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Resumo

Introdugdo: o cancer de mama é o tipo mais comum entre as mulheres e corresponde a cerca de 30% de todos os diagndsticos
de cancer feminino. O cancer de ovario representa cerca de 3%. Estima-se que entre 5% e 10% dos casos de cancer de mama e
ovario estejam relacionados a fatores hereditdrios. O gene BRCA1, diretamente envolvido no reparo do DNA e com papel crucial na
manutencgdo da estabilidade genomica, € um dos genes mais associados a sindrome de predisposigdo a cancer de mama e a cancer
de ovario hereditarios (HBOC). Mutagdes germinativas nesse gene podem resultar em um risco cumulativo médio de 55% a 70% para
o desenvolvimento de cancer de mama e cerca de 39% para cancer de ovdrio ao longo da vida. Objetivo: deste estudo foi associar
haplétipos identificados no gene BRCAI com uma possivel origem comum para a mutagao c.3331_3334del, na Bahia. Metodologia:
foram avaliados 6 marcadores microssatélites (STRs) ao longo do cromossomo 17 (THRA1, D1751327, D17S800, D175S855, D1751323,
D17S1323), através da técnica de analise de fragmentos em 12 pacientes com HBOC ndo aparentados. Resultados: revelaram um
hapldtipo mais frequente entre os pacientes, com a combinagdo dos seguintes alelos: THRA1-164 (83,33%), D175800-240 (50%),
D17S855-150 (58,33%), D1751327-150 (91,67%) e D1751323-130 (83,33%). Apenas o marcador D175579 apresentou um perfil mais
heterogéneo. Contudo, 5 dos 12 pacientes (33,33%)apresentavam o alelo 120pb. Conclusdo: a presenga de um haplétipo comum
entre os pacientes avaliados pode estar associada a um efeito fundador e pode indicar origem Unica para a dadarecorréncia da
variante BRCA1: c.3331_3334del na populagdo da Bahia. A investigagdo dessa mutagdo pode ser considerada para a implantagdo de
triagem mutacional nos pacientes com suspeita de HBOC,nessa populagao.

Palavras-chave: Marcadores STR; HBOC; efeito fundador.

Abstract

Introduction: Breast cancer is the most common type of cancer among women and accounts for approximately 30% of all female
cancer diagnoses. Ovarian cancer accounts for approximately 3%. It is estimated that between 5% and 10% of breast and ovarian
cancer cases are related to hereditary factors. The BRCA1 gene, directly involved in DNA repair and playing a crucial role in maintaining
genomic stability, is one of the genes most associated with hereditary breast cancer and ovarian cancer (HBOC) predisposition
syndrome. Germline mutations in this gene can result in an average cumulative lifetime risk of 55% to 70% for developing breast
cancer and approximately 39% for ovarian cancer. Objective: associating haplotypes identified in the BRCA1 gene with a possible
common origin for the c.3331_3334del mutation in Bahia. Methodology: Six microsatellite markers (STRs) along chromosome 17
(THRA1, D1751327, D175800, D175855, D1751323, D1751323) were evaluated through fragment analysis in 12 unrelated patients with
HBOC. Results: A more frequent haplotype was revealed among patients, with the combination of the following alleles: THRA1-164
(83.33%), D175800-240 (50%), D175855-150 (58.33%), D1751327-150 (91.67%) and D1751323-130 (83.33%). Only marker D175579
presented a more heterogeneous profile. However, 5 of the 12 patients (33.33%) presented the 120-bp allele. Conclusion: The presence
of a common haplotype among the evaluated patients may be associated with a founder effect and may indicate a single origin for
the recurrence of the BRCA1 variant: c.3331_3334del in the Bahia population. Investigation of this mutation can be considered for
the implementation of mutational screening in patients suspected of having HBOC in this population.

Keywords: STR markers; HBOC;.founder effect.

INTRODUCAO
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O cancer de mama (CM) é o tipo mais comum en-
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tre as mulheres, sendo uma doenga extremamente
complexa, heterogénea e multifatorial, caracterizada
porinteragGes de fatores genéticos e ndo genéticos.
Em 2023, foram registrados 73.610 novos casos da
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doenga no Brasil, correspondendo a 30,1% de todos os
diagndsticos de cancer feminino. J4 o cancer de ovario
apresentou 7.310 novos casos no mesmo ano, represen-
tando cerca de 3% do total de diagnédsticos oncoldgicos
em mulheres. Em relagdo a mortalidade, em 2021, o
cancer de mama foi responsavel por 18.139 dbitos entre
mulheres no pais, o que equivale a 16,8% de todas as
mortes por cancer nesse grupo'.

