004). 

Desta maneira é importante empregar tecnologias capazes de realizar o 

controle genômico em investigações do tipo caso/controle, como o presente estudo, 

por meio da quantificação individual da proporção de mistura entre as populações 

ancestrais, e desta forma, corrigir o provável efeito do subestruturamento 

populacional na amostra investigada. 

Diversas publicações (Hoggart et al., 2003; Montana e Pritchard, 2000; 

McKeigue, 2005, Santos et al., 2009) já demonstraram que encontram-se 

disponíveis várias metodologias que permitem mensurar com precisão a proporção 

de mistura individual e, por conseguinte, contornar a questão da subestruturação 

populacional nos diversos experimentos do tipo caso-controle. O princípio geral que 

rege essas análises é que se as subpopulações ancestrais que formaram a 

população total são conhecidas; se as frequências alélicas dentro de cada uma 

subpopulação são conhecidas, dentre um painel de loci marcadores de 

ancestralidade, então a proporção de mistura de cada indivíduo pode ser mensurada 

a partir dos genótipos apresentados (Elston, 1971; Chakraborty, 1975).  



30 

 

Desse modo, com uma amostra de indivíduos genotipados para vários loci de 

marcadores de ancestralidade é possível estimar a proporção de mistura de cada 

indivíduo e com isso evitar os efeitos da associação decorrente de subestruturação 

populacional, ao mesmo tempo em que permite obter-se uma estimativa muito mais 

acurada do processo de miscigenação que ocorreu naquela população sobre 

investigação. 

Uma ferramenta importante que pode ser empregada para tais fins, são os 

Marcadores Informativos de Ancestralidade (MIAs), marcadores em que a frequência 

dos alelos varia grandemente entre populações de diferentes regiões geográficas, 

também chamados de “marcadores população-específicos” (Parra et al., 2003;  

Santos et al., 2010). 

Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um painel de 48 MIA’s 

do tipo Inserção-Deleção (INDEL), capaz de estimar a mistura de Africanos, 

Europeus e Indígenas de forma individual e global (Santos et al., 2010). Este painel 

foi utilizado no presente estudo como ferramenta de controle genômico, a fim de 

minimizar a ocorrência de resultados e/ou interpretações espúrias. 
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2 APLICABILIDADE DO ESTUDO 

 

 Importantes avanços foram e terem sido realizados no combate ao câncer, 

no entanto, ainda há necessidade de maior conhecimento sobre sua etiologia e seus 

fatores de risco. Assim, torna-se essencial a criação e o aprimoramento de 

ferramentas de estudo que auxiliem no desenvolvimento dessas áreas. 

A identificação molecular de mutações e polimorfismos genéticos é hoje uma 

ferramenta de estudo valiosa. Polimorfismos do tipo SNP, que apontam o maior risco 

de desenvolvimento do câncer, foram identificados com sucesso em diversas 

neoplasias. 

A aplicação desses SNPs pode ajudar esclarecer aspéctos etiológicos e de 

progressão do câncer, bem como ajudar a prever a probabilidade de um indivíduo 

desenvolver a doença no futuro ou passá-lo para a próxima geração. Assim, pode-se 

ter a opção da realização de exames preventivos que poderam indicar o risco 

relativo para o desenvolvimento do câncer. Consequentimente abre pespectivas de 

conduta em relação à exposição a fatores de risco específicos, mudanças de estilo 

de vida, diminuiçao do risco adicional ou utilização de medicação preventiva, se 

disponível. Em outras palavras, pessoas com uma predisposição genética a 

desenvolver câncer poderão ter a oportunidade de reduzir esse risco. 

A utilização de SNPs como marcadores genéticos traduz-se para a saúde 

pública como possibilidade de caracterização da suscetibilidade individual ao câncer, 

podendo proporcionar novas perspectivas para o esclarecimento etiológico, 

prevenção e diagnóstico precoce, bem como para o aconselhamento genético e 

desenvolvimento de novas terapias gênicas, reduzindo custos com tratamentos e 

internações.  

