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SOLICITAÇÃO PACIENTE MATERIAL 

Nome: Dra Welida Cassa Nome: Lia Fiorin Jogaib Responsável pela coleta: HINSG 

CRM: ES 10999 Data de Nascimento: 06.01.2018 Tipo: DNA extraído de Sangue 
Periférico 

Instituição: HINSG  Nº de Identificação: 989/22 

Cidade: Vitória - ES  Data da coleta: 13.06.2022 

  Data do resultado: 01.08.2022 

 

Resultado do Exame: PAINEL DE DOENÇAS ESQUELÉTICAS 
SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO 

COMPREENDENDO O TESTE GENÉTICO 

 Genoma é o conteúdo genético ou a informação hereditária de um organismo, codificada no 

DNA. O DNA é formado por uma dupla fita composta por nucleotídeos (base nitrogenada, açúcar e 

fosfato) e as bases nitrogenadas são designadas: Adenina (A), Timina (T), Guanina (G) e Citosina (C). O 

genoma, constituído por cerca de 3 bilhões de pares de base, é quase o mesmo em todos os indivíduos, 

porém com pequenas diferenças denominadas variações genéticas. Estas variações são responsáveis 

pelas diferenças das características fenotípicas entre as pessoas, como por exemplo: o tipo do cabelo, 

cor dos olhos, e também, por diferenças nas condições de saúde de cada ser humano. 

 A variante de nucleotídeo único (SNV – Single Nucleotide Variant) é um tipo de mutação, onde, 

por exemplo, uma única troca da base do nucleotídeo, ou “uma letra” (A, T, G, C) ocorre na sequência 

do DNA de um indivíduo comparado a outros e esta variação pode ser responsável por uma variação 

no fenótipo, ou seja, características próprias do indivíduo ou por uma doença. 

Exemplo: Sequência 1: -AGCCTAATGGGC- 
    Sequência 2: -AGCCTAAGGGGC- 
 
 Neste exemplo, a sequência 1 difere da 2 em apenas uma “letra”, mas que pode interferir no 

fenótipo, como: na susceptibilidade pra determinada doença, resistência a fármacos, fatores de risco 

à exposições ambientais, etc... 

 No genoma existem regiões que são funcionalmente importantes responsáveis pela produção 

de proteínas que atuam no organismo, chamadas de exons. E existem regiões que não são traduzidas, 

denominadas de introns. O Sequenciamento de Nova Geração (NGS) realiza o sequenciamento e a 

análise dos exons dos genes relacionados ao quadro clínico e referidos na lista dos genes do painel 

solicitado. 
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Classificação das Variantes 

 As variações são classificadas de acordo com orientações do American College of Medical 

Genetics and Genomics (ACMG)1 e baseada em informações de bancos de dados como o ClinVar2: 

Benigna Variante previamente conhecida e não associada à doença 

Provavelmente Benigna Variante com alta probabilidade de não estar associada à doença 

Variante de Significado Incerto 
(VUS)* 

Variante de significado incerto em relação à associação à doença 

Provavelmente Patogênica Variante com alta probabilidade de estar associada à doença 

Patogênica Variante previamente reconhecida como responsável pela doença 

*VUS – Variant of Uncertain Significance 
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INFORMAÇÕES CLÍNICAS 

Paciente com fragilidade óssea e elevação de fosfatase alcalina e NTx. Inventário ósseo sem 

caracterísciticas específicas que permitam chegar a um diagnóstico de displasia óssea. 

RESULTADO 

IDENTIFICADAS VARIANTES QUE PODEM ESTAR RELACIONADAS AO FENÓTIPO RELATADO 

Gene/Transcrito Localização Variante Zigosidade 
Doença 
OMIM 

Herança 
Classificação da 

variante 

PYCR1 
(ENST00000402252.
6) 

Intron 5 
c.621+1G>A 
(5’ splice site) 

Heterozigose 
Cutis laxa, tipo 
IIB; Cutis laxa 

tipo IIIB 

Autossômica 
recessiva 

Patogênica 

COL2A1 
(ENST00000380518.
8) 

Exon 24 
c.1544G>A 

(p.Arg515His) 
Heterozigose 

Displasia 
espondiloperifér

ica 

Autossômica 
dominante 

Significado 
Incerto 

Os resultados dos testes genéticos são relatados de acordo com as recomendações do American 

College of Medical Genetics1. 

A cobertura dos genes do painel de Doenças Esqueléticas é fornecida no apêndice. 