Estima-se que entre 5% e 10% dos casos de cancer
de mama e de ovario estejam relacionados a fatores
hereditarios**. O gene BRCA1 (MIM 113705) esta direta-
mente envolvido no reparo do DNA, desempenhando um
papel crucial na manutencdo da estabilidade genémica e
atuando em processos como transcrigdo génica, reparo
de quebras de fita dupla e recombinacdo homdéloga®.
Mutag¢les germinativas nesse gene podem resultar
em um risco cumulativo médio de 55% a 70% para o
desenvolvimento de cancer de mama e cerca de 40%
para cancer de ovario, ao longo da vida. Esse risco pode
variar de acordo com o tipo especifico de mutacdo, com
o historico familiar e com fatores ambientais®.

As mutacdes no gene BRCA1 sdo responsaveis por
uma parcela significativa dos casos de cancer de mama
hereditario, apresentando variagGes marcantes conforme
a origem étnica e geografica’. Tais alteracGes estdo asso-
ciadas a sindrome do cancer de mama e de ovario heredi-
taria (HBOC), sendo a mutagdo c.3331_3334del (também
conhecida como: 3450del4® uma das mais relevantes e
recorrentes no gene BRCA1°. Quanto a sua distribuicdo,
ela é amplamente encontrada na Europa, na América
Latina, no Oriente Médio e no Norte da Africa,em diver-
sas populagdes ao redor do mundo, especialmente entre
familias com HBOC10-13.Estudos realizados por Tuazon
et al.’’(2020) sugerem que essa mutacdo teve origem na
Peninsula Ibérica, sendo posteriormente introduzida na
Colémbia e em outras regides da América do Sul durante
o periodo da colonizacdo europeia.

A mutagdo c.3331_3334del ja foi constatada ante-
riormente no Nordeste do Brasil, onde estudos apontam
uma elevada prevaléncia de variantes recorrentes, sendo
essa mutacdo a mais comum. Em outro estudo conduzido
no Brasil, a variante foi identificada como recorrente
entre pacientes com cancer de mama ndo aparentados e
com ascendéncia africanal415. Para investigar a origem
dessa variante recorrente na populac¢do da Babhia, foi
realizada a analise do perfil de hapldtipos em pacientes
portadores da mutacdo BRCA1:c.3331_3334del.

METODOLOGIA

Populagao estudada

Foram selecionados 28 pacientes acompanhados no
Ambulatoério de Oncogenética do Laboratério de Imuno-
logia e Biologia Molecular (LABIMUNO), no Instituto de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia. To-
dos os individuos selecionados eram heterozigotos para
a variante patogénica c.3331_3334del no gene BRCAI,
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gendtipo confirmado pelo sequenciamento de Sanger.
Desses, foram selecionados 12 para analise de haplétipo.
Todosaceitaramparticipar do estudo e assinaram Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido. O presente projeto
de pesquisa foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa, com o Parecer n2:1.382.884.

Anamnese

Todos os pacientes foram submetidos ao aconselha-
mento genético. Durante a consulta de aconselhamento,
foirealizada a coleta de dados pessoais, clinicos, de auto-
denominacéo racial (de acordo com o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica), de perfil anatomopatoldgico
e de imuno-histoquimica.

Sele¢do de marcadores moleculares

A mutacdo BRCA1:c.3331_3334del esta localiza-
da na posi¢io 43092197-43092203(GRCh38 — hg38).
Em vista disso, foram selecionados 6 marcadores do
tipo microssatélites (STR) ao longo do cromossomo
17: THRA1(40091145), D17S800 (40900006), D17S855
(43052713), D1751323 (43086027), D1751327 (43223439)
e D175579 (44729444). Sua localizagcdo estd representada
na Figura 1. A selecdo desses marcadores se baseou em
estudos prévios disponiveis na literatura e em informa-
¢Bes do banco de dados UCSC Genome Browser (https://
genome.ucsc.edu/)16. As sequéncias dos iniciadores
(primers) sdo informagdes sumarizadas na Tabela 1.

Para o DNA mitocondrial (mtDNA), foi selecionada
a regido hipervariavel 1, uma vez que essa regido gé-
nica apresenta a maior parte da variacdo de sequéncia
entre individuos. O pequeno tamanho e a variabilidade
interpessoal relativamente alta das regiGes HVS-1 sdo
caracteristicas muito Uteis para fins de testes forenses17.

Extracdo de DNA

Para o processo de extracdo de DNA das amostras
analisadas, foi utilizado o kit do BIOPUR. Todas as etapas
foram realizadas seguindo-se a recomendacdo do pro-
tocolo de execugdo do kit comercial BIOPUR MINI SPIN
PLUS (BP101-250) da Mobius Life Science.