Considerando o importante papel dos genes XRCC1, MTHFR e EGFR em 

diversas vias pro-carcinogênicas, faz-se necessária a investigação de polimorfismos 

que possam alterar a integridade dessas vias e que, no futuro, possam ser utilizados 

como marcadores genéticos do câncer.  
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3 OBJETIVOS  

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar a associação entre os SNP’s Arg194Trp e Ala222Val e Arg521Lys 

nos genes XRCC1, MTHFR e EGFR, respectivamente, com a susceptibilidade a 

duas formas diferentes de câncer (mama e gástrico), em um estudo caso-controle 

realizado no estado do Pará.  

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar as frequências alélicas e genotípicas dos SNPs Arg194Trp 

(XRCC1) e Ala222Val (MTHFR) e Arg521Lys (EGFR) nos pacientes com 

câncer de mama ou gástrico e amostra controle de Belém, Pará; 

 Identificar possíveis associações entre os polimorfismos analisados e o risco 

de desenvolvimento do câncer de mama e gástrico na população de Belém, 

Pará; 

 Utilizar os 48 MIA’s do tipo INDEL como método de controle genômico para 

de estimar mistura interétnica individual entre casos e controles; 

 Auxiliar a criação de um painel de marcadores genéticos que poderão ser 

utilizados como ferramenta de auxílio para a determinação do risco de câncer, 

podendo auxiliar na melhoria da qualidade de vida dos pacientes, além de 

contribuir para o melhor entendimento do caráter multifatorial da doença. 
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4 CAPÍTULO I: Single Nucleotide Polymorphisms of XRCC1, MTHFR and EGFR 

genes and the susceptibility to breast and gastric cancer in Brazilian Northern 

patients. 
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Abstract  
 

Background: Considering the importance of Arg194Trp (XRCC1), Ala222Val 
(MTHFR) and Arg521Lys (EGFR) polymorphisms in different pathways related to 
cancer predisposition, in the present study we investigated the association of these 
polymorphisms with the susceptibility to develop gastric and breast cancers, the two 
most frequent cancers in Brazil. The Brazilian population is one of the most 
heterogeneous populations in the world. In order to avoid spurious interpretations 
resulting from the population substructure, the ancestry genomic control of case and 
control samples was carried. Methods: The patients group was constituted of 136 
diagnosed cases of breast (74) and gastric (64) tumors. The controls group was 
constituted of 127 healthy subjects of investigated population. Arg194Trp, Ala222Val 
and Arg521Lys polymorphisms were genotyped using TaqMan SNP Genotyping 
Assays. For the estimation of individual ancestry proportions we used STRUCTURE 
v.2.2 software. All other statistical analyses were carried out using the statistics 
program PASW Statistics v.18. Results: In this study, we did not found any association 
between Arg194Trp and Ala222Val polymorphisms and gastric and breast cancer 
susceptibility (P > 0.05). Regards to Arg521Lys polymorphism, our results suggest a 
positive trend toward cancer susceptibility in the univariate analysis (P = 0.037), 
however in a second analysis, in a multi-variant model taking into account the ancestry 
background (European and African), this result proved to be spurious (p=0.064). 
Ancestry analysis suggest that african contribution has a strong association with cancer 
susceptibility (P = 0.010; OR = 76.723; CI 95% = 2.805 – 2098.230) whereas for 
european contribution we found a protective effect against gastric and breast cancer (P 
= 0.024; OR = 0.071; CI 95% = 0.007 – 0.703). Conclusions In conclusion our study 
presents evidence that the African and European genomic ancestries are important 
factors related to susceptibility to gastric and breast cancers. Regards to Arg521Lys 
polymorphism, follow-up studies on a larger dataset will be needed to confirm whether 
the association is indeed spurious.  
 

