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RESUMO

Castro LP. Caracterizacdo genotipica de pacientes brasileiros com deficiéncia em processos de
reparo de DNA [Tese (Doutorado em Biotecnologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2016.

Mutacdes em genes da via de reparo de DNA por excisdo de nucleotideos estdo associados a
doencas genéticas raras, como xeroderma pigmentosum (XP), sindrome de Cockayne (CS) e
tricotiodistrofia (TTD). Desde que essas doencas foram descritas, o estudo da genética e sua
relacdo com as caracteristicas clinicas que esses pacientes manifestam tém ajudado na
compreensdo dos mecanismos envolvidos nos processos de carcinogénese e morte celular.
Este trabalho teve como objetivo identificar mutacdes responsaveis por essas sindromes em
pacientes brasileiros. Inicialmente o projeto teve como foco o estudo da comunidade de
Araras, no interior de Goias, onde existe uma das maiores incidéncias de pacientes XP no
mundo. Duas mutacBes foram identificadas no gene POLH, c.764+1G>A (intron 6) e c.C907T
[p.R303X] (exon 8) associadas a dois efeitos fundadores independentes. Através do
desenvolvimento de um teste especifico para essas mutagdes, dezessete pacientes, entre 10
e 82 anos de idade, além de familiares, foram caracterizados geneticamente, apresentando
uma grande heterogeneidade das manifestacGes clinicas com fendtipos brandos a
extremamente agressivos. Através do desenvolvimento de painel genético para genes
relacionados a reparo de DNA e sequenciamento de nova geracdo, este estudo se estendeu a
mais dezesseis pacientes de todo o Brasil, incluindo outros grupos de complementacdo de XP,
CS e TTD. Por fim, apresentamos o que se tem descrito atualmente de caracterizacdo genética
no Brasil, que somam um total de 80 pacientes. Ainda nesse contexto de caracterizacdo
molecular, o estudo do efeito das mutagdes nos introns 6 e 10 do gene POLH, mostrou que as
trocas de nucleotideos em sitio de splicing estdo afetando o processamento do mRNA desse
gene, que codifica a DNA polimerase eta (Pol eta). Finalmente, também avaliamos as
respostas de células de pacientes XP-V (deficientes no gene POLH) ao tratamento com o
agente genotoxicos cisplatina. Foi possivel observar que as linhagens deficientes em Pol eta
sdo mais sensiveis aos danos induzidos pela cisplatina, encontram problemas na fase G1/S
apos tratamento com cisplatina e apresentam um aumento de estresse genotoéxicos, através
da marcacdo high-level para histona H2AX fosforilada. Sendo assim, esperamos contribuir
para avaliacdo genética de pacientes com sindromes com deficiéncias em reparo de DNA,
buscando também entender como essas deficiéncias se relacionam com os fendtipos clinicos.

Palavras-chave: MutagcBes em genes de reparo de DNA. Xeroderma Pigmentosum. Sindrome
de Cockayne. Tricotiodistrofia. XP-V. Cisplatina.



ABSTRACT

Castro LP. Genotypic characterization of Brazilian patients with deficiency in DNA repair
processes. [Ph.D. Thesis [Biotecnology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S3o Paulo; 2016.

Mutations at DNA repair genes are associated with rare genetic diseases such as xeroderma
pigmentosum (XP), Cockayne syndrome (CS) and Trichothiodystrophy (TTD). The road since
these diseases had been described into the study of their genetics and the relationship with
clinical symptoms has helped the understanding of mechanisms involved in carcinogenesis
and cell death processes. This study aimed to identify mutations responsible for these
syndromes in Brazilian patients. Initially the project focused on the study of Araras community
in the state of Goias, where we reported one of the densest known areas of XP patients. Two
mutations were identified at the POLH gene, c.764 + 1G> A (intron 6) and ¢.C907T [p.R303X]
(exon 8), associated with two independent founders effects. With the development of a
specific assay for those mutations, seventeen XP patients, from 10 to 82 years old, and their
relatives, were genetically characterized, with the patients carrying highly heterogeneous
clinical symptoms, from mild to extremely aggressive phenotypes. With the development of a
gene panel for DNA repair related genes and next generation sequencing, this study was
extended to all over Brazil, including seventeen other patients with XP, CS and TTD
phenotypes. We also present a list comprising 80 Brazilian patients genetically characterized
for these syndromes. In the context of molecular characterization, we also studied the effects
of intron 6 and intron 10 splicing site mutations, detected in XP-V patients, on the differential
POLH mRNA processing, which normally encodes for DNA polymerase eta (Pol eta). Finally, we
evaluated the responses of XP-V primary fibroblasts, from Brazilian patients, after treatment
with the genotoxic agent cisplatin. We observed that Pol eta deficient cells were more
sensitive to damage induced by cisplatin, as well as encountered problems in the S phase
replication after treatment, and presented increased high-level fluorescence for a genotoxic
stress marker, the phosphorylated histone H2AX. Therefore, we expect our work contributes
to the genetic evaluation of patients with DNA repair deficient syndromes, also trying to
understand how these deficiencies relate to clinical phenotypes.

Keywords: Mutations in DNA repair genes. Xeroderma pigmentosum. Cockayne syndrome.
Trichothiodystrophy. XP-V. Cisplatin.
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1.1 INTRODUCAO GERAL

A doenca Xeroderma Pigmentosum (XP) € uma sindrome genética rara em que o0s
pacientes possuem uma alta predisposicdo ao cancer de pele, principalmente carcinoma e
melanoma, induzido pela exposicdo a luz do sol, devido ao componente da radiacdo
ultravioleta (UV). A incidéncia estimada da doenga é de 1/1.000.000 nos EUA e Europa, em
alguns lugares, no entanto, a incidéncia € mais alta devido a efeitos fundadores, tais como
1/100.000 no Jap3o e 1/50.000 na Africa do Norte e Oriente Médio (1). A sindrome foi
originalmente documentada pelo dermatologista hingaro Moritz Kaposi e seu orientador
austriaco Ferdinand von Hebra na Universidade de Viena (2). Neste trabalho a sindrome é
descrita em 4 pacientes com Xeroderma ou, como denominaram, Sindrome da “pele de
pergaminho”, em que descrevem; uma pigmentacdo atipica da pele, algumas lesGes com
cardter de fissura, além de seca, envelhecida e com pequenas veias dos olhos e da pele
dilatadas (telangectasia).