Amplificagdo das regides-alvo de analise no DNA
através da técnica da PCR

Paratodos os marcadores, a PCR foi padronizada com
os seguintes componentes: Tampé&o (buffer) 5x, MgCl, —
25mM, par de primer —2,5 mM, mix de dNTPs—1,25mM
e Taq DNA Polimerase (Gold Promega). A reagdo iniciou-se
a partirde 100 ng/uL de DNA gendmico de cada paciente.
Foi utilizado um protocolo de ciclagem touchdown para a
realizacdo das amplificagdes, seguindo-se a seguinte pro-
gramacao: desnaturagdo inicial por 2min, a 95°C, seguida
de 20 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30s, anelamento
a 58°C (com decréscimo de 0,5°C a cada ciclo) por 30s, e
extensdo a 72°C por 50s. Seguiram-se mais 20 ciclos de
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desnaturacao a 94°C por 30s, anelamento a 50°C por 30s,
e extensdo a 72°C por 50s. A reacdo foi finalizada com
uma extensdo final de 5min a 72°C. Os primers utilizados

e os fragmentos gerados estdo sumarizados na Tabela 1.

Figura 1 — Representagdo grdfica da localizagéo dos marcadores e da mutagdo estudada
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THRA1 chr17: 40091145 40091332
D17S800 chr17:40900006 - 40900374
D17S855 chr17:43052713 - 43053009
D1751323 chr17:43086027- 43086176
BRCAT1: ¢.3331_3334de chr17:43092197- 43092203
D17S51327 chr17:43223439 - 43223568
D17S579 chr17:44729444 - 44729895
Fonte: as autoras.
Tabela 1 — Caracterizagdo dos marcadores STRs utilizados
STR PRIMER TAMANHO DOS FRAGMENTOS
THRA1 F: CGGGCAGCATAGCATTGCCT 162 — 174 bps
R: CTGCGCTTTGCACTATTGGG
D17S800 F: ATAGACTGTGTACTGGGCATTGA 237 — 275 bps
R: GGAGCCATGAATGATTTACA
D17S855 F: ACACAGACTTGTCCTACTGCC 134 -150 bps
R: GCATGGCCTTTTAGAAAGTGG
D1751323 F: TAGGAGATGGATTATTGGTG 128 - 170 bps
R: AAGCAACTTTGCAATGAGTG
D1751327 F: TTCACAACTCAAGGTAAGATAGG 130-158 bps
R: CTAAGGAGGTTTCTCTGGAC
D17S579 F: CAGTTTCATACCAAGTTCCT 108 — 127 bps

R: AGTCCTGTAGACAAAACCTG

Fonte: as autoras.

Amplificacdo do DNA através da técnica da PCR DNA
mitocondrial

As amplificagBes iniciais por PCR foram realizadas
utilizando-se um par de primers: 5’-CAC CAT TAG CAC
CCA AAG CAT-3’, localizado na posi¢ao 15978, e 5’-TGA
TTT CAC GGA GGA TGG TG-3’, localizado na posicao
16420 daregido hipervariavel 1 (HVS1). As amplificacGes
foram realizadas em 48 ulL de volume final da reacgéo,
contendo 2 pL para cada iniciador (2,5mM), 4 uL de dNTP
(1,25mM), 0,4 uL de Tag DNA polimerase (Promega®), 5
pL Buffer 20mM e 35 pl dgua ultrapura livre de DNAse
e RNAse. Em cada tubo de PCR, foram adicionados 2 puL
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de amostra de DNA. Para as amostras com o valor da
concentracdo abaixo de 50ng/uL, foram adicionados 3
uL por reacdo. O programa de amplificacdo executou
uma etapa inicial de desnaturac¢do de 4 minutos a 94°C,
seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 se-
gundos, anelamento a 47°C por 30 segundos e extensdo
a 72°C por 1:10 minutos.

Eletroforese em gel

A verificacdo da eficdcia da PCR foi realizada através
de eletroforese em gel de agarose 2%,coradacom brome-
to de etidio na concentragdo de 10mg/mL, sendo utilizado
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0,3uL na composicao de cada gel e usando-se o tampao
TBE 1X para as corridas de eletroforese.

Purificagdao do produto amplificado da PCR de DNA
mitocondrial

Para a purificacdo, utilizaram-se 2 uL do reagente
e 5 pL do produto de reacdo de PCR, totalizando um
volume de 7 L. Para degradar os primers e nucleoti-
deos restantes, o purificado foi incubado a 37°C por 15
minutos no termociclador, e mais 15 minutos no mesmo
ciclo, a80°C, parainativar o reagente. O ExoSAP-IT™ tem
como finalidade tratar produtos sem perda de amostra
pelaremocdo de primers e nucleotideos nao utilizados.

