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RESUMO 

 

ARAUJO, M. I. F. Estudo de associação dos SNPs nos Genes: MUC1, COX-2 e TNF-α e a 

susceptibilidade ao desenvolvimento da carcinogênese mamária em mulheres no estado da 

Paraíba. 2019. 60p. Dissertação. (Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular) – UFPB/CCEN/ 

João Pessoa -PB 

O câncer de mama (CM) é considerado uma neoplasia multifatorial, relacionado com fatores genéticos, 

epigenéticos e ambientais. A presença de polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) contribui para o 

risco de desenvolvimento de doenças, dentre as quais o carcinoma mamário. O objetivo deste estudo foi 

realizar a genotipagem dos SNPs nos genes MUC-1 (rs4072037), COX-2 (rs533479217) e TNF-α 

(rs1800629), em 100 amostras de tecido parafinado de pacientes com diagnóstico histopatológico de 

CM. Os resultados foram obtidos pelo método Dideoxy Unique Allele Specific - PCR (DSASP). Todos 

os SNPs estudados sugeriram uma possível associação com à suscetibilidade do desenvolvimento de 

CM. A ferramenta estatística R (R Core Team, 2016) foi utilizada para as análises estatísticas e aplicação 

do teste Qui-quadrado e Exato de Fisher. Os SNPs rs4072037, rs533479217 e rs1800629 apresentaram 

uma associação significativa com o CM nas amostras analisadas (p˂0,005). Os resultados sugerem uma 

possível associação dos SNPs dos genes MUC-1, COX-2 e TNF-α quanto à suscetibilidade ao 

desenvolvimento de CM e podem ser considerados possíveis marcadores moleculares do CM. 

Palavras-chave: Polimorfismo. Carcinoma mamário. DSASP. Marcador tumoral.  
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ABSTRACT 

 

ARAUJO, M. I. F. Study of association of SNPs in genes: MUC1, COX-2 and TNF-α and the 

susceptibility to the development of mammary carcinogenesis in women in the state of Paraíba. 

2019. 60p. Dissertation. (Post-Graduation in Cell and Molecular Biology) - UFPB / CCEN / João Pessoa 

-PB 

Breast cancer (CM) is considered a multifactorial neoplasm, related to genetic, epigenetic and 

environmental factors. The presence of single nucleotide polymorphism (PNS) contributes to the risk of 

developing diseases, including breast carcinoma. The purpose of this study was to genotyping SNPs in 

the MUC-1 (rs4072037), COX-2 (rs533479217) and TNF-α (rs1800629) genes in 100 paraffin tissue 

samples from patients with histopathological diagnosis of CM. The results were obtained by the Dideoxy 

Unique Allele Specific - PCR (DSASP) method. All SNPs studied suggested a possible association with 

susceptibility to CM development. The R statistical tool (R Core Team, 2016) was used for statistical 

analysis and application of Chi-square and Fisher's Exact test. SNPs rs4072037, rs533479217 and 

rs1800629 showed a significant association with CM in the analyzed samples (p˂0.005). The results 

suggest a possible association of MUC-1, COX-2 and TNF-α SNPs with susceptibility to CM 

development and may be considered possible molecular markers of CM. 

Keywords: Polymorphism. Breast carcinoma. DSASP. Tumor marker.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

1.1 CÂNCER 

 

O processo cancerígeno é decorrente de falhas em sinais que controlam o crescimento, 

inibição e morte celular, mecanismos que, muitas vezes, são consequência de danos ao material 

genético (DAWSON, 2017). Erros no sistema de reparo no ácido desoxirribonucleico (DNA) 

ou durante sua replicação, assim como exposição a substâncias encontradas no meio ambiente, 

proporcionam mutações em genes e consequentemente o desenvolvimento do câncer 

(GERSTUNG et al., 2011). 

Mutações que ocorrem, em sua maioria, nas células somáticas, essas adquirem uma 

capacidade regenerativa substancial ao longo da vida, corrompendo mecanismos responsáveis 

por suprimir alterações na proliferação, sobrevivência e migração celular, induzindo assim, a 

formação de clones mutados (MARTINCORENA; CAMPBELL, 2015).  

Mudanças hereditárias reguladas por alterações epigenéticas também podem ser críticas 

para o desenvolvimento do câncer (BAYLIN; JONES, 2016), e são caracterizadas por não 

alterar a sequência de nucleotídeos. Contudo, promovem metilações anormais no DNA, 

modificações nas histonas e transformações na composição e/ou organização da cromatina; tais 

fenótipos genéticos persistem durante as meioses e podem ser transmitidos às células 

descendentes (JONES; ISSA; BAYLIN, 2016; PORTELA; ESTELLER, 2010). 

Os fatores exógenos, incluindo produtos químicos com propriedades carcinogênicas, luz 

ultravioleta (UV) e radiação ionizante, agem no citoplasma e núcleo celular, facilitando o 

surgimento de mutações genéticas (FRIEDBERG et al., 2005; POON et al., 2014). A progressão 

tumoral também está relacionada à ativação e inativação de pronto-oncogenes e genes 

supressores do tumor, respectivamente (GERSTUNG et al., 2011).  

Normalmente os proto-oncogenes promovem o crescimento celular, mutações neles os 

transformam em oncogenes, cujo resultado são desordens proliferativas (SOUSSI; WIMAN, 

2015). Além disso, inativações de supressores tumorais acarretam divisões celulares 

inadequadas (SHAIKH; NIRANJAN, 2015). Os genes de reparo do DNA, responsáveis por 

sintetizar proteínas e enzimas corretivas, estão envolvidos na formação de tumores, à medida 

que sofrem alguma mutação (PRITCHARD et al., 2016).  

Estima-se que há cerca de 1000 genes associados ao câncer; desses, aproximadamente 

250 são oncogenes e 700, supressores tumorais, sendo necessário duas ou mais mutações nos 

mesmos para o surgimento da patologia (WISHART, 2015). Translocações cromossômicas, 
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mutações pontuais, deleções, amplificações e inserções contribuem para a geração dos 

oncogenes (HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017), ao passo que, metilações em genes 

supressores auxiliam significativamente o silenciamento dos mesmos (HAYSLIP; MONTERO, 

2006).  

Tais processos culminam em elevadas taxas de proliferação e a evasão celular, formando 

tumores secundários em tecidos adjacentes ou em locais distantes do corpo, processo conhecido 

como metástase (CHAFFER; WEINBERG, 2011). No entanto, as células podem permanecer 

no tecido que as originaram, recebendo auxílio de moléculas de adesão celular, peculiaridade 

comum do tumor benigno que o torna favorável cirurgicamente (NUNNS; SIMPSON, 2019).   

 O crescimento lento, aliado à permanência dentro de cápsulas fibrosas, são aspectos 

comuns de tumores benignos. Em alguns casos, a diferenciação celular é maior do que células 

cancerígenas, em contraste, os malignos raramente encapsulam e expandem rapidamente por 

meio da corrente sanguínea ou vasos linfáticos (QIN et al., 2016; TURAJLIC; SWANTON, 

2016).  

 

1.1.1 Metástase 

 

O termo metástase faz referência à “transferência de doença de um órgão para outro não 

diretamente conectado a ele” (TALMADGE; FIDLER, 2010). O processo é originado do tumor 

primário e inicia-se com a invasão celular para áreas distintas a de origem, entrada em vasos 

sanguíneos ou linfáticos, sobrevivência na circulação, extravasamento e o crescimento no 

segundo microambiente (CHAFFER; WEINBERG, 2011) (Figura 1). 

 

Figura 1 – Percurso da célula tumoral do órgão de origem para locais secundários   

 

Fonte: Adaptado de Massagué e Obenauf (2016)  
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A invasão é influenciada por defeitos na motilidade celular, mediante alterações na 

interação entre as células e dessas com a matriz extracelular (MEC), permitindo assim, o 

rompimento da membrana basal epitelial e a transição epitelial-mesenquimal (EMT) 

(KALLUR; WEINBERG, 2010). Esse processo se caracteriza pela mudança de células 

epiteliais para células com fenótipo mesenquimal, mecanismos que favorecem a disseminação 

tumoral (NIETO et al., 2016).  

O crescimento de novos vasos sanguíneos direcionados para suprir as necessidades 

energéticas do tumor primário, processo conhecido como angiogênese, auxilia a passagem das 

células cancerosas para o sistema circulatório, etapa primordial do intravassamento (CHIANG; 

CABRERA; SEGALL, 2016). Durante a disseminação, as células se associam com plaquetas 

no vaso, conjugação essencial para garantir a resistência contra perturbações, como as 

relacionadas à apoptose e lesões mecânicas (DERYUGINA; KIOSSES, 2017).  

 A entrada do tumor nos microambientes secundários é seguida do extravasamento dos 

vasos que os transportaram, determinando assim, o local de parada (MOWERS; SHARIF; 

MACLEOD, 2017). Contudo, uma pequena porcentagem de células possui atributos genéticos 

para permanecer no local, processo que se assemelha à seleção Darwinista (FIDLER, 2003), 

aquelas que obtiveram sucesso na etapa seletiva criam mecanismos de defesa para se 

estabelecer por definitivo (SOSA; BRAGADO; AGUIRRE-GHISO, 2014).  

 A ausência de micrometástase e a dormência são ações comuns após a fase de 

extravasamento. As células induzem uma pausa nas suas atividades celulares, evitando o 

reconhecimento pelo sistema imunológico (XIAO et al., 2018), além de promover a 

neoangiogênese, tais fatores contribuem para a efetiva adaptação no novo órgão (GIANCOTTI, 

2013). Peculiaridades que explicam os longos períodos de latência, que pode durar anos, da 

célula única ou da micrometástase (YATES et al., 2017).  