INTERPRETAÇÃO DAS VARIANTES E CORRELAÇÃO CLÍNICA 

VARIANTE 1 (gene PYCR1) 

Descrição da variante: Foi identificada uma variante, em heterozigose, no sítio de splicing 5’ no íntron 

5 do gene PYCR1 (chr17:g.81934925C>T; Profundidade: 197x) que afeta o sítio doador de splicing do 

exon 5 (c.621+1G>A; ENST00000402252.6) (Tabela). A variante c.621+1G>A tem Frequência do Alelo 

Menor (MAF) de 0,002% no gnomAD3, e não foi descrita no ABraOM4 e nem no 1000 genomes5. As 

predições in silico classificaram a variante como “causadora de doenças” pelo algoritmo 

MutationTaster. O códon de referência é conservado em outras espécies. Essa variante é descrita no 

ClinVar como patogênica (694712). (Classificação ACMG: Patogênica (PVS1Very Strong; PM2 moderate; 

PP5strong)18. 

Fenótipo OMIM: Cutis laxa, tipo IIB (OMIM#612940) e tipo IIIB (OMIM#614438) podem ser causadas 

por mutações em homozigose ou em heterozigose composta no gene PYCR1 (OMIM*179035). Cutis 

laxa tipo II (ARCL2) inclui cutis laxa de gravidade variável, crescimento anormal, atraso no 

desenvolvimento e anormalidades esqueléticas associadas. Cutis laxa tipo III (ARCL3), é uma doença 

rara caracterizada por aparência envelhecida com características faciais distintas, cabelos esparsos, 

anormalidades oftalmológicas, retardo do crescimento intrauterino (RCIU) e cutis flácida6. 

Não foi detectada uma segunda variante significativa em heterozigose no gene PYCR1. A 

sensibilidade dos ensaios baseados em NGS para detectar grandes deleções/duplicações de 

heterozigotos é baixa e um método alternativo é recomendado. 
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Com base nas evidências acima, essa variante no gene PYCR1 é classificada como uma variante 

Patogênica e deve ser cuidadosamente correlacionada com os sintomas clínicos. 

VARIANTE 2 (gene COL2A1): 

Descrição da variante: Foi identificada uma variante missense, em heterozigose, no exon 24 do gene 

COL2A1 (chr12:g.47985949C>T; Profundidade: 251x) que resulta na substituição do aminoácido 

Arginina por Histidina no códon 515 (p.Arg515His; ENST00000380518.8) (Tabela). A variante 

p.Arg515His tem Frequência do Alelo Menor (MAF) de 0,001% no gnomAD3 e não foi descrita no 

ABraOM4 e nem no 1000 genomes5. As predições in silico classificaram a variante como 

“provavelmente prejudicial” pelo PolyPhen-2 (HumDiv), “prejudicial” por SIFT e LRT e como “causadora 

de doenças” pelo algoritmo MutationTaster. O códon de referência é conservado em outras espécies. 

Essa variante é descrita no ClinVar como Variante de Significado Incerto (1300304). Classificação 

ACMG: Significado Incerto (PM1 Suppoting; PM2 Suppoting; PP2Supporting; PP3 Suppoting)19. 

Fenótipo OMIM: A displasia espondiloperiférica (OMIM#271700) pode ser causada por mutações em 

heterozigose no gene COL2A1 (OMIM*120140). Este distúrbio é caracterizado por baixa estatura, 

fácies pugilística, hipoplasia do terço médio da face, pectus carinatum, displasia espondiloepifisária, 

platispondilia, epífises femorais capitais achatadas, esporões acetabulares, braquidactilia alterações 

do epífises em forma de cone e falanges curtas6. 

Com base nas evidências acima, essa variante no gene COL2A1 é classificada como uma Variante de 

Significado Incerto (VUS) e deve ser cuidadosamente correlacionada com os sintomas clínicos. 

O significado/classificação das variantes pode mudar com base em testes genéticos nos pais 
e outros membros da família. 

RECOMENDAÇÕES 

Aconselhamento genético é recomendado. 

Se os resultados obtidos não corresponderem aos achados clínicos, testes adicionais devem ser 

considerados conforme as recomendações do médico assistente. 

LIMITAÇÕES 

O teste genético é uma parte importante do processo diagnóstico. No entanto, os testes genéticos nem 

sempre dão uma resposta definitiva. Em alguns casos, o teste pode não identificar uma variante 

genética, mesmo que exista. Isso pode ser devido a limitações no conhecimento médico atual ou na 

tecnologia de teste. A precisa interpretação dos resultados dos testes pode exigir o conhecimento das 

verdadeiras relações biológicas em uma família. Não declarar com precisão as relações biológicas na 

família pode resultar em interpretação incorreta dos resultados, diagnósticos incorretos e/ou 

resultados de testes inconclusivos. 