Aos poucos as vias moleculares e os mecanismos de reparo de DNA envolvidos com a
sindrome foram sendo elucidados. Em 1949 Albert Kelner e Renato Dulbeco descobrem que
bacteriéfagos eram capazes de sobreviver ao efeito da irradiacdo UV quando tratados com luz
visivel (3, 4). Esse efeito foi chamado de fotorreativacdo e atualmente sabe-se que essa é uma
via de reparo de DNA, presente até mamiferos placentdrios, dependente de uma enzima
chamada fotoliase, capaz de desfazer a ligacdo entre duas pirimidinas adjacentes, utilizando
como energia um féton de luz azul (350 a 450nm), e retornar a estrutura original da dupla
hélice (5). Curiosamente, a descoberta foi acidental e os pesquisadores a descobriram quando
as placas contendo bacteridfagos irradiados foram esquecidas ao lado de uma janela com
passagem de luz visivel. Nos dias seguintes o resultado inesperado de uma curva de
sobrevivéncia maior que a observada até aguele momento (6). Somente em 1978 Sancar
identifica e clona o gene da fotoliase (7).

Em 1963, Philip Hanawalt e seu aluno David Pettijohn demonstram em bactéria uma
outra via de reparo independente da luz visivel (8). Cinco anos mais tarde o pesquisador
americano James Cleaver identifica que a sindrome XP estava diretamente relacionada a
incapacidade das células destes pacientes em reparar lesGes em seu DNA (9). Em seguida,
constatou-se que células de pacientes XP, altamente sensiveis a luz UV, apresentam elevados

niveis de mutagenicidade apds irradiacdo, correlacionando, assim, o fendtipo celular, a
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instabilidade génica e o elevado indice de tumores de pele nos pacientes (10, 11). Além da
alta frequéncia de tumores, cerca de 20 a 30% dos pacientes XP apresentam graves
problemas neuroldgicos, caracterizados por morte neural prematura, progressiva deficiéncia

intelectual mental ou mesmo problemas de desenvolvimento (12, 13).

1.1.1 O DNA e sua estabilidade

Como reconhecido por Francis Crick em 1978, 25 anos apds reportar a estrutura
guimica e fisica da molécula de DNA; “We totally missed the possible role of ... [DNA] repair
although ... | later came to realise that DNA is so precious that probably many distinct repair
mechanisms would exist” (14). Dado o alto grau de conservacdo de alguns mecanismos de
reparo de DNA é de se ressaltar a grande importancia da manutencdo da integridade fisica e
biolégica dessa molécula (6, 15).

A estrutura quimica do DNA, em solucdo aquosa, esta constantemente sendo “atacada”
por agentes endogenos e exégenos (16). As bases nitrogenadas da dupla hélice podem sofrer,
por exemplo, alteracbes espontdneas com desaminacBes, perdas de base e
desemparelhamentos, ou ser atacada por radicais livres capazes de induzir lesdes do tipo
bases oxidadas. A radiacdo UV é um dos principais fatores externos capazes de causar
importantes lesdes no DNA e as principais lesdes induzidas por este agente sdo o0s
fotoprodutos CPD e 6-4PP, em que duas pirimidinas adjacente absorvem energia e se ligam
covalentemente distorcendo a dupla fita (17).

Essas lesdes, se ndo reparadas, podem comprometer o correto processamento das
polimerases durante a replicacdo e transcricdo, e desencadear importantes processos de
carcinogénese, envelhecimento e morte celular (6, 12). Assim, apesar da grande quantidade
diaria de lesGes, o DNA é uma macromolécula extremamente conservada e protegida. Além
de estar empacotado, o que dificulta o acesso dessas moléculas reagirem com o DNA,
“sequestradores” estdao constantemente removendo essas ameacgas. Somado a esses eventos,
a evolucdo selecionou multiplos e, muitas vezes redundantes, mecanismos de respostas aos

danos induzidos no DNA (10).
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1.1.2 O reparo por exciséGo de nucleotideo — NER

Uma importante via é o reparo por excisdo de nucleotideos (NER do inglés Nucleotide
Excision Repair), o qual remove lesGes que distorcem a dupla hélice do DNA (15). Dentre os
diversos mecanismos de reparo, o NER é um dos mais versateis, pois reconhece uma grande
variedade de lesdes. A principal lesdo reconhecida por esse mecanismo sdo os adutos
induzidos pela radiacdo UV. Essa via de reparo envolve basicamente o reconhecimento,
abertura e estabilizacdo das proteinas de reparo no local da lesdo, uma dupla incisdo a 5'e a
3" da lesdo, a remocgdo dos oligonucleotideos contendo a lesdo, a sintese de DNA na lacuna
formada e ligacdo do DNA reparado.

Todo esse mecanismo envolve cerca de 30 proteinas e promove a excisdo de
aproximadamente 30 pares de base englobando a regido da lesdo. O primeiro passo da via é o
reconhecimento do local da lesdo, o qual pode ocorrer em diferentes momentos na célula;
durante o processo de transcricdo (TCR) ou no genoma global (GGR), como mostra a figura 1.