Eletroforese capilar para andlise de fragmento para os
marcadores STR

Areacdo de andlise de fragmentos foi realizada apds
a confirmacgdo da amplificacdo através da eletroforese
em gel. O volume final total da reagdo foi de 10 pL.
Para cada amostraavaliada, foram adicionados 1 pL do
produto da PCR, 0,3 plL do padrdo de peso molecular
GeneScan™ LIZ 500 (Thermofisher®) e 8,7 uL de forma-
mida Hi-Di. A reacdo foi submetida a desnaturacdo em
termociclador (95°C por 5 minutos); em seguida, foi feito
o choque térmico, por 1 minuto, para a manutenc¢ao da
configuracdo do DNA em fita Unica. A separac¢do dos
fragmentos foi realizada através de eletroforese capilar
no sequenciador de modelo SeqStudio (Thermofisher®).

Sequenciamento da regido HVS-1 do mtDNA

As reacOes de sequenciamento foram realizadas em
9,5 uL de volume final, contendo 0,5 pL de BigDye, 4 pL
de Buffer, 0,5 pL de primer: 5’-CAC CAT TAG CAC CCA
AAG CAT-3’, localizada na posi¢cdo 15978. e 5'-TGATTT
CACGGATGG TG-3’, localizada na posi¢do 16420, paraa
regido hipervariavel 1 (HVS1), e 4,5 puL de dgua ultrapura,
livre de DNAse e RNAse. Em cada pogo, foram adiciona-
dos 3,5 uL do produto purificado. O programa de am-
plificacdo executou uma etapa inicial de desnaturagdo
de 1 minuto a95°Ce 10 segundos a 96°C, anelamento a
50°C por 10 segundos e extensdo a 60°C por 4 minutos,
seguida de 34 ciclos de desnaturagdo a 96°C por 10s. A
proxima etapa, precipitagao, consistiu na adi¢ao de 80puL
de isopropanol 70% ao produto de sequenciamento em
toda placa e centrifugagdo a uma velocidade de 3.700
rpm por 45 minutos. O sobrenadante foi descartado e,
com a placa invertida, foi centrifugado a 1 minuto, na
velocidade de 900 rpm. Para secagem, foi executada, no
termociclador, uma programacdo de 75°C por 5 minutos.
Na ultima etapa de sequenciamento, na desnaturacao,
para ressuspensao da placa precipitada, foram utilizados
10pL de formamida Hi-Di, e, para manter as moléculas
do DNA gerado na reagdo de sequenciamento em fita
simples, procedeu-se com choque térmico a partir do
programa, por 5 minutos,a temperatura de 95°C, e,de-
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pois, 1 minuto, no freezer.

Analise de bioinformatica

Para identificar os tamanhos dos alelos das regides
de microssatélites,foi utilizado o software GeneMarker®
(Versdo Demo 2.6.2), conforme protocolo manual da Soft-
Genetics18. A visualizagdo dos picos correspondentes aos
fragmentos gerados permitiu a definicdo do tamanho do
fragmento em pares de bases e a consequente definicdo
dos alelos nos marcadores STR. Na analise de mtDNA, foi
utilizado BioEdit para a avaliacdo do padraodequalidade
das sequéncias e da copia das sequéncias geradas. Na
identificacdo de haplogrupos do mtDNA, foi utilizada
a ferramenta Mitomaster para a determinagdo dos
haplogrupos a partir da analise de sequéncias de DNA
mitocondrial humano. Esse instrumento é utilizado para
a comparacgao de uma determinada sequéncia de nucleo-
tideos do DNA mitocondrial de um individuo com uma
sequéncia de referéncia contida no banco de dados dis-
ponivel no sitehttps://www.mitomap.org/MITOMAP19.

RESULTADOS

Até a presente data, ja foram atendidos 2118 indivi-
duos, sendo 975 probandos e, desses, aproximadamente
10% (95/975) apresentaram mutacgdes no gene BRCA1 (da-
dos do Servico de Oncogenética do LABIMUNO da UFBA,
em comunicacdo pessoal). A variante BRCA1:c.3331_
3334del foi encontrada em 28 (~3%) familias ndo aparen-
tadas, provenientes de diferentes cidades da Bahia, na
regido Nordeste do Brasil, entre os pacientes atendidos
com suspeita de HBOC. E a mutagdo mais frequentemen-
te encontrada no gene BRCA1, correspondendo a 29,4%
das mutacgOes nesse gene, para a populagdo estudada. A
distribuicdo geografica dessas familias pode ser observada
na Figura 2. Embora todos os pacientes atendidos sejam
residentes na Bahia, em duas dessas familias, os probandos
eram naturais de outros estados, sendo 1 caso proveniente
de Palmas (TO), na regido Norte, e o outro de Cuiaba (MT),
na regidao Centro-Oeste do pais.

