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METODOLOGIA CONCLUSÃO:

REFERÊNCIAS

A síndrome de Shwachman-Diamond (OMIM#260400) (SSD)
é uma condição de herança autossômica recessiva,
caracterizada por síndrome disabsortiva, alterações
esqueléticas e anormalidades hematológicas.1,2 Variantes
patogênicas no gene SBDS (SBDS ribosome maturation
factor) são a principal causa genética associada à SSD.2 O
sequenciamento do exoma completo por fragmentos curtos,
é amplamente utilizado para a detecção de variantes no gene
SBDS, mas pode apresentar limitações devido ao alto grau
de homologia de sequência entre o gene SBDS e o seu
pseudogene SBDSP1, aumentando a probabilidade de
desalinhamento das leituras no processo de mapeamento.
1,2
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A priorização de variantes causais possibilitou a identificação
de uma alteração patogênica de splicing (c.258+2T>C) no gene
SBDS (Figura 1), com frequência alélica sugestiva de
homozigose. Apesar de nenhuma outra variante ter sido
chamada com base no pipeline de processamento de variantes,
a análise manual do arquivo de alinhamento de sequências
(formato BAM) no IGV revelou a presença de algumas leituras
contendo as variantes c.183_184TA>CT e c.201A>G (5 leituras
de 106) (Figura 1), as quais foram descartadas pelo software por
serem consideradas de baixa qualidade.
A coocorrência em heterozigose composta do alelo c.258+2T>C
(Figura 2) com um alelo contendo as variantes c.183_184TA>CT
e c.201A>G (Figura 2) foi previamente associada ao fenótipo de
SSD.1,2 Relatos anteriores indicam que a presença simultânea
dessas alterações em uma mesma leitura compromete o
mapeamento correto ao locus do gene SBDS, resultando no
alinhamento preferencial das leituras ao pseudogene SBDSP1.
1,2 Esse evento dificulta a determinação da zigosidade da
variante c.258+2T>C e contribui para a subdetecção das
variantes c.183_184TA>CT e c.201A>G.1,2 Assim, a
determinação precisa da zigosidade e da fase dessas variantes
requer o uso de metodologias ortogonais, como o
sequenciamento pelo método de Sanger. 1,2

No presente estudo, foi realizado o sequenciamento do
exoma completo de um paciente com sintomas sugestivos
de SSD, incluindo diarreia crônica e insuficiência
pancreática exócrina, déficit de crescimento e suspeita de
microcefalia primária, com o objetivo de identificar variantes
causais.

Após a obtenção do TCLE (5.079.483), o DNA genômico foi
isolado a partir de sangue periférico e o sequenciamento do
exoma completo foi realizado. A biblioteca genômica foi
construída utilizando o Illumina Exome V2.0 (200 ciclos)
seguida do sequenciamento na plataforma NovaSeq 6000
(Illumina). O processamento e a análise dos dados foram
conduzidos no webserver Varstation e as variantes foram
classificadas de acordo com as diretrizes do ACMG/ClinGen.

Os achados aqui descritos evidenciam as limitações do
sequenciamento de exoma por leitura curta na detecção de
variantes patogênicas em genes com pseudogenes, como o
gene SBDS. Tal fato aumenta o risco de resultados falso-
negativos, indicando a necessidade de metodologias
complementares, a fim de evitar erros diagnósticos e garantir
um manejo clínico adequado.
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Figura 1: IGV do paciente avaliado no nosso serviço. Figura 2: IGV do paciente da literatura.


	Slide 2