 A reativação das células tumorais ocorre mediante a capacidade de sobrevivência e 

proliferação na região. Mutações genéticas e epigenéticas são significativas nesse cenário, visto 

que, criam benefícios químicos que facilitam a competitividade no microambiente 

(MASSAGUÉ; OBENAUF, 2016).  

 Tais células mutantes possuem facilidade em destruir barreiras imunológicas e driblar 

moléculas inibidoras de crescimento, mecanismo essencial no estabelecimento tumoral e na 

afinidade por regiões específicas do organismo (SU et al., 2015). Em contraste, melanomas, 

adenocarcinomas pulmonares e carcinomas mamários tendem a reincidir em múltiplos órgãos, 

esse último, por exemplo, possui afinidade pelos pulmões (OBENAUF; MASSAGUÉ, 2015).  
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1.2 CÂNCER DE MAMA 

 

O câncer de mama ou carcinoma mamário é o mais predominante entre as mulheres do 

mundo, depois do de pele não melanoma. No Brasil, a previsão para o biênio 2018-2019 é de 

aproximadamente 60.000 novos casos de CM, sendo mais frequente nas regiões Sul, Sudeste, 

Centro-Oeste e Nordeste, para esse último é esperado um aumento de 26 %, o que representa 

cerca de 12.000 casos (INCA, 2019) (Figura 2). 

 
Figura 2 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2018 por 

sexo, exceto pele não melanoma* 

 

Fonte: (INCA, 2018) 

 

Apesar da frequência no sexo feminino, pode acometer indivíduos masculinos, porém de 

forma rara, representando apenas 1 % de todos os cânceres de mama diagnosticados (CECILIO 

et al., 2015). O aumento nos dados estatísticos está relacionado a fatores genéticos, ambientais 

e ao estilo de vida dos pacientes, no entanto, as mutações genéticas continuam sendo o principal 

fator envolvido na patologia da doença (LARSEN et al., 2014; MELCHOR; BENÍTEZ, 2013). 

A idade representa um forte indutor, uma vez que, mulheres no período pré e pós-menopausa, 

com idade entre 40 e 59 anos, são mais propensas para o desenvolvimento do CM (BAN; 

GODELLAS, 2014). 

Nessa idade é frequente a atuação de hormônios ovarianos no tecido mamário. Em 

condições fisiológicas normais os esteroides exercem diversas funções no organismo, o 

estrógeno por exemplo, regula o ciclo menstrual, atua no sistema cardiovascular, esquelético 

(CINTRON et al., 2017), imunológico e nervoso (HARA et al., 2015), no entanto, níveis 

elevados desse hormônio está associado ao surgimento de câncer endometrial e mamário 

(CRANDALL et al., 2018).  

A atuação dos estrógenos é mediada pela ligação a receptores específicos, como o receptor 

estrogênico α (ER) e ER-β, expressos em células normais e cancerosas do útero, ovários, 

próstata, pulmão, cérebro, mama, dentre outras (LIANG; SHANG, 2013). A comunicação 

receptor-ligante permite a formação de dímeros com moléculas de DNA presentes nas células, 
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processo que permite o recrutamento de complexos multiproteicos coativadores e 

correpressores de genes (SAMAVAT; KURZER, 2015).   

Segundo Thomas e Gustafsson (2011), as proteínas ativadoras e/ou repressoras estimulam 

a atividade dos ERs, de modo que, ocorre a inibição ou ativação da transcrição de genes 

relacionados a divisão e/ou crescimento celular. O receptor ER-α é expresso no núcleo de 

células normais e neoplásicas, no epitélio mamário normal ele corresponde a cerca de 10 %, no 

entanto, em tumores de mama a concentração desse receptor pode chegar a 80 %, sendo 

considerado, portanto, um marcador imunológico para o câncer (RAJAPAKSA; THOMAS; 

GUSTAFSSON, 2016).  

A presença de ER-α (ERα+) está relacionado à tumorigênese e à progressão do câncer 

(ROY; VADLAMUDI, 2012). Em mulheres no período pós-menopausa e em homens, o 

estrógeno que se liga a tal receptor é produzido pela conversão de testosterona e 

androstenediona pela enzima citocromo p450, mecanismo que favorece a angiogênese e 

consequentemente o desenvolvimento tumoral (JIA; DAHLMAN-WRIGHT; GUSTAFSSON, 

2015).  

No entanto, tumores que não expressam ER-α (ERα-) são mais propensos a desenvolver 

metástase, visto que, são amplamente diferenciados. Além disso, é comum nesses casos 

mutações germinativas em genes de reparo do DNA (PUTTI et al., 2005). O ER-β é encontrado 

tanto no núcleo como no citoplasma de aproximadamente 80 % das células epiteliais normais 

da mama (TREECK; LATTRICH; SPRINGWALD, 2010). 

O ER- β promove ação antiproliferativa durante a tumorigênese, facilitando os efeitos de 

quimioterápicos, contudo, sua expressão nesse cenário é reduzida e em alguns casos inexistente 

(HARTMAN; STRÖM; GUSTAFSSON, 2009). Segundo Lindberg et al. (2010) grande parte 

dos cânceres de mama são positivos para ER-β, indicando bom prognostico, uma vez que, 

ocorre menor migração celular e reduz as chances de metástases (PATERNI et al., 2014). 

A progesterona também contribui para o desenvolvimento tumoral, normalmente sua ação 

é mediada por estrógenos, ambos atuam sinergicamente na expansão de estruturas glandulares 

da mama (DIEP et al., 2015). Contudo, a constante exposição a progesterona é um fator de 

risco, pois provoca mutações no DNA e, desse modo, estimula a proliferação e aumenta a 

sobrevivência da célula aberrante (KNUTSON; LANGE, 2014).  

No entanto, pesquisas realizadas nas últimas décadas têm atribuído mutações em genes 

específicos como principal indutor para a iniciação do tumor mamário (DONEPUDI et al., 

2014), distúrbios de função em oncogenes e supressores tumorais, desses se destacam os genes 
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BRCA 1 e BRCA 2, que induzem um fenótipo agressivo da doença  (HARBECK; GNANT, 

2017). 

 

1.2.1 Supressores tumorais  

 

 Os genes supressores de tumor (ETGs) são reguladores negativos na formação de 

tumores (ZHUANG et al., 2016; LUX et al., 2017). Esses genes fornecem mecanismos 

antitumorais, reprimindo genes relacionados ao ciclo celular e apoptose (BANNO et al., 2014). 

Mutações nestes supressores proporcionam inativação dos mesmos e consequentemente 

multiplicação exacerbada e aumento da sobrevida celular (ESKANDER et al., 2014).  

 Segundo Morris e Chan (2015), a inativação de ETGs é uma condição recessiva, sendo 

necessário que ambos os alelos cromossômicos sejam mutados para fenótipo anormal 

desenvolver. Mutação, deleções de nucleotídeos no DNA, rearranjos genéticos e silenciamento 

epigenéticos, tais como a metilação do promotor e modificações nas histonas, permitem a 

disfuncionalidade destes genes (TELLEZ et al., 2015).  

A baixa acetilação das histonas é um processo celular necessário, pois permite o 

desempacotamento da cromatina e a transcrição de genes em um tempo determinado. Contudo, 

o desequilíbrio nos fenômenos de acetilação e desacetilação alteram a regulação destas 

proteínas, eventualidade analisada em muitos cânceres humanos (VAISSIERE; SAWAN; 

HERCEG, 2008).  

Tal fator epigenético favorece o silenciamento gênico, devido à incorporação de 

grupamento metil (metilação) em nucleotídeos de citosina localizados em pontos conhecidos 

como ilhas CpGs, situadas em regiões promotoras dos genes supressores (KGATLE, 2016). O 

processo é dirigido pela enzima DNA metiltransferase (DNMTs), sendo observado com 

frequência nos estágios iniciais da neoplasia (CHAUMETTE, 2016).   

Muitos ETGs podem ser metilados e silenciados, incluindo aqueles envolvidos nos 

carcinomas mamários, como o BRCA 1 e 2, gene da proteína 53 (TP53), alterado em 

aproximadamente 50 % dos cânceres, além do homologo de fosfatase e tensina (PTEN) (TUNG 

et al., 2015; PAPPAS et al., 2017). Além dos fatores epigenéticos, mutações não reparadas em 

genes supressores ocorrem com frequência, contribuindo para a instabilidade genômica e o 

desenvolvimento do tumor (SHAHID et al., 2014).  

Genes supressores em tumores sólidos, como os derivados da mama, exibem sinais 

somáticos sutis de danos, promovendo alterações em seus produtos proteicos. Mutações que 

incluem substituições, inclusões e deleções de bases de nucleotídeos, resultam em erros na 
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leitura e consequentemente na tradução do fragmento gênico, além disso, sistema de reparo do 

DNA ineficiente também favorece o surgimento tumoral (VOGELSTEIN et al., 2013).  

A atividade da proteína supressora de tumor 53 (p53), responsável por prevenir o 

desenvolvimento tumoral, pode ser inibida devido à ação de mutações no gene TP53, 

peculiaridade que resulta na perda da função apoptótica e crescimento exacerbado (MULLER; 

VOUSDEN, 2013). Tal processo metabólico é comumente visto no câncer de mama, sendo um 

marcador preditivo para essa neoplasia. Além disso, deleções alélicas são usuais neste gene 

supressor (EIKESDAL et al., 2014; SILWAL-PANDIT et al., 2014; KIM et al., 2016).  

O gene BRCA 1, silenciado nos carcinomas mamários, pode sofrer deleções de até 11 pares 

de bases, assim como inserções e substituições que alteram o sentido da cadeia de DNA 

(PETRUCELLI; DALY; PAL, 2016), ao passo que inserções e/ou deleções de pares de 

nucleotídeos são comuns ocorrer com o BRCA 2, fenômeno conhecido como frameshift, 

gerando produtos proteicos com número de aminoácidos reduzidos (SHAHID et al., 2014). 