A caracterizagdo clinica e epidemiolégica dos 28
probandos com a variante em BRCA1 mostrou: 46,4% de
individuos com cancer de mama (13/28); 17,8% com céan-
cerde ovario (5/28); 10,7% com cancer de mama e ovario
(3/28); 7,2% com cancer de mama bilateral (2/28); 10,7%
(3/28) sem diagndstico de cancer; e, em 7,2% (2/28),
ndo havia informacdes sobre ocorréncia de doenga. A
idade ao diagnostico variou de 26 a 60 anos, com uma
média de 41 anos. Considerando todas as pacientes com
diagnéstico de cancer de mama, incluindo aquelas com
cancer de mama e ovario e mama bilateral (18 pacientes),
o tipo histoldgico mais prevalente foi o carcinoma ductal
infiltrante, que ocorreu em 83,3% (15/18) dos casos. 1
paciente teve diagndstico de carcinoma retroareolar de
mama, e, para 2 pacientes, a informacgado sobre a anatomia
patoldgica do tumor ndo estava disponivel. A andlise do
perfil de imuno-histoquimica mostrou predominancia
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de tumores triplos negativos, ou seja, com receptor de
estrogeno, receptor de progesterona e HER2 negativos
em 50% (9/18) das pacientes, seguidos de 22,2% (4/18)
do perfil com receptores hormonais positivos e HER2
negativo. 16,7% (3/18) tinham receptores hormonais
negativos e HER2 positivo. Importante é destacar que,

em uma das pacientes com cdncer de mama bilateral,
em uma das mamas, o tumor foi triplo positivo e, na
mama contralateral, o tumor foi triplo negativo. Em duas
pacientes (11,1%), os dados de imuno-histoquimica ndo
estavam disponiveis.

Figura 2 — Mapa do estado da Bahia, na regido Nordeste do Brasil, dividido em microrregibes, com a distribuigdo geogrdfica dos

pacientes portadores da mutagdo BRCA1:c.3331_3334del.
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Entre todos os casos de cancer de ovario, 75% (6/8)
apresentaram o tipo histolégico de adenocarcinoma se-
roso.Uma paciente tinha diagndstico de adenocarcinoma
seropapilifero e,para uma paciente, ndo havia dados
sobre a histopatologia disponivel.

Todos os individuos atendidos no Ambulatério de On-
cogenética responderam um questionario sobre autoclas-
sificacdo de raga ou cor, seguindo-se os critérios de classifi-
cacdo do IBGE21, além de fornecerem informacgdes sobre a
ocorréncia de ascendéncia europeia, africana e amerindia.
Essa andlise mostrou que 60,7% (17/28) se autodeclararam
pardos, seguidos de 28,6% (8/28) dos participantes que
se autodeclararam brancos. Ndo foram obtidos dados de
autoclassificagdo para 3 participantes do estudo. Dentre
aqueles que conheciam dados sobre ascendéncia familiar,
os relatos de ascendéncia europeia foram predominantes
(10 familias), com relatos de origem portuguesa, francesa,
espanhola e alema em suas familias. Uma familia relatou
ascendéncia africana, e duas familias apresentaram relatos
de influéncia amerindia predominante.

A investigacdo da ancestralidade genética e (ou)
origem geogrdfica é de grande importancia para a ava-
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liagdo dos hapldtipos e inferéncias sobre a origem da
variante. Neste estudo, ndo foi possivel avaliar marcado-
res biparentais informativos de ancestralidade genética.
Masdadossobre ancestralidade materna, através de ha-
plogrupos de DNA mitocondrial, estavam disponiveis (em
comunicagao pessoal) para os participantes deste estudo
e foram sumarizados na Tabela 4. Os dados do mtDNA
corroboram a miscigena¢do dessa populagdo, uma vez
que foram identificados 4 (44,4%) haplogrupos de origem
africana, 4 (44,4%) de origem asiatica ou amerindia, e 1
(11,2%) de origem europeia.