Os resultados dos testes são interpretados no contexto de achados clínicos, histórico familiar e outros 

dados laboratoriais. Apenas variações nos genes potencialmente relacionados à condição médica do 
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probando são relatadas. Polimorfismos raros podem levar a resultados falsos negativos ou falsos 

positivos. A interpretação incorreta dos resultados pode ocorrer se as informações fornecidas forem 

imprecisas ou incompletas. Eventos específicos, como translocações, expansões repetidas e rearranjos 

cromossômicos, podem não ser detectados com confiabilidade com o sequenciamento direcionado do 

exoma. A sensibilidade deste teste para detectar grandes deleções/duplicações de mais de 10pb ou 

variações no número de cópias (CNV) é de 70 a 75%. As CNVs detectadas devem ser confirmadas por 

método alternativo. Variantes na região não traduzida, promotores e variantes intrônicas não são 

avaliadas usando este método. O teste genético é altamente preciso. Raramente, resultados 

imprecisos podem ocorrer por vários motivos. Esses motivos incluem, mas não se limitam a: 

amostragens erradas; relatórios imprecisos de informações clínicas/médicas; erros técnicos raros ou 

circunstâncias incomuns, como transplante de medula óssea, transfusão de sangue; ou a presença de 

alterações em uma porcentagem tão pequena de células que podem não ser detectáveis pelo teste 

(por exemplo, mosaicismo). 

ISENÇÃO DE RESPONSABILIDADE 

A interpretação das variantes descritas neste relatório foi realizada com base no conhecimento atual, 

isto é, nas informações disponíveis no momento da elaboração do mesmo. A classificação das variantes 

pode mudar com o tempo e a Singular Medicina de Precisão não pode ser responsabilizada por isso. 

Não hesite em entrar em contato com a Singular Medicina de Precisão (contato@singularmp.com.br) 

no futuro para verificar se houve alguma alteração na classificação de quaisquer variantes. A reanálise 

de variantes em relatórios emitidos anteriormente, à luz de novas evidências, não é realizada 

rotineiramente, mas pode estar disponível mediante solicitação. 

Também é possível que uma variante patogênica esteja presente em um gene que não foi selecionado 

para análise e/ou interpretação devido a informações fenotípicas disponíveis serem insuficientes. 

Genes com pseudogenes, genes parálogos e genes com baixa complexidade podem ter sensibilidade e 

especificidade diminuídas na detecção e interpretação de variantes, devido à incapacidade das 

ferramentas de análise de dados para determinar inequivocamente a origem dos dados de sequência 

nessas regiões. As mutações não foram validadas/confirmadas pelo sequenciamento de Sanger. 

Descobertas incidentais ou secundárias (se houver) que atendem às diretrizes da ACMG1 podem ser 

fornecidas mediante solicitação. O relatório deve ser gerado dentro do tempo previsto, no entanto, 

esse tempo pode variar dependendo da complexidade dos testes solicitados. A Singular Medicina de 

Precisão sob nenhuma circunstância será responsável por qualquer atraso, além do tempo previsto do 

resultado mencionado. 

Fica esclarecido que os relatórios gerados a partir dos testes não fornecem nenhum diagnóstico ou 

opinião ou recomendam qualquer forma de conduta. A Singular Medicina de Precisão recomenda que 

o paciente e/ou seus responsáveis, conforme o caso, procurem o médico assistente ou um médico 

geneticista, para interpretar os relatórios gerados. A Singular Medicina de Precisão, por meio deste 

documento, se isenta de qualquer responsabilidade decorrente da conduta médica relacionada à 

interpretação dos resultados. A Singular Medicina de Precisão tem como parceiros laboratórios 

internacionais com certificação de alto e atualizados padrões de qualidade para a realização das 
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análises genéticas. Este é um teste desenvolvido em laboratório parceiro da Singular Medicina de 

Precisão certificado pelo CAP (College of American Pathologists). 

METODOLOGIA 

Sequenciamento gênico direcionado: Foram realizados a captura e sequenciamento seletivo das 

regiões codificadoras de proteínas do genoma/genes. Mutações identificadas nas regiões exônicas são 

geralmente acionáveis quando comparadas com as variações que ocorrem nas regiões não 

codificantes. O sequenciamento direcionado representa uma abordagem econômica para detectar 

variantes presentes em múltiplos genes em um indivíduo.  