A via TCR remove especificamente lesGes da fita de DNA que estd sendo transcrita.
Devido ao impedimento fisico da distorcdo causada pela lesdo, a RNA pol Il ndo consegue
progredir na transcricdo dos genes, o que sinaliza o recrutamento das proteinas da via de NER
(18). Esse reparo deve ser imediato, caso contrario toda a maquinaria celular dependente dos
genes a serem transcritos fica comprometida, o que pode desencadear o processo de
senescéncia ou morte celular. Em seguida, as proteinas CSA (ERCC8) e CSB (ERCC6) sdo
recrutadas para o local da lesdo. A proteina CSB (168 kDa) é um membro da familia SWIS/SNF
ATPase DNA-Dependente, um grupo de proteinas associadas ao remodelamento de
cromatina, transcricdo e reparo (19). Assim, CSB estd constantemente ligada a RNA
polimerase durante a etapa de elongacdao da transcricdo estimulando sua atividade e
garantindo que o DNA esteja descompactado durante a transcricdao do gene. Essa ligacdo se
torna mais forte quando a polimerase ndo consegue continuar esse processo frente a um
dano ativando a cascata da via TCR. Uma das hipdteses é que a forte interacdo de CSB a
polimerase faz com que essa fique para tras (backtracking), deslocando-a e possibilitando o
acesso das outras proteinas de reparo (20). Conforme a polimerase regressa na fita as
proteinas RPA se ligam na fita simples de DNA evitando sua renaturacdo e sinalizando o
recrutamento de outras proteinas como XPA para o local da lesdo. CSB também sinaliza o

recrutamento da proteina CSA para o nucleo. Essa proteina tem atividade de E3 ubiquitina
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ligase com sete motivos WD40, importante para interacdo com outras proteinas e formacao
de um complexo multiproteico (DDB1, cuilina4A e Rocl) (21).

Em contraste, a via GGR ocorre por todo o genoma da célula, incluindo a fita que ndo
estd sendo transcrita e é ativada quando o dimero DDB1-DDB2-CUL4A e o complexo proteico
XPC-hHRB23B-CEN2 reconhecem a distor¢do na dupla fita (22). Uma das hipdteses é que a
proteina XPC possui afinidade ao DNA com e sem lesdo, porém no DNA com lesdo essa
afinidade é maior e o tempo de interacdo com o motif B-hairpin da proteina e os nucleotideos
alterados é o que estabiliza o complexo na regido a ser reparada (23).

Apesar das diferentes formas de reconhecimento de cada via (TCR e GGR) os passos
subsequentes convergem para uma via Unica com o mesmo core proteico, que envolve o
recrutamento do fator de transcricdo TFIIH. Associado a esse fator de transcricdo, as DNA-
helicases dependentes de ATP, XPB (3°-5") e XPD (5-3") possuem um papel de desenrolar a
dupla fita que fica recoberta pelas proteinas RPA (Replication protein A) evitando sua
renaturacao. Tanto RPA, quanto XPA entdo envolvidas na estabilizacdo da “bolha” formada,
processo que demanda gasto de energia para a célula a medida em que a abertura da regido
gera uma importante forca de tracdo em toda dupla fita. XPA também ¢é importante na
sinalizacdo de qual fita devera ser excisada. Por fim, as endonucleases XPG e o complexo
XPF/ERCC1 clivam respectivamente as regides 3’e 5°da fita, as polimerases replicativas, Pol

delta ou Pol épsilon sintetizam a fita nova e a DNA-ligase | ou Il ligam o DNA sintetizado (12).
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Figura 1 - Esquema representando os passos das duas sub-vias do NER, GGR (reparo do genoma global)
e TCR (reparo acoplado a transcricdo). Essa via envolve basicamente o reconhecimento da lesdo,
abertura da dupla fita de DNA, excisdo da regido que contém a lesdo e sintese de uma nova fita livre de
erros. A versatilidade dessa via envolve o reconhecimento uma grande variedade de lesGes capazes de
distorcer a dupla fita de DNA. Adaptado de Menck e Munford 2014 (12).

MutacOes na via de NER levam ao desenvolvimento de Sindromes genéticas raras como
Xeroderma (descrita anteriormente), Cockayne (CS, do inglés Cockayne Syndrome) e
Tricotiodistrofia (TTD). Dentre os pacientes XP, diferentes grupos de complementagdo com
deficiéncias nessa via foram identificados por fusdo celular. Assim, células de pacientes com
deficiéncias em proteinas da via classica de XP fazem parte de sete grupos de
complementacdo de A até G e um oitavo grupo, XP-Variante, que apesar de sintomas clinicos
similares, apresentam essa via NER normal. A genética da doenca envolve mutacdes nesses
oito genes: XPA, XPB (ERCC3), XPC, XPD (ERCC2), XPE (DDB2), XPF (ERCC4), XPG (ERCC5) e XPV
(POLH), com fendtipo que variam de leve; XPC, XPE e XPV, a mais graves que incluem graves
sintomas de fotossensibilidade e neurodegeneracdo. De forma geral, esses pacientes
possuem problemas relacionados ao aumento da frequéncia de cancer de pele, em até
10.000 vezes de ndo melanomas e 2.000 mil vezes de melanoma em pacientes com até 20
anos, dentre esses 25% desenvolvem problemas neuroldgicos (24). Deficiéncia na via de TCR,
levam a sindromes relacionas a graves problemas de desenvolvimento, envelhecimento

precoce e neurodegeneragao.
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Pacientes CS tém como principal caracteristica clinica que definem seu diagndstico;
retardo no crescimento e problemas neuroldgicos; outras manifestacGes muito comuns
incluem a perda auditiva neurossensorial, catarata, retinopatia pigmentar, fotossensibilidade
cutdnea e carie dentaria (25). De acordo com a severidade do sintoma envolvido a sindrome
foi dividia em quatro classificacdes; Tipo I; em que nos primeiros anos de vida o paciente tem
um desenvolvimento normal, até que comecam a surgir os problemas de neurodegeneracao,
deficiéncia intelectual, e envelhecimento precoce, com perda de peso, estatura, visdo,
audicdo, o sistema nervoso central e periférico comecam a perder fungdo, com expectativa
de vida de cerca de vinte anos. Ja CS do tipo Il, envolve caracteristica da sindrome Cérebro-
oculo-facial-esquelético (COFS), incluindo grave microcefalia extrema, catarata congénita,
dismorfismo facial, nanismo caquético e artrogripose (retencdo da articulagdo em uma
posicdo fixa), cujos sintomas sdo acometidos logo que a crianga nasce com expectativa de
vida de até dez anos de idade (26). Eles também apresentam uma falha de crescimento
predominantemente pds-natal, um retardo psicomotor grave, com hipotonia axial e
hipertonia periférica e dificuldades de alimentacdo neonatais. Do tipo Ill inclui os pacientes
com fendtipo mais amenos. Alguns pacientes CS, além dos problemas de neurodegeneracao e
desenvolvimento possuem uma alta predisposicdo ao cancer de pele e sdo classificados como
XP/CS, até o momento a genética desses pacientes envolveram mutacSes nos genes XPB

(ERCC3), XPD (ERCC2), XPG (ERCC5), CSA (ERCCS) e CSB (ERCC6) (19).