A andlise de hapldtipos do cromossomo 17 foi possi-
vel em 12 representantes das 28 familias com a variante
BRCA1:c.3331_3334del. Foi observado 1 hapldtipo mais
frequente com os seguintes alelos: THRA1 - 164 (76,92%),
D175800-240 (46,15%), D175855-150 (46,15%), D1751327-
150 (92,31%) e D1751323-130 (76,92%). Apenas o mar-
cador D17S579 apresentou um perfil mais heterogéneo,
com 4 dos 12 pacientes (38,46%) apresentando o alelo
120. Os dados dos alelos identificados estdo disponiveis
na Tabela 2.
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Tabela 2 — Perfil molecular de hapldtipo e mtDNA dos portadores da mutagdo c¢.3331_3334del.

BRCA1
Haplogrupo THRA1 D175800 D17S855 D1751327 D1751323 D17S579
mtDNA
c.3331_3334del
CM0031 L2a(L2al) 164 164 o o 148 148 150 150 130 130 ** **
CM0201  ** 164 162 o o 142 150 150 150 130 160 o o
CMO0223 H2a 164 164 240 240 148 148 150 150 130 130 120 127
CMO0312  L3d (L3d1d) 164 168 240 240 142 150 150 156 130 162 120 120
CMO0615 A2q 164 168 *K o o o 150 150 130 155 *H *H
CM0701 C1 168 168 ** o 140 150 150 150 130 130 *x *x
CM0790 B4 164 164 240 246 140 150 150 150 130 128 114 114
CMO0875 Llc 168 168 240 240 140 140 150 150 128 128 119 119
CM0899 L3d 164 176 240 240 154 150 150 154 130 128 112 119
CM0943  ** 164 172 240 240 148 148 150 150 130 156 119 119
CM1167 Gla(Glal) 164 164 237 237 150 150 150 150 128 128 120 120
CM1235  ** 164 157 239 239 140 150 148 150 130 128 120 120

Legenda —Em destaque, os haplétipos compartilhados entre os individuos; ** indica alelos ndo identificados.

Fonte: as autoras.

DISCUSSAO

Amutacdo BRCA1:c.3331_3334del tem se destacado
como uma variante recorrente em diversos estudos popu-
lacionais ao redor do mundo. Originalmente, foi descrita
em uma familia da América do Norte, onde a mutacgao foi
identificada em uma paciente diagnosticada com cancer
de mama aos 28 anos, e, posteriormente, com cancer de
ovario aos 34 anos, com 3 outros casos, na mesma familia,
também diagnosticados com cancer de mama, aos 26, 29
e 40 anos?. Essa mutacdo foi relatada em diferentes pai-
ses da Europa, Africa e América do Sul 12132 o que pode
sugerir uma origem antiga e ampla dispersdo geografica.
Estudos prévios também confirmam a alta prevaléncia da
variante BRCA1:c.3331_3334del no Nordeste brasileiro.
Uma pesquisa, realizada no estado do Cear3, identificou
essa mutagdo como a mais frequente entre as variantes
patogénicas do BRCA1, correspondendo a 38,7% das
altera¢des detectadas!®. Outro estudo, realizado com
pacientes com cancer de mama nao relacionados e com
ascendéncia africana, também demonstrou a recorréncia
dessa variante?®. Esses achados, combinados com os do
presente estudo, fortalecem a hipdtese de que a mutacgado
tenha sido introduzida na regido por meio da colonizacédo
europeia e amplificada por processos de miscigenacao.

O presente estudo foi realizado em uma coorte de 28
familias ndo aparentadas, da regido Nordeste do Brasil.
A analise de haplétipos foi possivel em 12 familias, e foi
observado um perfil haplotipico homogéneo em cinco
dos seis marcadores STR analisados: THRA1, D17S800,
D17S85, D17S1327 e D1751323. Apenas o marcador
D17S579 apresentou maior heterogeneidade alélica, o
que pode estar relacionado comsua maior distancia fisica
em relagdo a mutacdo no genoma?. A homogeneidade
observada nos demais marcadores pode sugerir a pre-
senca de um efeito fundador, o que pode indicar que a
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mutacdo foi introduzida por um ancestral comum e per-
petuada ao longo das geracGes, na populagdo estudada?®.

A hipdtese de origem europeia é amplamente susten-
tada por estudos internacionais. Na Espanha, por exem-
plo, essa mutacdo foi identificada em 18 familias da regido
das Asturias, todas compartilhando um haplétipo comu-
mancestral 11.1 (37160446-48258140), com hapldtipo
minimo 0,59 (40870802-4163821) e com idade estimada
de surgimento de aproximadamente 27,6 geracdes®. No
Chile, estudo realizado em familias das regides central e
sul também apresentaram um haplétipo caracteristico,
associado a mutacdo BRCA1 c.3331_3334del®.