O DNA extraído do sangue periférico foi usado para realizar a captura de genes direcionados usando 

um kit de captura personalizado. As bibliotecas foram sequenciadas para obter cobertura > 80-100X 

na plataforma de sequenciamento Illumina. Seguimos a estrutura de boas práticas do GATK para 

identificação de variantes na amostra usando o Sentieon7 (v201808.07). As sequências obtidas foram 

alinhadas ao genoma de referência humano (GRCh38.p13) usando o alinhador Sentieon7,8 e foram 

analisadas utilizando o Sentieon para remover duplicatas, recalibração e realinhamento de indels. O 

Sentieon haplotypecaller foi usado para identificar variantes relevantes para a suspeita clínica. A 

anotação genética das variantes é realizada usando o programa VEP9 contra o modelo de gene humano 

do Ensemble10 release 99.  

Além dos SNVs e pequenos Indels, as variantes do número de cópias (CNVs) são detectadas a partir dos 

dados da sequência alvo, usando o método ExomeDepth11 (v1.1.10). Esse algoritmo detecta CNVs raras 

com base na comparação das profundidades de leitura dos dados de teste com o conjunto de dados 

de referência agregado correspondente. Mutações clinicamente relevantes foram anotadas usando 

variantes publicadas na literatura e um conjunto de bancos de dados de doenças - ClinVar, OMIM 

(atualizado em 11 de Maio de 2020), GWAS, HGMD (v2020.2) e SwissVar2,6,12–15. As variantes comuns 

são filtradas com base na frequência do alelo no 1000Genome Phase 3, gnomAD (v2.1), EVS, dbSNP 

(v151), 1000 Japanese Genome e o Arquivo Brasileiro Online de Mutações (ABraOM)4–6,16,17. O efeito 

de variantes não sinônimos é calculado usando vários algoritmos, como PolyPhen-2, SIFT, 

MutationTaster2 e LRT. Apenas variantes não sinônimas e do sítio de splicing encontradas nas regiões 

codificantes foram utilizadas para interpretação clínica. Não foram relatadas variantes silenciosas que 

não resulta na troca de aminoácidos em regiões codificantes.  

                                  Tabela - Parâmetros de qualidade de sequenciamento 

Total de dados gerados (Gb) 7,67 

Total de sequências alinhadas (%) 99,99 

Sequências com bom alinhamento (%) 93,14 

Dados ≥Q30 (%) 97,05 
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APÊNDICE 
 

Segue abaixo a cobertura dos genes do painel de Doenças Esqueléticas. 

Tabela – Lista dos Genes 
Gene Cobertura (%) Gene Cobertura (%) Gene Cobertura (%) 