Em 1981, Fujiwara e colaboradores descrevem uma paciente japonesa com uma nova
sindrome, UVSS (do inglés, UV-sensitive Syndrome) com leve fotossensibilidade, porém sem
desenvolver céncer de pele ou problemas neuroldgicos (27, 28). As células desses pacientes
possuem alta sensibilidade a UV e problemas de reparo na via de TCR com reducdo nos niveis
de RNA synthesys recovery apos irradiadas (29-31). Atualmente a genética desses pacientes
envolve mutagdes no gene CSA (ERCC8), CSB (ERCC6) e UVSSA, identificado recentemente
(30, 32-34). Alguns estudos mostraram que essa proteina interage com varios componentes
da via de TCR e CSB, envolvida na ubiquitinacdo e desfosforilacdo da RNA Pol Il parada na
forquilha de transcricdo frente a um dano, assim como na estabilizacdo de CSB no local da
lesdo (35). A estabilizacdo é mediada pela interacdo de UVSSA com USP7, uma protease que
remove ubiquitinas das proteinas, restabelecendo o estado hipofosforilado da RNA pol I,

importante para o reestabelecimento de sua atividade transcricional (36, 37).
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Bem diferente desse quadro clinico, a sindrome Tricotiodistrofia (TTD) tem como
principal caracteristica clinica a fragilidade do cabelo e das unhas. Descrita pela primeira vez
em 1968, TTD é uma sindrome genética autossdbmica recessiva rara, em que 0s pacientes
possuem problemas na formacdo de pontes de sulfetos, essencial para sintese de alguns
aminoacidos que constituem o cabelo (38). Em funcdo dessa deficiéncia os cabelos ficam
guebradicos e ralos, e quando analisados por microscopia apresentam aspecto de “rabo de
tigre” devido a auséncia de cor em algumas regides, sendo esse o diagndstico cldssico de TTD
(39, 40). Além do cabelo de “tigre”, ao nascer os pacientes desenvolvem problemas de
desenvolvimento, com baixa estatura, microcefalia, deficiéncia intelectual, possuem uma face
caracteristica com queixo recuado e orelhas grandes, displasia das unhas. Em alguns casos
apresentam fotossensibilidade (porém sem desenvolver cancer de pele), ictioses,
infertilidade, alta predisposicdo a doencas infecciosas, principalmente no trato
gastrointestinal e respiratério (41).

O primeiro trabalho descrevendo a genética envolvida no fenétipo TTD foi publicado em
1986 por Stefanini e colaboradores, em que descreveram quatro pacientes Italianos com o
fendtipo classico, porém com alta fotossensibilidade (42). Nesse trabalho foi reportado um
defeito na via de NER envolvendo a proteina mutada XPD (ERCC2). Em 1993 um estudo, do
mesmo grupo, com 13 pacientes TTD identificou dez pacientes mutados em ERCC2, porém
trés ndo apresentaram nenhuma mutacdo nesse gene (43). Muitos outros casos do fendtipo
sem ligacdo com mutacdes nesse gene trouxeram a literatura novos genes envolvidos com a
sindrome.

Atualmente sabe-se que a genética envolvida nas caracteristicas clinicas de TTD possui
uma certa complexidade. Os principais genes envolvidos no fendtipo fazem parte da via de
NER, XPB (ERCC3) (44), XPD (ERCC2) (45) e GTF2H5 (TTD-A) (46). As trés proteinas fazem parte
do complexo TFIIH, em uma via comum de GGR e TCR, e dependendo do local da mutacdo
nesses genes e da funcgdo cujo local faz parte o fendtipo pode incluir caracteristicas de XP,
como fotossensibilidade, reportado em 20% dos casos TTD (43), ou sintomas misturados de
XP e CS (XP/CS) envolvendo neurodegeneracdo e fotossensibilidade (47). Recentes
descobertas tém introduzido na literatura outros genes envolvidos no fendtipo TTD, como o
envolvimento dos genes MPLKIP (TTDN1 ou C7orfl1) (48) e RNF113A (TTD5, ligado ao

cromossomo X) (49).
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A severidade dos sintomas dessas sindromes, tanto XP, quanto CS e TTD estd
diretamente relacionada a via deficiente envolvida. De forma geral, paciente com mutacdes
em XPA, ERCC3 (XP-B), ERCC2 (XP-D) e ERCC5 (XP-G) apresentam sintomas de
fotossensibilidade e tumores cutdneos muito mais cedo quando comparados a paciente
mutados em XPC, DDB2 (XP-E) e POLH (XP-V). Os pacientes com sintomas clinicos mais
severos representam cerca de 25% dos pacientes XP e sdo aqueles que normalmente
desenvolvem problemas de neurodegeneracdo e desenvolvimento (33). A participacdo na via
de NER da proteina mutada reflete in vitro a sensibilidade dessas células a radiacdo UV, assim
como ao fendtipo clinico do paciente. Por exemplo, uma linhagem de paciente XP-C, proteina
envolvida somente na via de GGR, é bem menos sensivel a UV quando comparada a linhagem
XP-A, deficiente em GGR e TCR e extremamente sensivel. Essa relacdo também é observada
na diferenca de fendtipo entre esses pacientes em que XP-A possui um progndstico clinico
muito mais severo e uma menor expectativa de vida comparada a pacientes XP-C. A tabela 1
a seguir resume os genes mutados envolvidos em cada fendtipo, a principal caracteristica

clinica da sindrome e a via de NER afetada.

Tabela 1 - Lista das Sindromes relacionadas a deficiéncias na via de NER e os genes em que ja
foram descritas mutagdes responsaveis pelas caracteristicas clinicas dos pacientes.