Estudo conduzido com 119 familias de ancestralida-
de portuguesa revelou que a mutacdao BRCAI1:c.3331
3334del foi identificada em 15 familias (12,6%), sendo
caracterizada como uma variante fundadora originaria do
norte de Portugal. Ao comparar os perfis alélicos entre
as coortes portuguesa e brasileira (Tabela 3), nota-se
que, com base nos 5 marcadores em comum em ambos
os estudos (D17S800, D175855, D1751323, D1751327,
D17S579), um haplétipo comum foi encontrado na coorte
portuguesa D175800-170, D175855-149, D1751323-152,
D17S51327-128 e D175579-117%. O perfil haplotipico
encontrado foi diferente, se comparado aos resultados
encontrados na nossa coorte brasileira.

Complementando essa perspectiva e comparando os
perfis alélicos entre as coortes chilena e brasileira, obser-
va-se que, com base nos 3 marcadores comuns aos 2 estu-
dos (D17S855, D1751323 e D1751327), os perfis dos alelos
encontrados sdo diferentes (Tabela 3). Na coorte chilena,
foram observados os alelos D175855-148, D1751323-152
e D1751327-132%°%, enquanto, na nossa coorte brasileira,
foram encontrados os alelos D175855-150, D1751323-130
e D1751327-150. Essas diferencas podem ser atribuidas a
eventos fundadores distintos e (ou) a pressdes evolutivas
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regionais, apesar da origem europeia comum da varian-
te'®2 Um estudo anterior, realizado com a populacéo
iraniana, identificou um perfil com diferenca significativa
em dois alelos de D17S5855, alelo 146 (p =0,02) e 150 (p =

0,006), e dois alelos de D1751322, alelo 121 (p=0,015) e
142 (p=0,043), em comparag¢do com o grupo de controle.
O haplétipo D175855 (150) é compartilhado com nossa
coorte, o que representa um achado interessante®.

Tabela 3 — Comparagdo entre os haplotipos para a mutagdo BRCA1:c.3331_3334del em diferentes estudos populacionais.

BRCA1 c.3331_3334del

THRA1 D17S800 D175855 D1751327 D17S51323 D17S579
Brasil (nosso estudo) 164 240 150 150 130 120
Portugal 170 149 128 152 117
Chile 148 132 152
Ird 146 /150 121/142

Fonte: as autoras.

Embora a mutagdo BRCA1:c.3331_3334del seja re-
corrente em ambos paises, as diferengas nos perfis aléli-
cos para esses marcadores microssatélites podem indicar
que, apesar da origem comum europeia da mutagdo, os
fundadores europeus que introduziram a variante foram
provenientes de regides distintas, o que é corroborado
por dados histéricos e genéticos!®?’. O processo de
colonizagdo subsequente contribuiu para a introducdo
de variagGes genéticas secunddrias ao longo do tempo.
Considerando esse contexto, é plausivel inferir que a
mutacdo tenha sido introduzida na populagdo brasileira
durante os séculos XVI e XVII, pois evidéncias genéticas e
histéricas mostram que a populagdo brasileira é compos-
ta por uma complexa diversidade de haplétipos globais,
moldada por acasalamento ndo aleatério, com o auge
da miscigenacdo. Dentro dessa diversidade, observa-se
uma distribuicdo desigual de hapldtipos especificos de
ancestralidade, refletindo os diferentes fluxos migratorios
e processos demograficos que marcaram a formacgao do
povo brasileiro30.

Em estudo realizado no arquipélago da Madeira,
localizado no Oceano Atlantico Norte, com a distancia
de Portugal de aproximadamente 970~1205km, a muta-
¢do BRCA1:c.3331_3334del foi identificada em 6 de 19
pacientes analisados, correspondendo a uma frequéncia
de 31,6%. Essa mutacgdo foi observada em individuos de
diferentes etnias e nacionalidades, incluindo Europa,
Russia, Colémbia, América Latina, populagdes nativo-
-americanas, Egito e Caribe. A alta frequéncia local e a
ampla distribuicdo étnico-geografica da mutacdo refor-
cam a hipotese de se tratar de uma variante fundadora,
previamente descrita como originaria do norte de Por-
tugal. Esses achados fortalecem a possibilidade de um
efeito fundador histdrico, especialmente considerando
que aproximadamente 54% dos primeiros colonizadores
dailha da Madeira, no século XVI, eram provenientes do
norte de Portugal®.

