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O câncer de mama é o tipo de tumor de maior incidência e mortalidade em mulheres 
em todo mundo¹. No Brasil são esperados 58 mil novos casos para o ano de 2016², dos 
quais, segundo as estimativas, entre 5-10% serão do tipo hereditário³. Desde a 
descoberta dos genes BRCA1 e BRCA2, no ano de 1994, acreditava-se que juntos eles 
representariam entre 60-80% de todos os casos de tumores de mama hereditário³, no 
entanto, vem sendo observado nos últimos anos que essa estimativa varia fortemente 
de acordo com a população estudada. No Brasil, por exemplo, eles representam 

5,6menos de 15% de todos os casos . Ainda, genes relacionados a outras síndromes 
hereditárias de predisposição ao câncer têm sido identificados em pacientes com 
diagnóstico clínico para o câncer de mama hereditário, mostrando uma sobreposição 
de fenótipos entre as síndromes hereditárias de câncer, e a contribuição de outros 
genes para pacientes com indício clínico acentuado para o câncer de mama 

6hereditário . Este trabalho têm como objetivo validar e estabelecer uma metodologia 
de obtenção de sequências alvo baseada na PCR multiplex e PCR de longo alcance (LR-
PCR) de nove genes relacionados à síndrome hereditária de câncer de mama para o 
sequenciamento de nova geração no âmbito do aconselhamento genético do INCA, e 
identificar outros genes de predisposição ao câncer de mama em pacientes com 
diagnóstico clínico da doença. 

Todas as reações de PCR multiplex e LR-PCR foram padronizadas, sendo que, o total de 184 éxons dos 9 genes são amplificadas em 38 reações. No sequenciamento teste 
realizado a fim de avaliar a eficácia da metodologia de obtenção das sequências alvo, a cobertura média para os 9 genes foi de 695x. Este resultado foi considerado parcialmente 
satisfatório por estar muito acima do valor recomendado pela literatura (30x). Apesar disso, observamos que os genes que apresentam uma média de amplicons de tamanhos 
inferiores a 300 pb a cobertura média foi inferior em relação aos genes com amplicons de tamanhos superiores a 300pb, alguns deles tiveram cobertura nula ou próxima de zero. 
Uma exceção a essa observação ocorreu com o gene CHEK2 (Tabela 1) que apresenta um fragmento único de 9556 pb. Os resultados observados para os genes MSH2 e PTEN 
eram esperados tendo em vista que eles apresentam a menor mediana em relação ao tamanho dos amplicons (Tabela 1) e, no processo de preparação das bibliotecas para o 
sequenciamento, na etapa da reação enzimática de “tagmentação”, sabe-se que os fragmentos de maior tamanho apresentam mais sítios de reconhecimento da enzima 
transposase para a adição das tags, etapa fundamental para a continuidade do processo, logo, estes fragmentos seguem automaticamente para as etapas posteriores e os 
demais são perdidos ao longo do processo. Apesar disso, dados experimentais mostraram que há uma melhor eficiência para fragmentos de tamanho inferior a 300pb desde 
que sejam utilizados ajustes que visem compensar o input de DNA para os fragmentos de amplicons menores. Em relação à ausência de cobertura observada para o gene CHEK2 
acreditamos que possa ter ocorrido devido a erros nas etapas que precedem a obtenção da biblioteca, o que teria levado a perda dos amplicons desse gene.

Tabela 1. Resultados parciais obtidos no  sequenciamento teste.

O ajuste realizado visando a sobreposição dessa barreira metodológica na etapa de 
“tagmentação” foi insuficiente para a obtenção de uma cobertura homogênea entre 
os amplicons, novos ajustes serão aplicados visando preencher essa lacuna. Apesar 
disso, a metodologia de obtenção das regiões alvo baseada nas reações de PCR de 
longo alcance e PCR multiplex, são rápidas, de fácil aplicação e pouco onerosa, e se 
mostraram eficientes especialmente para amplicons maiores que 500pb.
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