Keywords: XRCC1, MTHFR, EGFR, polymorphisms, susceptibility, cancers, ancestry 
 

Background  
 
The X-ray repair cross-complementing group 1 (XRCC1) gene, located on 
chromosome 19 (19q13.2), encodes a crucial scaffold protein that is closely 
associated with the base excision repair (BER) pathway [1]. Single-nucleotide 
polymorphisms (SNPs) in DNA repair genes have been described to impair their 
repair capacity increasing the risk of cancer development [2]. One of the most 
extensively studied SNPs is Arg194Trp on exon 6, arising from a single 
nucleotide change C → T in codon 194 in XRCC1 gene [3]. 
Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene is located at chromosome 
1 (1p36.3) [4], catalyses the conversion of 5,10-methylenetetrahydrofolate to 5-
methyltetrahydrofolate, which provides a methyl group to convert homocysteine 
to methionine. This step is important for DNA synthesis and gene regulation 
through the methylation process and on the availability of uridylates and 
thymidylates for DNA synthesis and repair, making MTHFR an attractive 
candidate for cancer predisposing gene [5]. SNP Ala222Val is a functional 
variant resulting from a single nucleotide change C → T in codon 22 of the exon 
4 on MTHFR gene [6]. The epidermal growth factor receptor (EGFR), also 
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known as ERBB1 and HER-1, is a member of the human epithelial receptor 
tyrosine kinase family, encoded by a gene located in the chromosome 7 
(7p12.1–12.3) [7].  
The EGFR molecule is a type I transmembrane glycoprotein with intrinsic 
tyrosine kinase activity that contributes to signaling cascades with multiple 
procarcinogenic effects including cellular proliferation, inhibition of apoptosis, 
angiogenesis and invasion [7-9]. The polymorphic variant Arg521Lys is one of 
the key polymorphisms within the EGFR signaling pathway and is arising from a 
single nucleotide change G → A in codon 497 in the extracellular domain within 
subdomain IV of EGFR [10,11].  
Considering the importance of Arg194Trp (XRCC1), Ala222Val (MTHFR) and 
Arg521Lys (EGFR) polymorphisms in different pathways related to cancer 
predisposition[12-14], in the present study we investigated the association of 
these polymorphisms with the susceptibility to develop gastric and breast 
cancers, the two most frequent cancers in Brazil. The Brazilian population is 
one of the most heterogeneous population in the world. In order to avoid 
spurious interpretations resulting from the population substructure, the ancestry 
genomic control of case and control samples was carried. 
 
 

Methods 
 
Subjects 
A local ethical committee approved this study. Briefly, blood samples were 
obtained from all subjects after their proper consent as recommended by the 
ethical committee. A total of 136 patients with cancer (73 breast cancer and 63 
gastric cancer - case) and 127 healthy subjects (controls) were included in the 
present study. Tumor samples were collected in different hospitals in the North 
of Brazil. 
DNA extraction and genotyping 
Genomic DNA was extracted from leukocytes using a phenol-chloroform 
procedure [15]. The DNA concentration was determined by Spectrophotometry 
(Themo Scientific NanoDrop 100, NanoDrop Technologies, Wilmington, US). 
The Arg194Trp (XRCC1), Ala222Val (MTHFR) e Arg521Lys (EGFR) 
polymorphisms were genotyped using TaqMan® SNP Genotyping Assays 
(Applied Biosystems, Foster, USA).  
Individual interethnic admixture Markers  
 A panel of 48 ancestry informative markers (IAMs) was used to estimate the 
individual interethnic admixture, as previously described [16]. 
Statistical Analyses 
For the estimation of individual ancestry proportions we used STRUCTURE 
v.2.2 software [17]. All other statistical analyses were carried out using the 
statistics program PASW Statistics v.18. Group comparisons for categorical 
variables were performed using the χ2 test, while Student's t and Mann-Whitney 
tests were used for the analysis of continuous variables. Multiple logistic 
regression analyses were carried out to estimate OR and 95% confidence 
intervals (CI). In these analyses, the covariant genetic ancestry considered as 
potential confounders was carefully analyzed. A significance level of 5% was 
set in all analyses.  
 