Diagnostico Clinico Gene mutado

XPA
XPB (ERCC3)
XPC
XPD (ERCC2)
XPE (DDB2)
XPF (ERCC4)
XPG (ERCC5)
XPV (POLH)
Cockayne CSA (ERCCS), CSB (ERCCS), XPB (ERCC3), XPD (ERCC2), XPG (ERCCS)
Tricotiodistrofia XPB (ERCC3), XPD (ERCC2), TTD (GTF2HS), MPLKIP (TTDN1), RNF113A (TTD5)

Xeroderma

1.1.3 Uma via de tolerdncia ao dano

Outro importante via é a sintese de translesdo (TLS), uma via de tolerancia ao dano
essencial na manutencdo da estabilidade gendmica. Mutagdes no gene POLH, que codifica a
proteina Pol eta, levam a sindrome XP-V. Relatada pela primeira vez em 1970, a sindrome foi
descoberta em pacientes XP proficientes em NER (50). Em 1972, outros trés casos de

pacientes com a mesma forma variante de XP, em que a sensibilidade e o reparo induzidos
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por UV eram as mesmas de uma linhagem normal, porém com dificuldades no processo
mitotico pos replicagdo do DNA (51). Em 1975, sabendo do fato de que a cafeina estava
envolvida no aumento da sensibilidade e mutagénese em E. coli (52), Lehmann e
colaboradores, foram capazes de sensibilizar as linhagens variantes de XP apds co-tratamento
de UV e cafeina (53). A cafeina tem um efeito pleiotropico na célula com agdo na sintese de
DNA, apoptose, condensacdo da cromatina e regulacdo do ciclo celular. O aumento de
sensibilidade apds co-tratamento UV e cafeina ocorre devido ao fato de que a cafeina inibe a
fosforilagdo da quinase CDK1 que regulada o check-point de G2/M (54), porém os
mecanismos dessa inibicdo ainda ndo foram completamente elucidados. Dessa forma, a célula
com lesdo no DNA ndo para no ciclo antes do processo mitdtico, o que desencadeia aos
processos de instabilidade genética e morte celular.

Entretanto, apenas em 1999 o gene responsavel pela sindrome foi identificado e
clonado, através da purificacdo da proteina Pol eta, de extratos de células Hela, capaz de
complementar o defeito das linhagens XP-V. Além de clond-la, Masutani e colaboradores
mostram que essa € uma polimerase da familia Y de translesdo, especializada em replicar o
DNA com fotoprodutos induzidos por UV, inserindo corretamente duas adeninas frente a um
dimero de timina (55). Em humanos os processos de tolerdncia ao dano (DDT, do inglés DNA
Damage Tolerance) sdao catalisadas pelas cinco principais polimerases da familia Y; Rev1l, Pol
eta (n), Pol iota (1), Pol Kappa (k) e da familia B, Pol zeta (C) (56). Esse processo é chamado de
sintese translesdo (TLS) e o reparo da lesdo é feito apds a replicacdo do DNA, do inglés
postreplication repair. Esse mecanismo evita o bloqueio prolongado da forquilha de
replicacdo frente ao dano, o que pode desencadear o processo de apoptose, por exemplo, ou
expor essa regido a uma provavel quebra da dupla fita de DNA, contribuindo, dessa forma, a
morte celular (57).

Assim, a Pol eta é a principal polimerase da familia Y responsavel por inserir o primeiro
nucleotideo frente a um dimero de pirimidina (CPD) induzido por luz UV, replicando fielmente
o DNA lesado. Na falta dessa proteina, a TLS é processada por outras polimerases, como a Pol
iota, mais propensas a erros, portanto, mais mutagénicas, uma explicacdo para o fato de que
pacientes XP-V possuem elevada incidéncia de cancer de pele (58, 59). Além do bypass de
dimeros de pirimidina, a Pol eta estd envolvida na translesdo de danos induzidos pelo

tratamento com cisplatina, um quimioteradpico capaz de se ligar covalentemente ao DNA (60).
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O gene POLH esta localizado no cromossomo 6p21.1-6p12.3 contendo cerca de 40
kpb de DNA, divididos em 11 exons (Figura 2). O RNA mensageiro (mRNA) correspondente
tem um tamanho de 3.464 pb (Genebank NM_006502) com uma regidgo de Open Reading
Frame (ORF) de 2.139 pb, e a primeira metionina localizada no exon 2 (61). A isoforma
canonica da proteina possui 713 aminoacidos (aa), em que o motivo de atividade catalitica se
localiza inteiramente nos dez primeiros exons, 512 aa (N-terminal), contendo cinco motivos
proteicos altamente conservados responsaveis pela sua atividade enzimatica (62).
Diferentemente do sitio catalitico das polimerases replicativas, as polimerases da familia Y
possuem os dominios palm and thumb menores e por isso o nucleotideo consegue ser
incorporado apesar da lesdo (dimero de pirimidina) no DNA. Os trés dominios Finger, palm e
thumb, formam o core catalitico da proteina e funcionam como uma “garra” entre o DNA que
esta sendo replicado e os oligonucleotideos que serdo incorporados (63).

Na porcdo C-Terminal, codificada pela regido do Ultimo exon, se localiza o sinal de
localizacdo nuclear (NLS), entre os aminoacidos 682-698, essencial na dinamica de
redistribuicdo da Pol eta quando recrutada (64). O dominio zinc finger de ligacdo ao dominio
de ubiquitinacdo (UBZ) se localiza entre os aminodcidos 635-659, assim como o sitio de
ligacdo a proteina de proliferacdo nuclear (PCNA), importante proteina acesséria durante a
replicacdo que ancora a polimerase replicativa ao DNA (65). Baldeck e colaboradores
identificaram recentemente um novo dominio F1 (483-484), sendo essa uma regido de
interacdo com a subunidade POLD2 da polimerase replicativa Pol delta. Como essa é também
uma subunidade do componente funcional da Pol zeta, outra polimerase da familia Y de TLS,
o0 grupo tem como hipdtese que essa seja uma regido importante para troca entre as
polimerases de translesdo, Pol eta de insercdo, e a Pol zeta de extensdo até que a polimerase