Tais fenômenos são responsáveis por permitir que cerca de 60 % dos portadores de 

mutações no BRCA 1 e 45 % daqueles com erros no BRCA 2 desenvolvam câncer de mama 

aos 70 anos de idade (GODET; GILKES, 2017). O primeiro codifica proteínas envolvidas no 

sistema de reparo do DNA, que quando não estão presentes na célula ou estão alteradas, não 

inibem a parada no ciclo celular em G2, permitindo a proliferação exacerbada de clones 

mutados. Já o produto do BRCA 2 mantém a estabilidade dos cromossomos, evitando 

anormalidades inesperadas que se desenvolvem após as divisões celulares (XU et al., 2016).  

Segundo Liu et al. (2014), é comum que pacientes com mutações nesses genes desenvolvam 

mutações em TP53 e PTEN, contribuindo para a agressividade da patologia. O supressor PTEN 

é normalmente alterado em carcinomas cerebrais, prostáticos, endometriais, mamários e 

melanomas. Este gene codifica uma proteína tirosina da família das fosfatases, direcionadas a 

atacar lipídeos de membrana e desfoforilar outras proteínas (KECHAGIOGLOU et al., 2014).  

O PTEN atua reduzindo o fosfolípideo fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), dessa 

forma, proíbe o desenvolvimento de células anormais (ZHOU et al., 2014). Perda de 

heterozigosidade no lócus do gene, mutações somáticas e germinativas (NGEOW; SESOCK; 

ENG, 2017), silenciamento epigenético por metilação (DILLON; MILLER, 2014), degradações 

do seu produto gênico e modificações pós-traducionais promovem anormalidades no PTEN e 

consequentemente iniciação e progressão do câncer de mama (WANG et al., 2017).  

 Os ETGs produtores de ciclo-oxigenase (COX) também são estimulados e expressos em 

tumores. Esta enzima ativa a biossíntese de prostaglandinas (PG), necessárias para induzir 

respostas inflamatórias contra agentes estranhos. Entretanto, a estimulação prolongada dos 
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genes COX aliada à produção crescente de PG favorece o surgimento da carcinogênese 

mamária (REGULSKI et al., 2016).   

 Alguns supressores produzem produtos proteicos que compõem o epitélio mamário 

normal. As mucinas (MUC), por exemplo, são glicoproteínas que constituem a estrutura da 

mama e quando submetidas a mutações genéticas, induzem a iniciação e progressão tumoral, 

além do comportamento metastático (SHEMIRANI et al., 2011).  

 

1.2.1.1 Gene COX 

 

As ciclo-oxigenases são produtos de dois genes primários, um constitutivo (COX-1) e sua 

forma isoforma (COX-2), estão localizados nos cromossomos 9 e 1, respectivamente. O COX-

1 possui cerca de 22 kb de comprimento e 11 exons que podem ser transcritos, ao passo que, o 

COX-2, tem aproximadamente 8 kb e 10 exons (CLÁRIA, 2003). O primeiro é expresso em 

nível basal nas células intestinais, túbulos renais, musculatura vascular lisa e plaquetas 

sanguíneas principalmente, sendo responsável por manter as concentrações de prostaglandinas 

e a homeostasia nessas regiões (HUGO et al., 2015). 

Em contrapartida, o COX-2 é um gene silencioso, podendo ser transcrito mediante 

estímulos inflamatórios, tais como, isquemia, traumatismo, epítopos estranhos, toxinas, 

bactérias, vírus dentre outros (HARRIS; CASTO; HARRIS, 2014), processo que resulta na 

biossíntese da enzima ciclooxigenase, efetora da conversão metabólica do ácido araquidônico 

em PGs, particularmente as da série E (PGE-2), é responsável por ministrar a resposta 

inflamatória (ZIDAN et al., 2015).  

A expressão do gene COX-2 é iniciada por estímulos pró-inflamatório e o reconhecimento 

celular do fator nuclear kappa B (NF-kB), além disso, as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) 

secretadas por macrófagos e outras células do sistema imunológico provocam inibição do 

feedback positivo, permitindo, assim, a ativação (BEURY et al., 2014). Entretanto, exposições 

prolongadas a essas moléculas, devido à presença do processo inflamatório, permitem que o 

gene seja constantemente estimulado, ocorrendo a transição para a fase crônica da doença 

(LANDSKRON et al., 2014).  

Segundo Regulski et al. (2016), durante a inflamação crônica ocorre liberação exacerbada 

de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, capazes de promover mutações no DNA e 

instabilidade genômica, e, por consequência o desenvolvimento de um fenótipo tumoral, 

resistente a apoptose e com altas proliferações celulares. Dessa forma, expressões de COX-2 
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estão associadas ao estágio avançado do tumor e maiores chances de recorrência (PRAKASH 

et al., 2015). 

Condições tumorais comum no câncer de ovário (LEE et al., 2013), pâncreas (WANG et 

al., 2014), gástrico (SONG et al., 2014) , de células escamosas (KONO et al., 2013), 

adenocarcinoma pulmonar (TURK et al., 2012), osteossarcoma (JIAO et al., 2013), melanoma 

(MINISINI et al.,2013), linfoma de Hodgkin e tumores mamários (KOH et al., 2013), nesse o 

gene pode ser ativado em todos os estágios da neoplasia e a prostaglandina liberada durante as 

reações contribui para a progressão da doença e seu estabelecimento em órgãos distantes, em 

especial, no tecido ósseo (BOCCA et al., 2013).  

Além da superexpressão gênica mediante fatores inflamatórios, a atividade transcricional 

do COX-2 também pode ser comprometida devido à presença de polimorfismos de nucleotídeo 

único (SNP), processo que dificulta a ligação de proteínas nucleares na região promotora do 

gene, aumentando assim, a suscetibilidade ao câncer (CAMPANHOLO et al., 2014).  

 

1.2.1.2 Gene MUC 

 

As mucinas são uma família de glicoproteínas transmembranas produzidas por células 

epiteliais normais e tumorais, possuem tamanhos variados que vão desde 400 kDa até valores 

superiores a 1000 kDa, sendo consideradas, portanto, moléculas estruturalmente heterogêneas 

(XU; WANG, 2017). Estima-se que até o momento dezoito mucinas humanas foram 

identificadas, dessas onze estão na membrana (MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC12, 

MUC13, MUC 15, MUC16, MUC17, MUC20 e MUC21) e sete são secretadas (NIU et al., 

2016).  

Ambos os subtipos protegem a superfície apical de células epiteliais dos danos provocados 

por toxinas, micro-organismos e outros indutores de estresse presentes no meio externo 

(SAVLA et al., 2011; MILARA et al., 2015). São expressas em vários tecidos, em especial no 

pulmão, trato gastrointestinal e geniturinário, olho e em glândulas mamarias, essas possuem 

predomínio da MUC1 (RIVALLAND; LOVELAND; MITCHELL, 2015).  

O gene MUC 1 é classificado como um supressor tumoral, localizado no cromossomo 1q21-

24, expressa a mucina 1 responsável por regular a oncogênese, desde a multiplicação celular 

até a auto renovação, invasão tecidual, apoptose, além de danos provocados por radicais livres 

(FREMD et al., 2016). Apresenta duas cadeias polipeptídicas, a subunidade extracelular N-

terminal e uma cauda citoplasmática conservada na subunidade C-terminal (CT), essa última 

capta sinais de transdução intracelular (KATO et al., 2012).  
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Mutações em MUC 1 acarretam aumento de expressão do produto gênico, permitindo que 

toda a superfície da célula e o citoplasma sejam afetados, de modo que, as vias de sinalização 

intra e extracelulares são alteradas, ocorre inibição da apoptose e progressão metastática (JAIN 

et al., 2015). Tal molécula mutada possui efeitos protetores frente ao estresse oxidativo e 

minimiza a sinalização pró-apoptótica, favorecendo a sobrevida das células tumorais (BASTU 

et al., 2015).  

A forma aberrante é detectável na superfície de células que compõem carcinomas 

mamários, pulmonares, prostáticos, gastrointestinais dentre outros epitélios, sendo utilizado 

como um biomarcador genético no monitoramento do câncer, principalmente em pacientes com 

tumor na mama em estágio metastático (RAINA et al., 2009; SAEKI; SAKAMOTO; 

YOSHIDA, 2014; CHEN et al., 2015).  

 

1.2.2 Oncogenes 

 

Os efeitos cancerígenos desenvolvidos pelos oncogenes são mediados pelos seus 

precursores, os proto-oncogenes. Esses, em condições fisiológicas normais, codificam proteínas 

responsáveis por estimular divisões e crescimentos celulares (ROMEI; CIAMPI; ELISEI, 

2016). Alterações genéticas ativam constantemente tais genes, desestabilizando esses 

mecanismos que controlam a sobrevida da célula, induzindo a elevadas taxas proliferativas 

(HNISZ et al., 2016).  

Translocações cromossômicas (GUARNERIO et al., 2016), mutações pontuais (ACUNZO 

et al., 2017), deleções e inserções levam à geração dos oncogenes (WHITE et al., 2016). No 

entanto, segundo Vogelstein et al. (2013), é necessário que aproximadamente 20 % das 

mutações em determinado gene sejam do tipo missense, para ser efetivamente considerado um 

oncogene.  

Nas mutações sem sentido ou missense ocorre substituição de apenas um nucleotídeo na 

molécula de DNA, como por exemplo a troca de citosina por guanina, processo que modifica a 

leitura da sequência e consequentemente os tipos de aminoácidos gerados (KAMBUROV et 

al., 2015). Estima-se que 250 genes humanos codificadores de proteínas estejam envolvidos na 

oncogênese, desses se destacam o fator de reconhecimento epidérmico humano (HER), fator de 

necrose tumoral (TNF-α) e o oncogene viral de sarcoma de rato (RAS) (HASSANPOUR; 

DEHGHANI, 2017).  