37 

 

Results 
 
Individual admixture is illustrate on figure 1. Based on these numbers we 
determined the mean value of ancestry in cancer and healthy subjects (Table 
1). The results revealed a significance difference between case and control 
groups. African contribution was more prevalent in the case group (p < 0.001), 
whereas european contribution was more frequent in control group (p < 0.001). 
No statistical difference was found for Native American populations. 
Genotype distribution of Arg194Trp (XRCC1), Ala222Val (MTHFR) and 
Arg521Lys (EGFR) of cancer (case) and healthy (controls) subjects is described 
in Table 2. The genotype frequencies are in Hardy-Weinberg equilibrium (P > 
0.05). The analyses were carried out by logistic regression with and without 
ancestral adjustment. In this study, we did not found any association between 
Arg194Trp and Ala222Val polymorphisms and gastric and breast cancer 
susceptibility (P > 0.05), with or without ancestry adjustment. Regards to 
Arg521Lys polymorphism, our results suggest a positive trend toward cancer 
susceptibility in the univariate analysis (P = 0.037), however in a second 
analysis, in a multi-variant model taking into account the ancestry background 
(European and African), no significance was observed (P = 0.064) (Table 3). 
Ancestry analysis suggest that african contribution has a strong association with 
cancer susceptibility (P = 0.010; OR = 76.723; CI 95% = 2.805 – 2098.230) 
whereas for european contribution we found a protective effect against gastric 
and breast cancer (P = 0.024; OR = 0.071; CI 95% = 0.007 – 0.703) (Table 3). 
 

Discussion 
 
Cancer is the leading cause of death worldwide and accounted for 7.6 million 
deaths (around 13% of all deaths) in 2008 and is projected to continue to rise to 
over 13 million in 2030. Among all cancer types, gastric cancer (736.000 
deaths) and breast cancer (458.000 deaths) are one of the deadliest worldwide 
[18]. These types of cancers have a high incidence in the North of Brazil, where 
breast cancer is the second most common type of cancer in woman, whereas 
gastric cancer is the second in man and the forth in woman, being a public 
health problem in this area [19]. Despite of the increasing number of studies on 
those two type of cancer, studies on susceptibility are still needed. 
In our study, we analysed Arg194Trp (XRCC1), Ala222Val (MTHFR) and 
Arg521Lys (EGFR) polymorphisms in case and control groups. Arg194Trp and 
Ala222Val did not show any correlation to the susceptibility of gastric and breast 
cancer (p>0.05). These results corroborates with several studies worldwide [20-
28], however some other studies showed a positive correlation between these 
polymorphism and cancer risk [12, 13, 29-36]. 
Regards to Arg521Lys polymorphism, our results suggest a positive association 
with gastric and breast cancer susceptibility in the univariate analysis (P = 
0.037), however in a second analysis, in a multi-variant model taking into 
account the ancestry background (European and African), this result proved to 
be spurious (P=0.064). Kittles et al (2002) found a similar effect of population 
substructure among african american for prostate cancer [37]. The genomic 
control by ancestry is able to correct distortions in the analysis of association as 
evidenced in other works [38-42]. It is clear the important role of control 
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genomic ancestry in association studies especially in populations with a high 
degree of mixing between ethnic groups, such as the Brazilian population. 
Our results revealed an interesting fact that, Arg194Trp (XRCC1), Ala222Val 
(MTHFR) and Arg521Lys (EGFR) polymorphisms did not correlates with gastric 
and breast cancer susceptibility, however a significant risk is associated with 
African ancestry (P = 0,010; OR = 76.723; CI 95% = 2.805 – 2098.230) and a 
protective effect associated with European ancestry (P = 0.024; OR = 0.071; CI 
95% = 0.007 – 0.703) were observed. This result reveals that the investigated 
tumor types are more common in individuals of African ancestry and less 
common in individuals with european ancestry. 
A classic example of the effect of ancestry for cancer is skin cancer, being more 
frequently in populations of European origin [43,44]. There are wide variations 
worldwide in the incidence of gastrointestinal cancers; one example is the 
countries of South Asia with one of the lowest rates of colorectal cancer and 
higher overall rates of gallbladder cancer [45]. 
Several studies have revealed the role of genomic ancestry as a risk factor 
associated with different cancers [46-50]. A meta-analysis published by Ali et al. 
(2012) found strong evidence that specific types of tumors are more prevalent in 
certain ethnic groups [51]. Our findings support the hypothesis of Coupland et 
al. (2012) and Ali et al. (2012) that gastric cancer is present in higher 
prevalence in subjects with African ancestry [51,52]. 
The relationship between breast cancer and ancestry is clearly documented [21, 
53, 54]. Genome-wide association studies (GWAS) reported specific markers of 
susceptibility to breast cancer with african ancestry, thus corroborating the 
hypothesis that this would have an effect on breast cancer susceptibility [55, 
56,57]. 
 