Na Colémbia, a mutacdo também é reconhecida
como fundadora colombiana, especialmente encon-
trada nas popula¢des miscigenadas da regido central e
em pacientes afro-colombianos com cancer de mama

Rev. Ciénc. Méd. Biol., Salvador, v. 24, n. 3, p. 897-905, set./dez. 2025

REVISTA V24 N3.indb 903

precoce. Foi identificada em 121 familias hispanicas e
representa uma das mutag¢des mais frequentes no pais?.
A ancestralidade genética dessas populagdes, que inclui
componentes europeus, africanos e indigenas, espelha
a composicdo genética encontrada em populagbes do
Nordeste brasileiro®®. Um estudo abrangente, realizado
por Tuazon et al.l° (2020), reforcou a hipdtese de uma
origem comum da mutacgdo. Ao analisar a diversidade de
haplétipos ao redor da c.3331_3334del, os autores identi-
ficaram uma regido compartilhada de 264,4 kb entre indi-
viduos de seis paises distintos (Brasil, Colombia, Portugal,
Espanha, Chile e Angola), o que sustenta a existéncia de
um ancestral comum europeu e sua dispersdo posterior
por meio da colonizagdo ibérica e do tréfico de pessoas
escravizadas®®. Além da Peninsula Ibérica e da América do
Sul, a mutagcdo também foi relatada em uma familia da
Tunisia, no norte da Africa, com uma frequéncia de 6%.
A localizagdo geografica da Tunisia, na confluéncia entre
o Mediterraneo Oriental e Ocidental, a torna um ponto
estratégico de rotas migratdrias histdricas, reforcando a
hipdtese de uma dispersdo geograficamente ampla e an-
tiga dessa mutagdo®®. Emboraisolado, esse achado sugere
que a mutagdo pode ter migrado para a regido, ou mesmo
surgido de forma independente, dada sua localizacdo
em um possivel hotspot mutacional. A vasta distribuicdo
geografica da variante BRCA1:c.3331_3334del levanta
a possibilidade de origens multiplas, ou recombinacdo
gendmica ao longo do tempo?'.

No contexto brasileiro, a diversidade genética da po-
pulacdo é marcada por contribui¢cdes europeias (70,6%),
africanas (14,5%) e indigenas (8,0%), o que reforca a im-
portancia de se considerar o histérico de miscigenacdo
na andlise da distribuicdo de variantes patogénicas como
a BRCA1:c.3331_3334del*. O fato de a mutagdo estar
presente em diferentes estados do pais e representar
uma parcela significativa das altera¢des patogénicas do
BRCA1 pode sugerir que o rastreio dessa variante seja
um alvo prioritario em estratégias de triagem genética,
especialmente em regides como o Nordeste, onde sua
recorréncia ja estd bem documentada. A identificacdo
de perfis haplotipicos regionais também pode ser util no
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desenvolvimento de protocolos de triagem populacional
mais especificos, particularmente em areas com alta
ocorréncia de cancer hereditario.

Reconhecemos duas limita¢cdes relevantes nesta
pesquisa. Ndo conseguimos amplificar com sucesso al-
gumas regides do DNA em todas as 12 familias incluidas
na analise molecular de hapldtipos. Isso significa que
pode haver informacdes genéticas relevantes que ndo
foram incluidas nesta analise. Além disso, a auséncia
de um grupo de controle, composto por individuos ndo
portadores da mutacdo, poderia permitir uma compa-
racdo mais robusta dos haplétipos identificados. Outra
limitacdo do estudo se refere a andlise da ancestralidade
baseada no mtDNA, que é herdado exclusivamente por
via materna, refletindo, portanto, apenas uma fracdo
restrita da ancestralidade total de um individuo. A
ampliacdo deste estudo, para completar a investigacao
haplotipica em todas as familias acometidas pela variante
BRCA1:c.3331_3334del, bem como a inclusdo da inves-
tigacdo em um grupo de controle, sem a mutacdo, sera
de extrema importancia para elucidar a possivel origem
comum dessa variante na populacdo da Bahia.

CONCLUSAO

Este estudo sugere a existéncia de um possivel ances-
tral comum entre os pacientes portadores da mutacdo
BRCA1:c.3331_3334del, provavelmente origindrio da
Peninsula Ibérica e possivelmente disseminado no Brasil
por meio do processo de colonizacdo europeia. Embora
significativos, os resultados obtidos indicam a necessida-
de de estudos adicionais que integrem dados genéticos,
histdricos e geograficos para uma compreensdo mais
aprofundada do padrdo de disseminacdo e da ancestra-
lidade dessa variante. Ressalta-se, ainda, que a escassez
de dados sobre o perfil de ancestralidade genética, em
populacGes miscigenadas afetadas por cancer de mamae
(ou) cancer de ovario, reforca aimportancia dos achados
apresentados.
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