Os três genes RAS identificados até o momento, homólogo viral do sarcoma (KRAS), 

homólogo oncogênico (NRAS) e o homólogo viral Harvey de sarcoma de rato (HRAS), 
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produzem proteínas que funcionam como guanosinas trifosfatases (GTPases), regulam vias 

envolvidas na proliferação celular (STEPHEN et al., 2014). Mutações de ganho de função 

nestas isoformas impede ação das GTPases, acarretando acúmulo na célula de proteínas Ras 

ligadas a molécula de GTP (BAKER et al., 2013). 

Tal anormalidade promove a inibição das redes de sinalizações citoplasmáticas, além de 

contribuir para o desenvolvimento do câncer, desses destacam-se os carcinomas em células 

escamosas de cabeça e pescoço, colorretais, pulmonares, em ductos pancreáticos e os 

melanomas cutâneos (COX et al., 2015; HOBBS; DER; ROSSMAN, 2016). A família dos 

genes HER também é composta por quatro isoformas de receptores transmembrana de tirosina-

quinases, o HER 1, HER 2, HER 3 e HER 4. 

Desses se destaca o HER 2, que possui expressão exacerbada em 25 % dos carcinomas 

mamários (NUCIFORO et al., 2015).  A união de ligantes específicos nestes receptores 

promove dimerização, levando à fosforilação de resíduos de tirosina e consequentemente a 

ativação de vias de sinalização, ocorrendo assim, erros na regulação do crescimento, 

proliferação, diferenciação, adesão, motilidade e migração celular (RECONDO et al., 2014). 

 

1.2.2.1 Gene TNF-α 

 

O gene que codifica a citocina TNF- α em humanos está localizado no braço curto do 

cromossomo 6, e é produzido principalmente por monócitos e macrófagos. No entanto, 

linfócitos B, T e fibroblastos produzem esse fator em menores quantidades, modula a 

citotoxicidade tumoral e é uma citocina envolvida em processos inflamatórios, atuando como 

estimulador de interleucinas 1, 6, e 8, além das colônias de monócitos granulócitos (GM-CSF) 

(VASANTHI; NALINI; RAJASEKHAR, 2007).  

Além de regular mecanismos pró-inflamatórios, o TNF- α comanda processos envolvidos 

na comunicação, diferenciação e morte celular, é devido suas importantes funções que 

alterações no gene que codifica esta citocina ocorre o aparecimento de múltiplas doenças, 

incluindo autoimunidade e câncer (BRENNER; BLASER; MAK, 2015). Estimulando o 

crescimento tumoral, mediante a indução da proliferação, migração e angiogênese de células 

cancerosas (WATERS; POBER; BRADLEY, 2013). 

Segundo Zheng et al. (2016), a produção crônica de TNF- α está relacionada a quadros 

metastáticos de sarcomas e carcinomas, dentre os quais os tumores em mamários, constituindo 

um marcador útil na monitoração da doença. A agressividade mediada por esse agente pró-
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inflamatório também é consequência da liberação de quimiocinas na região, fato que induz a 

infiltração de macrófagos associados ao tumor (SICA et al., 2012; KATANOV et al., 2015).  

Polimorfismos na região do gene aumentam a suscetibilidade ao desenvolvimento de 

cânceres. O aparecimento de SNPs nesses locais também promovem quadros patológicos (XU 

et al., 2014), destacando-se além do carcinoma mamário, os linfomas não-Hodgkin (DEEPAK 

et al., 2013), carcinomas hepatocelulares (HO et al., 2004), câncer gástrico (WATANABE et 

al., 2014), cervical (DUARTE et al., 2005), colorretal e pulmonar (STANILOV et al., 2014; 

SHIH et al., 2006).  

 

1.3 POLIMORFISMO DE NUCLEOTÍDEO ÚNICO  

 

O termo polimorfismo do grego “muitas formas”, faz referência a diferentes fenótipos 

(BROG et al., 2013). Processo gerado após variações na sequência de nucleotídeos do DNA, 

permitindo que o gene inicial possua uma forma não modificada e uma modificada 

(polimórfica), tal peculiaridade está presente em uma frequência superior a 1% na população e 

contribui para a variação alélica (LIMA; GLANER; TAYLOR, 2010).  

O surgimento de regiões genicas polimórficas podem ser resultado de deleções, inserções 

ou troca de apenas um nucleotídeo na sequência de DNA, processo denominado single 

nucleotide polymorphism (SNP) (WHIBLEY; PHAROAH; HOLLSTEIN, 2009). Esse ocorre 

a cada 1000 pares de bases do genoma humano, estimando-se que existam mais de 10 milhões 

de SNPs já relatados na literatura (KARKI et al., 2015).  

A maioria dos SNPs ocorre em regiões não-codificantes do genoma e, dessa forma não 

alteraram a tradução das proteínas. Contudo, esses SNPs servem como marcadores de alterações 

genéticas, como estudos evolutivos do DNA (KÖBERLE et al., 2016). No entanto, sua presença 

em regiões exônicas afetam processos transcricionais, mudanças na produção, estrutura e 

função proteica e consequentemente o desenvolvimento de doenças (HUBNER; HOULSTON, 

2017).  

Segundo Sapkota et al. (2013), a presença de um único SNP possui efeitos patológicos 

reduzidos, no entanto, combinações desses no DNA podem contribuir sinergicamente para 

riscos de carcinomas, como os mamários, de modo que, compromete a ação do sistema de 

reparo, promove desordens no ciclo celular, atua sobre o sistema imunológico e nas moléculas 

envolvidas nos metabolismos carcinogênicos (WANG et al., 2013).  

 Devido à importância dos SNPs como marcadores biológicos, muito se tem explorado 

sobre técnicas de genotipagem dos mesmos, destacando-se as metodologias de extensão de 
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primers, a qual é incorporação nucleotídeos de paradas durante o processo da reação de cadeia 

da polimerase (PCR), técnicas de hibridização e clivagens enzimáticas (SOBRINO; BRIÓN; 

CARRACEDO, 2005).  

 Dessa forma, a influência dos SNPs no desenvolvimento de tumores pode fornecer um 

possível prognóstico para câncer de mama. Portanto, o presente estudo analisou os SNPs do 

gene MUC-1 (rs4072037), COX-2 (rs533479217) e TNF-α (rs1800629) em amostras de tecido 

parafinado de pacientes com diagnostico histopatológico de CM, avaliando a possível relação 

destes com o desenvolvimento do carcinoma mamário.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Realizar estudo dos SNPs do gene MUC1 (rs4072037), COX-2 (rs533479217) e TNF-α 

(rs1800629) em amostras de tecido parafinado de pacientes com câncer de mama no estado da 

Paraíba.   

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Estabelecer a frequência alélica dos SNPs dos genes MUC-1 (rs4072037), COX-2 

(rs533479217) e TNF-α (rs1800629); 

 

• Estimar a associação dos SNPs dos genes MUC-1, COX-2 e TNF-α quanto á 

suscetibilidade ao desenvolvimento de Carcinoma Mamário.   
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 ASPECTOS ÉTICOS  

 

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética do Centro de Ciências 

Médicas (CCM) – UFPB, sob o código CAAE: 08697219.7.0000.8069. 

 

3.2 MATERIAL   

 

No presente estudo foram utilizadas 100 amostras de tecido parafinado com tempo 

superior a 5 anos, expedidas pelo Laboratório de Patologia Ivan Rodrigues, em João Pessoa – 

PB, com diagnóstico histopatológico de Carcinoma Mamário e informações sobre idade e 

localização do tumor.  

 

3.3 BIOLOGIA MOLECULAR 

 

3.3.1 Extração do DNA 

 

 As amostras de tecido parafinado foram submetidas à extração do DNA segundo SHI et 

al. (2002), utilizando de cinco a oito cortes histológicos com 3 µm de espessura cada. Os cortes 

foram adicionados a microtubos de 1,7 mL e sofreram lavagens de xilol aquecido para retirada 

da parafina do tecido. Após o processo de lavagem as amostras foram secadas e submetidas a 

1 mL de tampão de Extração (Tris/HCl 0,01 M; Sacarose 0,32 M; MgCl2 5 mM; Triton X-100 

1%, KCl 50 mM, NP-40 0,45%; Tween 20 0,45%;) e adicionados 5 µm de proteinases  K (10 

mg/mL) e aquecidas a 55 ºC por 3 horas. 

 Subsequentemente, adicionou-se 1,5 de fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1). 

Nesse novo passo, a mistura sofreu inversões suaves por aproximadamente 5 minutos para 

completa homogeneização. A solução homogeneizada foi centrifugada a 3000 rpm por 10 

minutos e o sobrenadante transferido para outro microtúbulo de centrifuga, onde foram 

adicionados 1,5 mL de clorofórmio/álcool isoamílico (25:1). Esse microtubo também sofreu 

inversões suaves até a homogeneização. Nesse último procedimento (clorofórmio/álcool 

isoamílico), o sobrenadante foi transferido para outro microtubo, onde adicionou-se um volume 

de acetato de amônio 7.5 M equivalente a um terço do volume do sobrenadante. 

 Para precipitação do DNA foram adicionados 1 mL de álcool gelado e realizada 

centrifugação a 10.000 rpm por 5 minutos. O DNA foi desidratado em estufa a 60° e após a 

secagem foi ressuspendido em 500 µL de água Mili-Q-estéril. 
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3.3.2 Validação in silico 

 

3.3.2.1 Técnica e desenho dos iniciadores 

 

 O método de genotipagem para o Didesoxi Único Alelo Especifico PCR (Dideoxy single 

allele-specific PCR-DSASP) seguiu a metodologia de Lima et al. (2015). Os iniciadores foram 

desenhados e validadas in silico  com auxílio de bancos de dados e software de análise de 

alinhamento de sequência como: National Center for Biotechnology Information Search 

database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Ensembl (www.ensembl.org), GenerRunner 

(http://www.generunner.net/) e BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) 

(Quadro 1).  