replicativa delta retorne a duplicacdo do DNA (66).
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Figura 2 - Dominios de regulacdo da proteina Pol eta. Na por¢do N-Terminal, primeiros 432 aminoacidos,
contendo o core catalitico Finger, Palm e Thumb (em vermelho escuro) e o dominio Little finger (LF). Na
por¢do C-Terminal, ultimos 281 aminoacidos, as sequéncias necessarias para interagdo com PCNA
monoubiquitinado (em verde, PIPI-box 1 e 2), interagdo com a polimerase de translesdo REV1 (RIR, motif
524-539), em preto (motif F1 483-484) regido de interagdo com a subunidade POLD2 da polimerase
replicativa Pol delta, dominio zinc-finger de interagdo com ubiquitina (UBZ) e recrutamento da Pol eta
ao nucleo (NLS) (61, 62, 66-69).

Quando a polimerase replicativa encontra um impedimento fisico para continuar a
replicacdo, em funcdo de um DNA-molde distorcido, a lisina 164 da proteina PCNA é
monoubiquitinada pelas ubiquitinas ligases E2/E3 (Rad6/Rad18). Essa modificacdo pds-
traducional promove o recrutamento das polimerases da familia Y aumentando sua afinidade
pela PCNA que interage com a Pol eta através dos dominios UBZ e PIP-box (68). Alguns
trabalhos recentes mostram que a monoubiquinacdo também regula negativamente a
atividade da Pol eta durante a replicacdo do DNA sem lesdo, em que alguns residuos dos
dominios UBZ e PIP-box sdo monoubiquitinados, inibindo sua interacdo com PCNA. Esse

processo é down-regulado apds inducdo de dano por UV ou cisplatina (65).

A sintese translesdao é um processo feito por duas polimerases, em que a insercao dos
nucleotideos é feita por umas das polimerases da familia Y e a extensdo por mais alguns pares
de base é feita principalmente pela Pol zeta da familia B (54, 66). Apds o bypass do dano,
PCNA é desubiquitinado pela proteina USP7 para que a polimerase de alta fidelidade, Pol

delta, continue o processo de replicacdo do DNA.
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1.2 OBJETIVOS GERAIS

® Este trabalho visa identificar a distribuicdo das mutacdes encontradas nas células XP-V
proveniente de Goias (GO) e identificar as mutacGes responsaveis pelo fendtipo de
pacientes de outras regides do Brasil.

e Estudar o efeito das mutagdes em sitio de splicing no gene POLH, encontradas em
pacientes brasileiros, no processamento do mRNA.

e |nvestigar o efeito do tratamento com cisplatina nos fibroblastos primarios XP-V
avaliando a sensibilidade, o efeito no ciclo celular e na fosforilacdo da histona H2AX.



CAPITULO 2 - As Sindromes de NER no Brasil




37

2.1 INTRODUCAO

Apos a descoberta e descricdo das sindromes XP em 1878 por Hebra e Kaposi na ltélia,
de Cockayne em 1936 pelo pediatra Edward Alfred Cockayne na Inglaterra e TTD em 1968 por
Pollit também na Inglaterra, relatos de casos e descricdes de novos pacientes foram sendo
publicados pelo mundo, principalmente na América do Norte, Europa, Africa e Jap3o. O
acompanhamento de centenas de pacientes por décadas, e estudos com células desses, levou
a compreensao do que se sabe atualmente sobre as vias moleculares e os defeitos genéticos
envolvidos nos fendtipos dessas sindromes, assim como a compreensdo da relacdo de causa e
efeito das lesGes no DNA e papel do reparo nos processos de mutagénese, carcinogénese e
morte celular.

No Brasil os relatos de casos comecaram a aparecer em 1995 com a descricdo de dois
pacientes CS em Pernambuco (PE), como mostra a retrospectiva da figura 3 a seguir.
Medeiros e colaboradores descreveram os dois irmdos, um de sete anos e outro de 9
(falecido pouco tempo depois do estudo), os dois com diagndstico classico de CS com graves

problemas de neurodegeneracdo e progeria (70).
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Figura 3 - Linha do tempo indicando os relatos de casos e os estudos moleculares de pacientes XP e CS.
Em amarelo os trabalhos que apresentaram caracterizagdo genética dos pacientes.
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No estado do Rio Grande do Sul foram relatados dois trabalhos com pacientes CS: em
1999 o caso de uma crianca de 3 anos, procedente de Eldorado do Sul (RS), foi descrita com
graves problemas no desenvolvimento motor, hipotrofia muscular generalizada, deficiéncia
intelectual, caquexia, microcefalia, convulsGes e cefaleia (71). Em 2000, na cidade de Porto
Alegre, uma crianca com deficiéncia intelectual, envelhecimento precoce, surdez, problemas
de cdrie dentaria, fotossensibilidade e entre 4-5 anos passou a ter convulsGes. Filha de
casamento consanguineo de primeiro grau, a crianga teve um irmdo com 0S Mesmos
sintomas que faleceu aos 19 anos acamado. O ensaio de RNA synthesis recovery mostrou uma
reducdo na sintese de RNA apos irradiacdo com UV, o que confirmou molecularmente o
diagndstico clinico de CS (72).

Em seguida, dois trabalhos sdo publicados com pacientes do estado de Sdo Paulo. Em
2006, um estudo no Hospital das Clinicas publicou oito casos de pacientes CS, todos com
atraso de crescimento, problemas de desenvolvimento, microcefalia, caries dentarias, surdez,
contratura muscular e sete deles com fotossensibilidade. Nesse trabalho cinco novas
mutacles foram identificadas no gene CSA (ERCC8); sendo quatro pacientes portadores de
uma insercdo no exon 4 do cédon 104 (T104fs) que altera o quadro de leitura do mRNA, dois
pacientes composto heterozigotos para essa mutacdo e uma alteracdo missense T204K, com
dois pacientes homozigotos para outra alteracdo missense D266G e dois pacientes com
mutacdes em sitio de splicing uma no intron 4, IVS4+1G>A e outra no intron 6, IVS7-1G>A
(73). Em 2012, em Barueri (SP) outro relato de caso de uma crianca de trés anos com
fotossensibilidade em regiGes expostas ao sol, que comecou aos seis meses, retardo
psicomotor e deficiéncia intelectual, problemas dentarios, atrofia Optica, surdez, perda
gradativa da visdo e microcefalia (74).