Conclusions  
 
In conclusion our study presents evidence that the African and European 
genomic ancestries are important factors related to susceptibility to gastric and 
breast cancers. Regards to Arg521Lys polymorphism, follow-up studies on a 
larger dataset will be needed to confirm whether the association is indeed 
spurious; however, these results reveal the potential for confounding of 
association studies in populations with high level of stratification such as the 
Brazilian population and the need for study designs that take into account 
substructure caused by differences in ancestral proportions between cases and 
controls. 
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Figures 
 

 
Figure 1 - Genetic Ancestry of cancer and control groups.  
Genetic ancestral composition of 136 patients with gastric and breast cancer    
(Block 4) and 127 controls (Block 5). Each individual ancestry is depicted as a 
column, whereas color represents the proportion of ancestry estimated for that 
individual (African, red; European, green; Native American [NA], blue). Blocks 1, 
2 and 3 represent the ancestral populations previously investigated (1 = African, 
2 = European, 3 = [NA]) (Santos et al., 2009). Genetic ancestry was estimated 
using STRUCTURE. 
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Tables 
 
Table 1: Averages of ancestries between Cases and Controls  

Ancestry Cases Controls P value 

African ancestry 0.26±0.11 0.20±0.08 <0.001 

European ancestry 0.44±0.13 0.52±0.13 <0.001 

Native American 0.29±0.12 0.28±0.11 0.170 

 
 
Table 2: Distribution of the genotypic frequencies of XRCC1 (Arg194Trp), MTHFR 
(Ala677TVal) and EGFR (Arg521Lys) variants between Cases and Controls 

SNPs genotype Cases N (%) Controls N (%) 

 

P value Adjusted P* 

XRCC1 

(Arg194Trp) 

    

CC 122 (83.0) 98 (77.2)   

CT 24 (17.0) 26 (20.5)   

TT 0 3 (2.4)   

Total 136 127 0.241 0.126 

     

MTHFR 

(Ala677TVal) 

    

CC 56 (40.9) 56 (44.1)   

CT 72 (53.3) 57 (44.9)   

TT 8 (5.8) 14 (11.0)   

Total 136 127 0.134 0.053 

     

EGFR (Arg521Lys)     

GG 83 (61.0) 67 (56.8)   

AG 49 (36.0) 48 (37.8)   

AA 4 (2.9) 12 (9.4)   

Total 136 127    0.037** 0.064 

*: Logistic regression model adjusted by eupopean and african ancestry. 
**: OR= 3,21 (CI=1.064 – 9.704). 
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Table 3: Logistic regression analysis between Cases and Controls. 