 
Quadro 1 – Primer e sequência complementar dos SNPs MUC1 (rs4072037), COX-2 (rs533479217) e 

TNF-α (rs1800629).  

Gene SNPs Primer/Sequência Complementar 
 

MUC 1  

 

rs4072037 

 

5’ GCCCCTAAASCCGCAACAGTTGTTA 3’ 

5’ TGACCAGAACCYGTAACAACTGTTGCGGSTTTAGGGGCTGT 3’ 

 

 

COX-2 

 

rs533479217 
 

5’ GTGCTCCTGACGCTCACTGCAAGTC 3’ 

5’ GTCAKACGACTTGCAGTGAGCGTCAGGAGCAC 3’ 

 
 

TNF-α 
 

rs1800629 
 

5’ AAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCA 3’ 

5’ TCCYCATGCCCCTCAAAACCTATTGCCTCCATTT 3’ 

 

 

 

3.3.3 Método PCR-DSASP 

 

 O DSASP se apresenta como novo método de genotipagem e consiste em desenhar o 

iniciador e sequencias complementares especificas, possui alta sensibilidade e pode ser usado 

para qualquer polimorfismo de base única. 

 A genotipagem pelo referente método deve considerar as seguintes recomendações: 

1. A incorporação do ddNTP específico nunca deverá ocorrer entre o SNP de interesse 

e o primer. 

2. O ddNTP específico deve ser incorporado na posição do SNP do alelo de interesse  

3. O produto da amplificação por PCR assimétrica será hibridizado com a sua 

sequência complementar e deve gerar fragmentos de cadeia dupla com tamanhos e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ensembl.org/
http://www.generunner.net/
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
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temperaturas (Tm) diferentes, cada fragmento ou Tm corresponde ao seu alelo 

específico, permitindo a discriminação do alelo. 

O método DSASP foi padronizado para os SNPs dos genes MUC1 (rs4072037), COX-

2 (rs533479217) e TNF-α (rs1800629). 

 

3.3.3.1 Condições da PCR assimétrica  

 

A PCR foi realizada com um volume final de 25 µL contendo 200 uM de 

desoxinucleotídeos (dATP, dCTP, dTTP e dGTP) e o didesoxinucleotídeo de interesse (ddATP, 

ddCTP, ddTTP ou ddGTP), cloreto de magnésio 2,0 mM – MgCl2, 20 ng/mL de DNA, 200 pM 

de iniciadores (Quadro 1) e 0,5 U AmpliTaq Gold (Life Technologies – Carlsbad, CA).  

A amplificação do DNA de fita simples pela técnica de reação em cadeia da polimerase 

(PCR) seguiu as seguintes fases: I – Pré-desnaturação por 3 min a 94 °C; II – 94 °C por 20 s, 

55 °C por 45 s e 72 °C por 30 s; III – Final da extensão do primer ocorreu mediante a 

temperatura de 72 °C por 5 min (CALIXTO; LOPES; MAIA, 2018). 

 

3.3.3.2 Condições de Hibridização 

 

O produto da amplificação de cada amostra foi submetido ao processo de hibridização, 

adicionando-se a mistura de PCR 200 pM da sequência complementar. A reação ocorreu 

durante 10 min a 4 °C (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977).  

 

3.3.3.3 Análise da Curva de Melting 

  

A curva de melting foi analisada para determinar a temperatura ™ utilizada no equipamento 

7500 Fast Real-Time (Life Technologies – Carlsbad, CA), durante a reação de PCR em tempo 

real. O reagente SYBR® Green Mix (Life Technologies – Carlsbad, CA) foi necessário para a 

análise da curva.  

 

3.4 ÁNALISE ESTATÍSTICA 

 

As frequências alélicas e as distribuições genotípicas foram obtidas pelo modelo de 

equilíbrio de Hardy-Weinberg. Para verificação estatística da associação dos SNPs quanto a 

suscetibilidade para o desenvolvimento de CM utilizou-se os testes q-quadrado e de Fisher, 

através da ferramenta estatística R (R Core Team, 2016), onde P <0,05 foi considerado 

significativo. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 DADOS DEMOGRÁFICOS E HISTOPATOLÓGICOS 

 

 Todas as amostras analisadas pertenciam a pacientes do gênero feminino, totalizando 

100 % das amostras. Quando verificada a associação dos genótipos encontrados para o SNP 

rs4072037 (A˃G) do gene MUC 1 e as variáveis faixa etária e localização anatômica da 

neoplasia, não foi observado significância estatística (Tabela 1). Para o polimorfismo 

rs533479217 (C˃A) do COX-2 a significância foi não foi relevante, com p=0.8643 para as 

variáveis faixas etárias, quanto a localização anatômica p=0.0964 (Tabela 2). O SNP rs1800629 

presente no gene TNF-α também não apresentou resultados histopatológicos significativos, 

com p˃0.05 (Tabela 3).  

 

Tabela 1 – Dados demográficos e histopatológicos associados com a variação genotípica do SNP 

rs4072037 (A˃G).  

MUC 1 - rs4072037 (A˃G) 
Variável Total Genótipo AA Genótipo GG Genótipo AG p-valor 

 

Faixa etária  

25 – 49 anos  44 (44 %) 36 (82 %) 8 (18 %) 0 %  

50 – 69 anos 41 (41 %) 36 (87 %) 5 (13 %) 0 % 0.3922 

70 – 90 anos 15 (15 %) 11 (73 %) 4 (27 %) 0 %  

 

Localização 

Anatômica   

Mama esquerda 47 (47 %) 39 (83 %) 8 (17 %) 0 % 1 

Mama direita 53 (53 %) 44 (83 %) 9 (17 %) 0 %  

 

 

Tabela 2 – Dados demográficos e histopatológicos associados com a variação genotípica do 

rs533479217 (C˃A).  

COX-2 - rs533479217 (C˃A) 
Variável Total Genótipo AA Genótipo CC Genótipo AC p-valor 

 

Faixa etária  

25 – 49 anos 44 (44 %) 42 (95 %) 2 (5 %) 0 %  

50 – 69 anos 41 (41 %) 38 (93 %) 3 (7 %) 0 % 0.8643 

70 – 90 anos 15 (15 %) 14 (93 %) 1 (7 %) 0 %  

 

Localização 

Anatômica   

Mama esquerda 47 (%) 42 (89 %) 5 (11 %) 0 % 0.0964 

Mama direita 53 (%) 52 (98 %) 1 (2 %) 0 %  
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Tabela 3 – Dados demográficos e histopatológicos associados com a variação genotípica do SNP 

rs1800629 (A˃G).  

TNF-α - rs533479217 (A˃G) 
Variável Total Genótipo AA Genótipo GG Genótipo AG p-valor 

 

Faixa etária  

25 – 49 anos 44 (44 %) 7 (16 %) 37 (84 %) 0 %  

50 – 69 anos 41 (41 %) 6 (15 %)  34 (83 %) 1 (2 %) 0.8025 

70 – 90 anos 15 (15 %) 1 (7 %) 14 (93 %) 0 %  

 

Localização 

Anatômica   

Mama esquerda 47 (47 %) 8 (17 %)        39 (83 %) 0 % 0.565 

Mama direita 53 (53 %)  6 (11 %)        46 (87 %) 1 (2 %)  

      

 

4.2 ASSOCIAÇÃO DOS SNPS NOS GENES MUC 1, COX-2 E TNF-Α COM O RISCO DE 

CARCINOMA MAMÁRIO  

 

 O papel da influência de SNPs rs4072037, rs533479217 e rs1800629 presentes nos 

genes MUC 1, COX-2 e TNF-α, respectivamente, ainda é desconhecida. Dessa maneira, o 

presente estudo estabeleceu e analisou as frequências alélicas e observou os genótipos 

esperados para a população utilizada, segundo o equilíbrio de Hardy-Weinberg (Tabela 4).  

 

Tabela 4 – Distribuição alélica e genotípica de SNPs nos genes MUC 1, COX-2 e TNF-α em indivíduos 

com carcinoma mamário.  

Gene/ 

SNPs 

Genótipos 

observados % 

Genótipos 

esperados % 

Frequência                      

alélica 

 

X2 

 

p-valor 

MUC 1 G/G A/A A/G G/G A/A A/G G A   

rs4072037 17  83 0 2.89 68.9 28.2 0,17 0,83 99.9 0,0001 
           

COX-2 A/A C/C A/C A/A  C/C A/C C A   
rs533479217 94  6  0 88.3 0.3 11.2 0,94 0,60 99.8 0,0001 

           

TNF- α G/G A/A A/G G/G A/A A/G G A   
rs1800629 85 14 1 73.1 2.1 24,8 0,85 0,15 92 0,0001 

 

 

 A frequência alélica do SNP rs4072037 no gene MUC 1 obtido pelo método DSASP foi 

de 83,5 % para o alelo ancestral A e 17,5 % para o alelo polimórfico G. Com a seguinte 

distribuição genotípica: 83 % (n=83) A/A, 17 % (n=17) G/G e 0 % (n=0) A/G. Observou-se 

temperatura de melting de 73 °C para o alelo A e 79 °C para o alelo G (Figura 3).  
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Figura 3 – Curva de Melting representando o genótipo A/A do SNP rs4072037 do gene MUC-1.  

 
Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies – Carlsbad, CA).  
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Figura 4 – Curva de Melting representando o genótipo G/G do SNP rs4072037 do gene MUC-1.  

 

Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies – Carlsbad, CA).  