Ainda em 2012, dois novos casos em Porto Alegre (RS). Irmdos, uma menina de 8 anos e
um menino de 13 anos, ambos com deficiéncia global do desenvolvimento, microcefalia,
nanismo, face caracteristica de CS (com ossos faciais proeminentes, microftalmia, olhos
encovados, micrognatia e nariz fino), surdez e fotossensibilidade. A andlise genética
identificou duas alteragdes em sitio de splicing em CSA, uma no sitio doador do intron 7, G/A
int7spl.donor; cDNA ins83; proteina Q228fs+X e outra no sitio aceptor do mesmo intron, G/A

int7spl.acc; cDNA del 9nt; proteina del207-209 (75).
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Em 2014, o ultimo caso de CS relatado, um menino de 12 anos, nascido e criado em
Salvador (BA) que procurou assisténcia médica com sintomas de fraqueza, tosse e recusa em
se alimentar. A crianca desenvolveu deficiéncia intelectual, ndo fala, ndo anda e interage
socialmente somente com sorriso no rosto. Uma tomografia revelou atrofia cortical difusa,

uma extensa calcificacdo cerebral e o espaco do liquido cerebrospinal aumentado (76).

Com relacdo ao que ja foi descrito e caracterizado de XP no Brasil foram quatro relatos
de caso (em 2003, 2004, 2011 e 2012) e trés trabalhos de caracterizacdo genética dos
pacientes (em 2009, 2012 e 2015). Em 2003, em Santa Catarina, um relato de caso de uma
crianca de sete anos, com a face extremamente afetada por inUmeras cirurgias (77). Em 2004,
Soares de Sa e colaboradores publicam um estudo de 20 anos de acompanhamento de
pacientes, menores de 18 anos, com casos de cancer no Hospital do Cancer de Sdo de Sao
Paulo. Dentre esses pacientes trés XP de 8, 16 e 17 anos com casos de melanoma nos
membros, tronco, cabeca e pescoco (78). Em 2011, em Jundiai, Pasquale relata 4 casos de
pacientes XP extremamente afetados com um &ébito durante a realizacdo do estudo. A
paciente que veio ao 6bito em decorréncia de complicacGes tumorais, dentre essas, uma
neoplasia ginecoldgica devido a uma infeccdo por HPV, o que nos evidencia ao fato de que
pacientes XP devem ser advertidos ndo somente com relacdo a protecdo solar, mas também
de infecgGes por HPV (79). Alguns estudos ja mostraram que linhagens de células XP tém um
aumento de instabilidade genémica e ficam extremamente mais sensiveis a morte induzida
por UV ou por quimioterdpicos como cisplatina quando transformadas por HPV (80). Ainda
em S3o Paulo, em 2012, Cardoso e colaboradores, da Universidade de Bauru, publicam um
relato de paciente XP de 41 anos com graves problemas odontoldgicos, leve problema
neurolégico, fotossensibilidade, com excisdo de tumores no rosto, labios, lingua e mucosa
bucal. As recorrentes cirurgias nessa regido da boca levaram a microtomia o que dificultou a
higieniza¢do bucal do paciente e até mesmo sua respiracdo (81).

Os estudos de caracterizacdo genética envolvem os trabalhos de nosso grupo de
pesquisa (2009 e 2013) e dois trabalhos de Santiago e colaboradores (2015 e 2016, em
preparacdo) do Hospital do Cancer AC Camargo. Em 2009, foram relatados trés pacientes XP,
com duas mutagdes no gene XPC, sendo uma delas ndo descrita, c.1969G>T, e uma ja descrita
em pacientes na Europa, ¢.1643-1644delTG (82, 83). Esta segunda mutacdo foi reportada

posteriormente como sendo resultado de um efeito fundador no norte da Africa (84). Em
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2015, a partir de estudo de 26 pacientes XP, é descrita descreve a baixa incidéncia de
pacientes XP-A no Brasil, com a descricdo de uma mutacdo ja descrita na literatura (85). A

tabela 2 a seguir resume as mutacdes ja descritas no Brasil a partir de 2000 até 2015.

Tabela 2 - MutagGes de Pacientes XP e CS ja publicadas no Brasil entre 2000 e 2015. S3o 16 pacientes
estudados e 14 mutagdes descritas, sendo 11 ndo descritas anteriormente e 3 ja descritas na literatura.

Artigo N°Pacientes Gene cDNA Protein Tipo Literatura
2000 Berlota 8 CSA (ERCC8) - p.T104fs Frameshift ins -
CSA (ERCC8) - p.T204K missense
CSA (ERCC8) - p.D266G missense
CSA (ERCC8) IVS4+1G>A splicing
CSA (ERCC8) IVS7-1G>A, c.618-1G>A splicing
2002 Resende 2 CSA (ERCC8) G/A int7spl.donor; cDNA ins83nt p.Q228fs+X splicing
CSA (ERCC8) G/A int7spl.acc; cDNA del 9nt p.del207-209 splicing -
2009 Leite 3 XPC ¢.1969G>T (exon 9) p.E657X stop codon novel
XPC ¢.1872_2031 (exon 9 deletion) possible splicing error novel
XPC c.1643-1644delTG (exon 8) frame shift Chavanne et al.,2000/Khan et al., 2006
XPC c.1626_1870del (245 nt deletion - Exon 8) possible splicing error Chavanne et al.,2000/Khan et al., 2006
2012 Soltys 2 XP-G (ERCC5) c.83C>A p.Ala28Asp Missense novel
XP-G (ERCC5) €.2904G>C p.Trp968Cys Missense novel

2015 Santiago 1 XPA €.619C>T (exon 5) p.R207X stop codon Bartels, C.L. 2007; Vasquez, K.M.2002; Satokata, I. 1992
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2.2 Objetivos Especificos
e Caracterizar geneticamente os pacientes XP e familiares da comunidade de Araras (GO);

® Desenvolver um meétodo para diagndstico molecular destes pacientes e avaliar a
distribuicdo dos alelos mutados na comunidade, assim como nas regides vizinhas a
essa;

e Estudar o efeito das mutacdes em sitio de splicing no gene POLH das linhagens XPO6GO
e XPO5MG;

e |dentificar as mutagdes responsavel pelo fendtipo de pacientes de diferentes regides

do Brasil com diagnéstico clinico de XP, CS e TTD.