β, Estimated coefficient; CI, confidence interval; df, the degrees of freedom, OR, 
odds ratio ; SE standard error. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         Variable Β S.E Wald Df P  OR (95%CI) 

African ancestry 4.340 1.688 6.610     1 0.010 76.723 (2.805 – 2098.230) 

European 
ancestry 

2.647 1.171 5.112     1 0.024 0.071 (0.007 – 0.703) 

EGRF 
(Arg521Lys) 

1.146 0.618 3.434     1 0.064 0.318 (0.095 – 1.068) 
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5 DISCUSSÃO 

 

Nesse estudo, foram analisados os polimorfismos Arg194Trp (XRCC1), 

Ala222Val (MTHFR) e Arg521Lys (EGFR).  

Em relação ao polimorfismo Arg194Trp, não foram observadas 

diferenças estatisticamente significativas entre os genótipos dos dois grupos 

investigados, com e sem ajuste pela variável ancestralidade, que pudessem 

associar este SNP com a susceptibilidade aos cânceres gástrico e mamário 

(P>0,05). Nossos resultados corroboram com diversos e recentes estudos da 

literatura mundial (Romanowicz-Makowska et al., 2007; Huang et al 2009; Li et 

al., 2009; Falagan-lotsch et al., 2009; Xue et al 2011). 

Uma metanálise desenvolvida por Xue e colaboradores (2011), 

investigou os SNPs Arg194Trp, Arg280His e Arg399Gln nos gene XRCC1 

como candidatos à susceptibilidade ao câncer gástrico. Seus resultados 

revelaram não haver nenhuma associação entre os SNPs investigados e o 

câncer gástrico, corroborando com os resultados obtidos no presente estudo. 

Na metanálise realizada por Huang et al (2009) também não foi encontrada 

associação significativa do SNP Arg194Trp com a suscetibilidade ao câncer de 

mama.  

Entretanto, outros estudos demonstraram uma associação positiva deste 

SNP com a suscetibilidade às neoplasias gástrica e mamária. (Chen et al., 

2012; Pan et al., 2012; Wen et al., 2012; Przybylowska-Sygut et al., 2013). 

Com relação ao polimorfismo Ala222Val no gene MTHFR, também não 

foi encontrada associação significativa com a suscetibilidade aos cânceres 

gástrico e mamário, com e sem ajuste pela variável ancestralidade (P > 0,05). 

Este resultado corrobora com diversos estudos da literatura (Zúñiga-Noriega et 

al., 2007; Vaĭner et al., 2010; Batschauer et al., 2011; Prasad et al., 2012).  

O estudo de Prasad et al. (2012) investigou  a associação  do  SNP 

Ala222Val com vários tipos de câncer, incluindo o câncer de mama. Seus 

resultados concordam com o do presente estudo de que este SNP não está 

relacionado à suscetibilidade ao câncer de mama. Os resultados do estudo de 

Zúñiga-Noriega et al. (2007), com câncer gástrico, também corroboram com os 

nossos. 
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 Contrariamente, outros trabalhos encontraram associação positiva 

desse polimorfismo com risco de desenvolvimento das neoplasias gástrica e 

mamária. (Zang et al., 2010; Saberi et al., 2012; Dong et al., 2012; Yu., et al., 

2012; De Cassia et al., 2012; Diakite et al., 2012; Hosseini et al., 2011). 

Dados contraditórios nos estudos de associação podem ser resultados 

de diversos fatores dentre os quais podem ser citados a etnicidade, diferentes 

padrões de exposição à carcinógenos, combinações de variantes de 

susceptibilidade ou o número de pacientes investigados (Batar et al., 2008). 

Para o polimorfismo Arg521Lys, nossos resultados evidenciaram, em um 

primeiro momento, um efeito significativo (P = 0.037) para associação com as 

neoplasias gástrica e mamária. Contudo, após a realização do controle 

genômico pelas ancestralidades africana e europeia, este resultado se revelou 

espúrio (P = 0.064). 