 

 Comparando as frequências genotípicas observadas e esperadas para o SNP rs4072037 

(A˃G), foi observado que a população amostral não está em equilíbrio de Hardy-Weinberg, 

sendo X2=99.9, apresentando P≤0,0001. Assim, o resultado sugere que o referido SNP no gene 

MUC-1 pode estar associado com a suscetibilidade do desenvolvimento de câncer de mama.  

 Na genotipagem do SNP rs533479217 do gene COX-2 foi obtida a frequência alélica 

de 0,945 e 0,0065 para o alelo C e A respectivamente, com a seguinte distribuição genotípica: 

94 % (n=94) A/A, 6 % (n=6) C/C e 0 % (n=0) A/C. Quanto a análise da curva de melting, 

observou-se temperaturas de 71 °C – 73 °C (Figura 5) para o alelo C e entre 75 °C e 77 °C para 

o alelo A (Figura 6). 
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Figura 5 – Curva de Melting representando o genótipo C/C do SNP rs533479217 do gene COX-2.  

 
Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies – Carlsbad, CA).  
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Figura 6 – Curva de Melting representando o genótipo A/A do SNP rs533479217 do gene 

COX-2.  

 

Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies – Carlsbad, CA).  

 

 Ao analisar as frequências genotípicas observadas e esperadas para o SNP em questão, 

foi demostrado que a população amostral não está no equilíbrio de Hardy-Weinberg, o resultado 

foi estatisticamente significativo, uma vez que, x2=99.9, demostrando assim, que o 

polimorfismo no gene COX-2 pode ter uma possível relação com o desenvolvimento do 

carcinoma mamário. 

 Para o SNP rs1800629 presente no oncogene TNF-α a frequência alélica foi de 85,5 % 

e 14,5 % para os alelos A e G respectivamente, a distribuição genotípica foi: 85 % (n=85) G/G, 

14 % (n=14) A/A e 1 % (n=1) A/G. As temperaturas de melting foram de 68 °C – 71 °C no 

alelo G/G (Figura 7), 72 °C – 75 °C para o alelo A/A (Figura 8) e para o A/G observou-se 68 ° 

e 72 °C (Figura 9). 
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Figura 7 – Curva de Melting representando o genótipo G/G do SNP rs1800629 do gene TNF- α.  

 

Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies – Carlsbad, CA).  
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Figura 8 – Curva de Melting representando o genótipo A/A do SNP rs1800629 do gene TNF- α.  

 

Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies – Carlsbad, CA). 
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Figura 9 – Curva de Melting representando o genótipo A/G do SNP rs1800629 do gene TNF- α.  

 

Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies – Carlsbad, CA).  

 

 O polimorfismo rs1800629 segundo análises estatísticas da amostra não se encontra 

inserida no equilíbrio de Hardy-Weinberg, onde x2=92 e P˂0,05, portanto a variante alélica 

mostrou-se significativa, podendo está associado ao câncer de mama na amostragem analisada.  

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

 

5. DISCUSSÃO  

 

O câncer de mama é o subtipo mais frequente entre as mulheres e a principal causa de 

morte por câncer nesses indivíduos (BRAY et al., 2018). Considerada uma doença multifatorial, 

causada por fatores genéticos e ambientais, sendo a presença de SNP uma das variações 

genéticas mais comuns na indução de fenótipos neoplásicos (XU et al., 2014). No entanto, 

aspectos endócrinos atuam na patogênese do CM, permitindo que mulheres pós menopausa, 

com desestabilidade hormonal, sejam mais susceptíveis à neoplasia (SAMAVAT; KURZER, 

2015). 

O presente estudo foi condizente com o posicionamento de Tao et al. (2014), 

demostrando em ambos os relatos uma maior incidência de CM em pacientes com 

aproximadamente 50 anos. Nessa idade o tumor se apresenta em estágio mais avançado, no 

entanto, atualmente a taxa de mortalidade desses indivíduos tem reduzido devido a fatores 

reprodutivos, visto que, após a gravidez ocorre diferenciação do tecido mamário (VERMA et 

al., 2012).  

Tais achados desta pesquisa sugere que não houve uma idade específica para o 

surgimento da patologia no grupo de indivíduos, além disso, a relação dos genótipos observados 

com a faixa etária dos pacientes não demostraram significância estatística. Tais peculiaridades 

podem ser justificadas pela heterogeneidade do processo cancerígeno e as diferentes causas que 

induziram a iniciação do mesmo (CINTRON et al., 2017).  

Quanto a localização do tumor, os resultados estatísticos apresentaram p˃0.05 (Tabela 

1, 2 e 3), semelhando-se ao estudo de Lohrisch et al. (2000), o valor prognóstico da localização 

do tumor independe de outras variáveis biológicas, tais como, expressão de genes e a presença 

de SNPs (LOUPAKIS et al., 2015). Estes fatores genéticos podem ter resultados estatísticos 

independentes, permitindo que nas mesmas amostras analisadas a localização do tumor e a 

genotipagem apresentem conclusões estatísticas distintas.  

Contudo, a existência de genes polimórficos permanece como um fator relevante para a 

variação alélica e associações com desenvolvimento neoplásico (GAIL, 2015). Essa 

peculiaridade foi evidenciada no estudo de Zheng et al. (2013); com amostras de câncer 

gástrico, onde se observou a relação do SNP rs4072037 no gene MUC 1 na indução tumoral. 

Esse subtipo é expresso em 59 % do tecido mamário normal (MUKHOPADHYAY et al., 2011), 

portanto, mutações podem ser recorrentes, justificando assim, a escolha do MUC-1 neste 

estudo.  
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 A glicoproteína codificada pelo MUC 1, envolvida na transdução de sinais celulares, 

possui associação com a inibição da apoptose e auxilia na progressão metastática. Desse modo, 

o fenótipo anormal pode estar presente em outros tipos cancerígenos (BASTU et al., 2015), 

correlacionando-se com os resultados obtidos nesta pesquisa, uma vez que foi observado o alelo 

homozigoto G/G em dezessete amostras analisadas.  

 Segundo Kruit et al. (2009), a presença do genótipo G/G contribui significativamente 

para elevação nos índices do marcador tumoral CA 15-3, quando comparado com o alelo 

homozigoto A/A ou o heterozigoto A/G. Inferindo-se portanto, que tal característica 

identificada no presente estudo, pode contribuir de modo significativo na identificação de 

marcadores bioquímicos essenciais no monitoramento da doença.  

 Além disto, a existência do alelo homozigoto G resulta na inserção ou deleção de nove 

aminoácidos na proteína codificada, processo que desencadeia alterações de função da mesma, 

além de comprometer a expressão do gene MUC 1 (QUI et al., 2016; DUAN et al., 2014). SNPs 

nos genes COX-2 também se mostram como influenciadores da suscetibilidade carcinogênica, 

e estima-se que existem mais de 15 já identificados nessa região gênica (GAO et al., 2014).  

 Abraham et al. (2009) avaliaram a possível associação de polimorfismos no COX-2, 

também conhecido como prostaglandina-endoperóxido sintase 2 (PTGS2), com o aumento de 

risco para o CM, na qual foi demostrado que variantes do gene não tem papel importante no 

desenvolvimento do carcinoma. Notoriedade também comprovada por Shen et al. (2006), na 

qual foram genotipadas 1.067 amostras de CM e avaliado a relação do SNP 8473 nessa 

população, porém não houve associação significativa. 

 Contudo, o presente estudo mostrou-se significativo no teste estatístico, de modo que, 

há uma provável associação entre o SNP rs533479217 do gene COX-2 e a suscetibilidade para 

o tumor mamário, havendo uma predominância de genótipo homozigoto A/A (n=94) (Figura 

4). O tipo de amostra utilizada, a amostragem, a faixa etária, além de mutações recorrentes de 

fatores biológicos externos pode contribuir com a discrepância dos dados 

(LANGSENLEHNER et al., 2006).  

 O SNP rs1800629 no gene TNF-α foi relatado como um fator de risco em doenças 

cardiovasculares, de Crohn, aterosclerose e câncer (MCKELLAR et al., 2009; CHU et al., 2012; 

MAO et al., 2015; TODOROVA et al., 2017). Tal relação com os processos cancerígenos é 

devido à produção crônica da citocina, permitindo um aumento da angiogênese e da interação 

das células cancerosas com a matriz extracelular (OLIVEIRA et al., 2015).  

Mestiri et al. (2001), avaliaram a relação do gene TNF-α (rs1800629) com o 

desenvolvimento de CM em pacientes da Tunísia, identificando que a presença do alelo 
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homozigoto A/A estava relacionado com a forma mais agressiva da doença. Além disso, 

estabeleceu-se uma associação significativa entre esse SNP e o CM. Achados condizentes ao 

desse estudo, visto que, o número de genótipos A/A observado foi superior ao esperado na 

população e os testes estatísticos sugeriram uma associação.  

O alelo A (A/A ou A/G) deste polimorfismo contribui para a alta atividade de ligação 

dos fatores nucleares ao promotor do TNF-α, resultando em altos níveis de transcrição do gene, 

sugerindo assim, o aumento de risco de câncer em comparação com os indivíduos que 

apresentam o alelo G/G (YANG et al., 2014). Segundo Madeleine et al. (2011), a presença do 

genótipo A/A do TNF-α pode ser um fator de risco de CM em indivíduos africanos, no entanto, 

é considerado um fator de proteção nos pacientes europeus. 

 A presença do alelo G/G nas amostras utilizadas demostraram uma proporção 

significativa (Tabela 4). Park et al. (2002), também identificaram um aumento na incidência 

desse alelo homozigoto em pacientes com câncer de mama residentes da península Coreana, no 

entanto, essa associação não foi significante de acordo com o equilíbrio de Hardy–Weinberg. 

Fatores como etnia e histórico familiar podem explicar a discrepância dos resultados 

identificados nessas pesquisas.   