ACAN 86.83 ACP5 100.00 ACVR1 100.00 

ADAMTS10 100.00 ADAMTSL2 100.00 AGPS 100.00 

ALPL 100.00 ALX3 100.00 ALX4 100.00 

AMER1 100.00 ANKH 100.00 ANO5 98.28 

AP2S1 100.00 ARHGAP31 100.00 ATP6V0A2 100.00 

ATR 100.00 B3GALT6 100.00 B4GALT7 100.00 

BHLHA9 100.00 BMP1 100.00 BMP2 100.00 

BMPER 100.00 BMPR1B 100.00 BPNT2 100.00 

CA2 100.00 CANT1 100.00 CASR 100.00 

CC2D2A 100.00 CCDC8 100.00 CCN6 100.00 

CCNQ 100.00 CDC6 100.00 CDH15 100.00 

CDH3 100.00 CDKN1C 100.00 CDT1 100.00 

CENPJ 100.00 CEP152 100.00 CEP290 99.30 

CEP63 100.00 CHST14 100.00 CHST3 100.00 

CHSY1 100.00 CILK1 100.00 CLCN5 100.00 

CLCN7 100.00 COL10A1 100.00 COL11A1 100.00 

COL11A2 100.00 COL1A1 100.00 COL1A2 99.37 

COL2A1 100.00 COL9A1 100.00 COL9A2 100.00 

COL9A3 100.00 COMP 100.00 CREBBP 100.00 

CRTAP 100.00 CTSK 100.00 CUL7 100.00 

CYP27B1 100.00 CYP2R1 100.00 DDR2 100.00 

DHCR24 100.00 DHCR7 100.00 DLL3 100.00 

DLX3 100.00 DMP1 100.00 DNA2 100.00 

DVL1 100.00 DVL3 100.00 DYM 100.00 

DYNC2H1 99.34 EBP 100.00 EFNB1 100.00 

EIF2AK3 100.00 ENPP1 100.00 EP300 100.00 

ERF 100.00 ESCO2 100.00 EVC 100.00 

EVC2 100.00 EXT1 100.00 EXT2 100.00 

EZH1 100.00 EZH2 100.00 FAM111A 100.00 

FAM20C 100.00 FBLN1 100.00 FBN1 100.00 

FERMT3 100.00 FGF10 100.00 FGF16 100.00 

FGF23 100.00 FGF9 100.00 FGFR1 100.00 

FGFR2 100.00 FGFR3 100.00 FKBP10 100.00 

FLNA 100.00 FLNB 100.00 FREM1 100.00 

GALNT3 100.00 GDF3 100.00 GDF5 100.00 

GDF6 100.00 GJA1 100.00 GLB1 100.00 

GLI3 100.00 GNA11 100.00 GNAS 100.00 

GNPAT 100.00 GORAB 100.00 GPC6 100.00 

GSC 100.00 HDAC4 100.00 HES7 100.00 

HOXA11 100.00 HOXD13 100.00 HPGD 100.00 

HSPG2 100.00 IARS2 100.00 IFITM5 100.00 

IFT122 100.00 IFT140 100.00 IFT172 100.00 
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Gene Cobertura (%) Gene Cobertura (%) Gene Cobertura (%) 

IFT43 100.00 IFT80 100.00 IHH 100.00 

IL11RA 100.00 INPPL1 100.00 KIF22 100.00 

KIF7 100.00 LARP7 100.00 LBR 100.00 

LEMD3 100.00 LFNG 95.78 LIFR 100.00 

LMBR1 95.31 LMNA 100.00 LMX1B 100.00 

LRP4 100.00 LRP5 100.00 MAFB 100.00 

MATN3 100.00 MEGF8 100.00 MEOX1 100.00 

MESP2 100.00 MGP 100.00 MKS1 100.00 

MMP13 100.00 MMP2 100.00 MMP9 100.00 

MSX2 100.00 MTAP 100.00 MYCN 100.00 

NEK1 100.00 NFIX 100.00 NIN 100.00 

NIPBL 100.00 NKX3-2 100.00 NOG 100.00 

NOTCH2 100.00 NPR2 100.00 NSDHL 100.00 

OBSL1 100.00 OFD1 100.00 ORC1 100.00 

ORC4 100.00 ORC6 100.00 OSTM1 100.00 

P3H1 100.00 PAPSS2 100.00 PCNT 100.00 

PCYT1A 100.00 PDE4D 100.00 PEX7 100.00 

PHEX 100.00 PIGV 100.00 PITX1 100.00 

PLEKHM1 100.00 PLOD2 97.10 PLS3 100.00 

POC1A 100.00 POR 100.00 PPIB 100.00 

PRKAR1A 100.00 PTDSS1 100.00 PTH1R 100.00 

PTHLH 100.00 PTPN11 100.00 PYCR1 100.00 

RAB23 100.00 RAB33B 100.00 RASGRP2 100.00 

RBBP8 98.40 RECQL4 100.00 RMRP 100.00 

RNU4ATAC 100.00 ROR2 100.00 RPGRIP1L 98.76 

RUNX2 100.00 SALL1 100.00 SALL4 100.00 

SBDS 100.00 SERPINF1 100.00 SERPINH1 100.00 

SF3B4 100.00 SH3PXD2B 100.00 SHH 100.00 

SKI 100.00 SLC25A12 100.00 SLC25A15 100.00 

SLC26A2 100.00 SLC34A1 100.00 SLC34A3 100.00 

SLC35D1 92.21 SLC39A13 100.00 SLC9A3R1 100.00 

SLCO2A1 100.00 SMARCAL1 100.00 SNX10 100.00 

SOST 100.00 SOX9 100.00 SP7 100.00 

SPARC 100.00 SRA1 100.00 TBCE 100.00 

TBX15 100.00 TBX3 100.00 TBX4 100.00 

TBX5 100.00 TBX6 100.00 TBXAS1 100.00 

TCF12 100.00 TCIRG1 100.00 TCTN3 100.00 

TGFB1 100.00 THPO 100.00 TKT 100.00 

TMEM216 100.00 TMEM38B 100.00 TMEM67 100.00 

TNFRSF11A 100.00 TNFRSF11B 100.00 TNFSF11 100.00 

TP63 100.00 TPO 100.00 TRAPPC2 79.52 

TREM2 100.00 TRIP11 100.00 TRPS1 100.00 

TRPV4 100.00 TTC21B 100.00 TWIST1 100.00 

TYROBP 100.00 VDR 100.00 WDR19 100.00 

WDR35 97.71 WNT1 100.00 WNT10B 100.00 

WNT3 100.00 WNT5A 100.00 WNT7A 100.00 

XYLT1 100.00 ZMPSTE24 100.00 ZSWIM6 100.00 
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