O trabalho de Kittles 2002, com câncer de próstata, evidenciou um efeito 

similar da subestruturação populacional entre negros americanos. A 

metodologia de controle genômico é capaz de corrigir distorções na analise de 

associação como evidenciado em outros trabalhos (Kang et al., 2009; Bryc et 

al., 2010; Qin et al., 2010; Wang et al., 2011; Shriner et al., 2011). Logo, fica 

claro o importante papel do controle genômico da ancestralidade em estudos 

de associação principalmente em populações com elevado grau de mistura 

interétnica, como a população Brasileira. 

Em relação às ancestralidades, nossos resultados evidenciaram 

associação significativa para a susceptibilidade às neoplasias gástrica e 

mamária onde um efeito de risco para indivíduos como maior contribuição 

africana (P = 0,010; OR = 76.723; CI 95% = 2.805 – 2098.230) e um efeito de 

proteção para indivíduos com uma maior contribuição europeia (P = 0.024; OR 

= 0.071; CI 95% = 0.007 – 0.703) foi encontrado. Estes resultados revelam que 

os tipos tumorais investigados são mais frequentes em indivíduos de 

ancestralidade africana e menos comuns em indivíduos de ascendência 

europeia. 

Um exemplo clássico do efeito da ancestralidade para o 

desenvolvimento de neoplasias é o câncer de pele, o qual é mais frequente em 

populações de origem europeia (Boyle et al., 2004; Luiz et al., 2012). Há 

grandes variações na incidência internacional de cânceres gastrointestinais 
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como, por exemplo, os países do sul da Ásia com uma das mais baixas taxas 

de câncer colorretal e taxas globais mais altas de câncer de vesícula biliar 

(Ferlay et al., 2010). 

Diversos estudos têm revelado o papel da ancestralidade genômica 

como um fator de risco associado a diferentes neoplasias (Hamajima et al., 

2002; Dandara 2005; Kiyhara 2006; Kupfer 2010; Pereira 2012;). A meta-

analise desenvolvida por Ali et al., 2012 verificou uma forte evidencia de que 

alguns tipos específicos de tumores apresentam maior prevalência em 

determinados grupos étnicos. Nossos achados reforçam a hipótese de 

Coupland et al (2012) e Ali et al (2012) de que o câncer gástrico se apresenta 

em maior prevalência em populações com maior contribuição africana.  

A relação entre o câncer de mama e a ancestralidade é claramente 

documentada (Huang et al., 2009; Li et al., 2009; Wray CJ et al., 2013).  

Estudos de associação genômica ampla (GWAS) relacionaram marcadores 

específicos de susceptibilidade ao câncer de mama com a ancestralidade 

africana, desta forma corroborando com a hipótese de que esta ancestria 

possui um efeito de risco para câncer de mama (Zheng et al.,2013; Song, et al., 

2013 Palmer JR, et al., 2013). 

Nossos resultados se revelaram interessantes, visto que os 

polimorfismos Arg194Trp (XRCC1), Ala222Val (MTHFR) e Arg521Lys (EGFR) 

demonstraram ausência de significância para susceptibilidade aos cânceres 

gástrico e mamário e, inesperadamente, uma associação significativa das 

ancestralidades africana e europeia com a suscetibilidade aos tipos tumorais 

investigados.   
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6 CONCLUSÃO 

 

Em conclusão nosso trabalho apresenta evidências de que as 

ancestralidades genômicas africana e europeia são importantes fatores 

relacionados a susceptibilidade  aos cânceres gástrico e mamário. Em relação 

ao polimorfismo Arg521Lys, estudos adicionais serão necessários para 

confirmar se a associação com a suscetibilidade ao câncer é realmente falsa, 

no entanto, nossos resultados revelam o potencial de confusão em estudos de 

associação, principalmente em populações com elevado nível de mistura 

interétnica como a população brasileira, e a necessidade de desenhos de 

estudo que levam em consideração a subestruturação populacional. 
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