O aumento de TNF-α causar hemorragia e apoptose de células tumorais e as baixas 

concentrações conseguem promover o crescimento e progressão do câncer. Na mama está 

citocina induz a proliferação, morfogênese e ramificações celulares (DIXON, 2014). Fatores 

influenciados pela presença do polimorfismo G˃A no gene em questão. Fang et al. (2009), 

realizou uma de meta-análise envolvendo 10.184 casos de CM e encontrou associação entre o 

TNF-α e o SNP rs1800629 em indivíduos Caucasianos.  

As conclusões desta meta-análise apoiam fortemente os resultados desta pesquisa, no 

entanto, é imprescindível que variantes como, etnia, faixa etária, sexo, fatores ambientais e o 

estilo de vida dos pacientes, sejam consideradas nas investigações genéticas do câncer. 

Condições que influenciam os resultados inconclusivos de muitos estudos com mutações 

polimórficas.   

 Aspecto evidente nas análises de alguns estudos envolvendo a associação do SNP 

rs1800629 do gene TNF-α à suscetibilidade para CM, na qual não houve significância 

estatística (XU et al., 2014; ZHANG et al., 2011; AZMY et al., 2004; MADELEINE et al., 

2011; ERDEI et al., 2010; KAMALI-SARVESTANI et al., 2005; GAUDET et al., 2007). No 

entanto o genótipo A/A foi identificado como fator e risco para CM em indivíduos africanos e 

indianos (SHEN et al., 2010; KOHAAR et al., 2008; KOROBEINIKOVA et al., 2015).  
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 As variações alélicas na população são frequentes em indivíduos do mesmo país, 

afirmação comprovada por Kohaar et al. (2008), os autores relataram uma forte associação do 

polimorfismo com o CM em um grupo de mulheres no Sul da Índia, positividade não encontrada 

naquelas localizados ao Norte da região, o que remota à heterogeneidade genética da população.  

Outros estudos sugeriram uma associação entre o CM e o SNP escolhido nessas análises 

(FLORES-RAMOS et al., 2013). Em contrapartida, Li et al. (2015), mostrou que o G˃A não 

induz risco ao carcinoma mamário, no entanto, sua presença está ligada a metástase tumoral em 

pacientes com câncer de mama triplo negativo. Tornando-se necessário um estudo genético 

mais específico, com o grupo utilizado na pesquisa.   

O teste de equilíbrio de Hardy–Weinberg (HW) foi utilizado para demonstrar a 

frequência alélica esperada para determinada população (GRAFFELMAN; WEIR, 2016), 

fornecendo as informações genotípicas dos genes utilizados nesse estudo. A lei de HW 

determina a quantidade de alelos homozigotos e heterozigoto do grupo de indivíduos da 

pesquisa (GRAFFELMAN; JAIN; WEIR, 2017). 

Na ausência de mutações e de seleção natural as frequências genotípicas permanecem 

inalteradas ao longo das gerações e podem ser alcançadas através do HW (WAPLES, 2014). 

Deste modo, desvios significativos neste teste remota a situações não habituais na população, 

fornecendo assim, subsídios para o monitoramento da relação do gene com determinação 

doença (GRAFFELMAN, 2015).  

As frequências alélicas dos três SNPs utilizados no presente estudo não seguiram o 

equilíbrio de Hardy–Weinberg, sugerindo uma possível associação desses com o risco aumento 

de CM nos pacientes do estudo.  
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6. CONCLUSÃO  

 

• Não houve relação estatística significativa entre os SNPs dos genes MUC1 (rs4072037), 

COX-2 (rs533479217) e TNF-α (rs1800629) com as variáveis faixa etária e localização do 

tumor; 

• Os resultados sugeriram uma possível associação entre os SNPs estudados com à 

suscetibilidade para o desenvolvimento do carcinoma mamário; 

• Não houve relação estatística significativa entre os SNPs dos genes citados com as variáveis 

faixa etária e localização do tumor.  
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Summary 

Breast cancer (CM) is considered a multifactorial neoplasm, related to genetic, epigenetic and environmental 

factors. The presence of single nucleotide polymorphism (SNP) in protein-encoding genes also contributes to 

disease susceptibility. The aim of this study was to evaluate and describe for the first time rs4072037, rs533479217 

and rs1800629, in the MUC-1, COX-2 and TNF-α genes respectively, correlating the results with the risk of 

developing CM. The present study analyzed 100 paraffin tissue samples from patients with histopathological 

diagnosis of CM and 100 control samples. The results were obtained by genotyping method, Dideoxy Unique 

Allele Specific - PCR (DSASP). All SNPs studied were associated with breast carcinoma when compared to 

control samples (P <0.0001). SNPs of the MUC1, COX-2 and TNF-α genes did not show significance between 

age group and tumor location. The result suggests that MUC-1, COX-2, and TNF-α SNPs are associated with 

susceptibility to CM development in the population and may be considered potential molecular markers for CM. 

Keywords: Polymorphism. Breast carcinoma. DSASP. Tumor marker. 

 

Introduction 

 

The carcinogenic process is due to failures in signals that control growth, inhibition and cell death, 

mechanisms that are often the consequence of damage to the genetic material [1]. Among the main types of 

carcinomas, we highlight mammary carcinoma (CM), predominant among women of the world, after that of non-

melanoma skin. In Brazil, the forecast for the biennium 2018-2019 is approximately 60,000 CM new cases [2]. 

Mutations in tumor suppressor genes (ETGs) and oncogenes may trigger cascades of biochemical changes 

that culminate in CM development. The cyclooxygenase (COX) gene has two isoforms: The cyclooxygenase 

(COX) gene has two isoforms: COX-1 and COX-2, located on chromosomes 9 and 11, respectively, the former 

having about 22 kb in length and 11 exons; the second, has approximately 8 kb and 10 exons [3]. 
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COX-2 is transcribed by inflammatory stimuli, a process that results in the production of the enzyme 

cyclooxygenase, which is responsible for the conversion of arachidonic acid to prostaglandins (PGs), responsible 

for administering the inflammatory response [4]. Reactive oxygen species (EROS) and presence of single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) are able to silence such gene, and thereby induce tumor phenotype with high 

cell-resistant proliferation apoptosis [5,6]. 

In CM, the COX-2 gene can be activated at all stages of the neoplasia and the PG released during the 

reactions contributes to the progression of the disease and its establishment in distant organs, especially in the bone 

tissue [7]. Mucin-producing ETG (MUC) are also involved in the initiation, progression and metastasis of breast 

tumors after mutation and silencing [8]. 

The MUC 1 gene (1q21-24) expresses the mucin 1 responsible for regulating oncogenesis, from cell 

multiplication to self-renewal, tissue invasion and apoptosis [9]. Mutations in MUC 1 leads to apoptosis inhibition 

and metastatic progression [10]. The aberrant form of the gene product is detectable on the surface of cells that 

make breast carcinomas, lung, prostate, gastrointestinal among other epithelia, being used as a genetic biomarker 

monitoring of cancer, especially in patients with metastatic breast tumor stage [11-13].  

Pro-inflammatory processes regulation is also driven by tumor necrosis factor (TNF-α), cytokine released 

by the proto-oncogene present in the short arm of chromosome 6, however, polymorphic mutations in these regions 

are related to tumor progression and metastatic pictures in mammary carcinomas [14-16]. Aggressiveness is 

favored by the release of chemokines, a fact that induces macrophage infiltration associated with the tumor [17,18].  

Thus, the present study analyzed SNPs rs4072037 (A˃G), rs533479217 (C˃A) and rs1800629 (A˃G), in 

the MUC-1, COX-2 and TNF-α genes, respectively, in paraffined tissue samples from diagnosed patients with 

mammary carcinoma in the state of Paraíba in northeastern Brazil. 

 

Material and methods 

 

Samples 

 

The present study analyzed 100 samples of paraffin wax tissue, with a time superior to 5 years, yielded 

by the Ivan Rodrigues / João Pessoa Pathology Laboratory, with histopathological diagnosis of MC. In total, 200 

alleles were used for each of the SNPs. For the control tests, normal paraffin-embedded tissues were used from 

patients without diagnosis for CM, from the Laboratory of Molecular Structural Biology and Oncogenetics - 

LABMEO / UFPB. 

The experimental protocols were approved by the Ethics Committee of the Medical Sciences Center 

(CCM) - UFPB under the code CAAE: 08697219.7.0000.8069. 

 

DNA extraction 

 

The extraction of the DNA from the paraffin samples followed the methodology proposed by Nishi et al. 

[19], with modifications. After the procedure the isolated genomic DNA was stored at -20 ° C. 

 

Dideoxy Single Allele-Specific PCR-DSASP Method 
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The DSASP method is based on dideoxynucleotide inhibitors, which block DNA extension, a process 

established by the method of Sanger et al. [20]. DSASP been previously validated by allele specific PCR-ASP 

method, as described by Lima et al. [21]. 

The DSASP is a genotyping method subdivided into four stages: I - selection of the SNPs of interest, 

design of the oligonucleotides (primer and complementary sequence) and determination of the dideoxynucleotide 

to be incorporated; II- asymmetric PCR as didesoxinucleotídeo of interest; III - hybridization reaction between 

complementary sequence and asymmetric PCR product; IV - analysis by melting curve by qPCR.  

The DSASP method was used to genotype the rs4072037 (A˃G), rs533479217 (C˃A) and rs1800629 

(A˃G) SNPs in the MUC-1, COX-2 and TNF-α genes respectively. asymmetric PCR for each SNP of interest, 

making use of the complementary sequence reaction and the dideoxynucleotides. 

 

Validation in silico 

 

The primers used for DSASP of SNPs rs4072037 (MUC-1), rs533479217 (COX-2) and rs1800629 (TNF-

α) were designed based on the Ensembl Genome Browser database and using the Gene Runner program (Table 1). 

 

Table 1 - Primer and complementary sequence of MUC1 (rs4072037), COX-2 (rs533479217) and TNF-α 

(rs1800629) SNPs. 

Gene SNPs Primer/Complementary Sequence 

 

MUC 1  

 

rs4072037 

5’ GCCCCTAAASCCGCAACAGTTGTTA 3’ 

5’ TGACCAGAACCYGTAACAACTGTTGCGGSTTTAGGGGCTGT 3’ 

 

COX-2 

 

rs533479217 

5’ GTGCTCCTGACGCTCACTGCAAGTC 3’ 

5’ GTCAKACGACTTGCAGTGAGCGTCAGGAGCAC 3’ 

 

TNF-α 

 

rs1800629 

5’ AAATGGAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCA 3’ 

5’ TCCYCATGCCCCTCAAAACCTATTGCCTCCATTT 3’ 

Source: Own Authorship 

 

Asymmetric PCR conditions 

 

Asymmetric PCR was performed in a final volume of 25 μL containing 200 μM dNTP (dATP, dCTP, 

dTTP and dGTP), however, for the SNPs of the MUC-1 and TNF-α gene dATP was replaced by ddATP in COX-

2 gene was used ddCTP, to complete the solution added 2.0 mM MgCl2, 20 ng / μl DNA, 200 pM primer and 0.5 

U AmpliTaq Gold (Life Technologies - Carlsbad, CA). 

Amplification of single-stranded DNA by the polymerase chain reaction (PCR) technique followed the 

following steps: I - Pre-denaturation for 3 min at 94 ° C; II - 94 ° C for 20 sec, 55 ° C for 45 sec and 72 ° C for 30 

sec; III - End of the extension of the primer occurred at a temperature of 72 ° C for 5 min [22]. 

 

Hybridization Conditions 
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The amplification product of each sample was subjected to the hybridization procedure, in which the 200 

pM PCR mixture of the complementary sequence was added, the reaction occurred for 10 min at 4 ° C [21].  

 

Melting Curve Analysis 

 

The melting curve was analyzed to determine the temperature (Tm) used in the 7500 Fast Real-Time 

equipment (Life Technologies - Carlsbad, CA) during the real-time PCR reaction. SYBR® Green Mix reagent 

(Life Technologies - Carlsbad, CA) was required for curve analysis. 

 

Statistical analysis 

 

Allele frequencies and genotypic distributions were obtained by the Hardy-Weinberg equilibrium model. 

Statistical verification of the association of SNPs regarding susceptibility to CM development was performed using 

the q-square and Fisher tests using the R statistical tool (R Core Team, 2016) [23], where P <0.05 was considered 

significant. 

 

Results 

 

All three SNPs analyzed in this study showed a possible association with CM when compared to control 

samples (p˂0,0001). The genotypic distributions of rs4072037 (A˃G) of the MUC-1 gene were n = 83 (A / A), n 

= 17 (G / G) and n = 0 (G / A), observed at Tm of 73 °. C for allele A (Figure 1) and 79 ° C for allele G (Figure 

2). 

 

Figure 1 - Melting curve of SNP rs4072037 A / A genotype for MUC-1 gene 
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Source: 7500 Fast Real-time PCR System Equipment (Life Technologies - Carlsbad, CA). 

 

Figure 2 - Melting curve of SNP G / G genotype rs4072037 for MUC-1 gene 
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Source: 7500 Fast Real-time PCR System Equipment (Life Technologies - Carlsbad, CA). 

 

Genotyping of the COX-2 gene rs533479217 SNP yielded the following values: n = 94 (A / A), n = 6 

(C / C) and n = 0 (A / C). As for melting curve analysis, temperatures of 71 ° C - 73 ° C for allele C (Figure 3) 

and 75 ° C - 77 ° C for allele A were observed (Figure 4). 

 

Figure 3 - Melting curve representing the C / C SNP genotype rs533479217 of the COX-2 gene. 
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Source: 7500 Fast Real-time PCR System Equipment (Life Technologies - Carlsbad, CA). 

 

Figure 4 - Melting curve representing SNP A / A genotype rs533479217 of the COX-2 gene. 
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Source: 7500 Fast Real-time PCR System Equipment (Life Technologies - Carlsbad, CA). 

 

For SNP rs1800629 present in the TNF-α oncogene, the genotypic distribution was n = 85 (G / G), n = 

14 (A / A) and n = 1 (A / G). Melting temperatures were 68 ° C - 71 ° C in G allele (Figure 5), 72 ° C - 75 ° C for 

A allele (Figure 6) and for A / G 68 ° and 72 ° C were observed. C (Figure 7). 

 

Figure 5 - Melting curve representing the SNP rs1800629 G / G genotype of the TNF-α gene. 
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Fonte: Equipamento 7500 Fast Real-time PCR System (Life Technologies – Carlsbad, CA).  

 

Figura 6 – Curva de Melting representando o genótipo A/A do SNP rs1800629 do gene TNF- α.  
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Source: 7500 Fast Real-time PCR System Equipment (Life Technologies - Carlsbad, CA). 

 

Figure 7 - Melting curve representing SNP rs1800629 A / G genotype of TNF-α gene. 
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Source: 7500 Fast Real-time PCR System Equipment (Life Technologies - Carlsbad, CA). 

 

Discussion 

 

Breast cancer is the most diagnosed subtype and the leading cause of cancer death among women. In the 

world the rates of new cases are high and lose only for lung carcinoma [24]. The increase in statistical data is 

related to genetic, environmental and lifestyle factors of the patients [25]. Age is a strong inducer, since 

premenopausal and postmenopausal women, aged between 40 and 59 years, are more prone to the development of 

the pathogenic condition [26]. 

According to Gail. [27], polymorphic genes contribute to allelic variation and associations with neoplastic 

development. This peculiarity was evidenced in the study of Zheng et al. [28]; with samples of gastric cancer, 

where the existence of the SNP rs4072037 in the MUC 1 gene was observed, which can act as inducer of the tumor 

process. 

However, the glycoprotein encoded by MUC1, involved in the transduction of cellular signals, is 

associated with the inhibition of apoptosis and assists in the metastatic progression. Thus, the abnormal phenotype 

may be present in other carcinogenic types [29], correlating with the results obtained in this research, since the 

polymorphic G / G allele was observed in seventeen samples analyzed.   The existence 
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of this G allele results in the insertion or deletion of nine amino acids in the encoded protein, a process that elicits 

alterations in the function of the same, besides compromising the expression of the MUC 1 gene [30,31]. SNPs in 

COX-2 genes are also shown to be influencers of carcinogenic susceptibility, and it is estimated that there are more 

than 15 already identified in this gene region [32]. 

Abraham et al. [33], evaluated the possible association of COX-2 polymorphisms with the increased risk 

for breast cancer, in which it was demonstrated that variants of the gene do not play an important role in CM 

development. Notoriety also proved by Shen et al. [34], in which 1.067 CM samples were genotyped and the SNPs 

ratio in this population was evaluated, but there was no significant association. 

However, in the present study, there was a significant association between the SNP rs533479217 of the 

COX-2 gene and the susceptibility to the mammary tumor, with a predominance of homozygous A / A genotype 

(n = 94) (Figure X). The type of sample used, sampling, age range, and recurrent mutations of external biological 

factors may contribute to the discrepancy of the cited studies [35]. 

The SNP rs1800629 in the TNF-α gene has been reported as a risk factor in several diseases, including 

cardiovascular, Crohn's, atherosclerosis and cancer [36-39]. This relationship with the carcinogenic processes is 

due to the chronic production of the cytokine, allowing an increase of the angiogenesis and improving the 

interaction of cancer cells with the extracellular matrix [40]. 

Gaudet et al. [41], identified the association of variant A allele of TNF-α gene SNPs in 5,546 American 

women, revealing that the rs361525 SNP was associated with a high CM risk compared to the GG genotype, 

however, rs1800629, the same used in this study, showed no relation to the disease. However, the results of the 

study can not exclude the possibility of association, since the population diversity can cause such a profile, a reason 

that is proven in this research, where there was a significant relationship between rs1800629 and CM. 

The A (AA or AG) allele of this polymorphism contributes to the high binding activity of nuclear factors 

to the TNF-α promoter, resulting in high levels of gene transcription, thus suggesting an increased cancer risk 

compared to individuals which present the GG allele [42]. According to Madeleine et al. [43], the presence of the 

TNF-α AA genotype may be a risk factor for CM in African individuals, however, it is considered a protective 

factor in European patients. 

The presence of the G / G allele in the samples used showed a significant proportion (Figure 5). Park et 

al. [44] also identified an increased incidence of this homozygous allele in Korean-resident breast cancer patients; 

however, this association was not significant according to the Hardy – Weinberg balance. Factors such as ethnicity 

and family history may explain the discrepancy of the results identified in these surveys. 

The increase in TNF-α causes hemorrhage and apoptosis of tumor cells and low concentrations can 

promote cancer growth and progression. In the breast is cytokine induces cell proliferation, morphogenesis and 

branching [45]. Factors influenced by the presence of G˃A polymorphism in the gene in question. Fang et al. [46] 

performed a meta-analysis involving 10,184 cases of CM and found an association between TNF-α and SNP 

rs1800629 in Caucasian individuals. 

This condition, which proves the Hardy-Weinberg equilibrium theory, demonstrates the expected allelic 

frequency for a given population [47], a peculiarity that corroborates the results obtained in this study, in which 

the genotypes expected for sampling were not according to the balance, thus, the results obtained may have an 

association with the increased risk of CM in the study patients. 
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Conclusion 

 

The rs4072037 (MUC-1), rs533479217 (COX-2) and rs1800629 (TNF-α) SNPs have been shown to be 

associated with susceptibility to breast cancer development, when compared to control samples, and are 

statistically significant between genotypes. . Therefore, such genotypes can be considered molecular markers for 

CM. 
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