42

2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Cultura de células

Cinco linhagens de fibroblastos primarios foram isoladas a partir de bidpsia da pele dos
pacientes e familiares; GO-01, XPO3GO, XP0O4GO, GO-05 e XPO6GO, e trés linhagens de células
primarias obtidas neste laboratério ou gentilmente cedidas pelo Dr. Alain Sarasin (Institut
Gustave Roussy, Villejuif, Franca): FHN, XP865VI (86) e XPOSMG (Tabela 3). A bidpsia foi
realizada a partir de regides livres de tumores e normalmente ndo expostas a luz. Apds
identificacdo da mutagdo, amostras de saliva (50 amostras), incluindo todos os pacientes da
comunidade e familiares, foram coletadas para posteriores ensaios de caracterizacdo
genotipica e construcdo da genealogia. Todas as coletas, incluindo de bidpsias e saliva, foram
feitas sob autorizacdo e conhecimento do comité de ética de pesquisa Humana do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (Parecer 1007 CEP, OF. CEPSH 045-13).
Os fibroblastos foram cultivados em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium®)
suplementado com 15% de Soro Fetal Bovino (Cultilab), 2 mM de L-Glutamina (Glutamax®),
na presenca de 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 0,25 pg/mL de
anfotericina.

Tabela 3 - Linhagens utilizadas para estudo fenotipico e genotipico dos pacientes. A idade é referente ao
momento da coleta da bidpsia para estabelecimento da cultura de células.

Linhagem Fendtipo Idade (Anos) Mutaciio genﬁmical
FHN Normal - - Homozigoto
XP865VEE XP-V  Homen 16 ¢.1075-2162 1244+1432del (del Homozigoto
Exon 10)
XPO5MG® XP-V  Homen - ¢.1249-1 G>A (intron 10) Homozigoto
GO-01° Normal Homen 35 ¢.764+1 G>A (intron 6) Heterozigoto
3 ¢.764+1 G>A (intron 6) Heterozigoto
XP03GO> XP-V  Mulher 31 )
¢.907 C>T [p.(Arg303*)] (exon 8) Heterozigoto
5 ¢.764+1 G>A (intron 6) Heterozigoto
XP04GO~ XP-V  Mulher 35
¢.907 C>T [p.(Arg303*)] (exon 8) Heterozigoto
GO-05° Normal Mulher 33 ¢.764+1 G>A (intron 6) Heterozigoto
XP06GO®> XP-V  Homen 7 ¢.764+1 G>A (intron 6) Homozigoto

1. Referéncia hgl9.
2. Linhagens gentilmente cedidas pelo Dr. Alain Sarasin, Institut Gustave Roussy, Villejuif (IGR),
3. Células isoladas de pacientes XP brasileiros — Laboratério de Reparo de DNA, USP, Brasil
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2.3.2 Sequenciamento pelo método de Sanger

A reacdo da polimerase em cadeia (PCR) para amplificacdo do gene POLH foi feita a
partir de 25 ng de DNA gendmico, extraido da cultura de fibroblastos primarios e/ou de
amostras de saliva. Para reacdo utilizou-se 0,1 U da enzima High Fidelity Platinum Taq DNA
Polymerase (Invitrogen/Thermo Fisher), 2 mM de MgS0O4 0,2 mM de dNTPs e 0,3 uM dos

iniciadores. O oligos utilizados para amplificacdo dos exons estdo listados na tabela 4 (87).

Tabela 4 - Oligos usados para amplificagdo e sequenciamento dos onze exons do gene POLH
(NM_006502), sendo o exon 11 subdivido em 4 conjuntos de iniciadores (87).

1 338 Sense GCGCTGTCAGACCTCAGTC
Anti-sense  AACCAATAGCCAAGGCAACA
2 279 Sense TCCCTGGCATTTTGGATTAG
Anti-sense CCACCACCACAACAACAAAG
3 326 Sense ATGATGGCATCTGTGGTCAA
Anti-sense CCAGTTCCTAGCCTCATGGA
4 313 Sense ATTGCCTGCATGAATGATCC
Anti-sense  ATGACCAAGCAAAGCAGGTT
5 405 Sense CTTCTAAGCTGGCTGCCATT
Anti-sense  CACCCGGCCTATGTGTAATAA
6 221 Sense TCACCAACTTTGATGGGTTG
Anti-sense CAACCAGAGAGTTTCTACACATGG
7 369 Sense TCCTGAACCTTTTGGAGAGC
Anti-sense  TGAAGCAAGAAGAACCAGTGAA
8 300 Sense GGACAAGGTTTTCCTTTTTCA
Anti-sense  ACCTACCCACTGACCCCTTT
9 260 Sense TGGTGCACAATTCTGTTTGG
Anti-sense  CTGTCTTTGTTCCTGCTCCA
10 310 Sense CTGGTCTCCATCCTTTCCAC
Anti-sense  TTTGAGTGATTAGACACAATGAGGA
11.1 328 Sense AGCAACCACGTCTCTGGAAT
Anti-sense  TAGCTTCGACACCCCTTCAC
11.2 354 Sense CCATGGTCCAACTGTAAAGC
Anti-sense  AACCTGGGGGTTTGAAGAGT
11.3 332 Sense AGAAGTGTGGCTCCCTGGTA
Anti-sense CCCTTTCTCAGGGAAATCTG
11.4 352 Sense TTCATGGAATTAGCAATAGGTCA

Anti-sense ~ GCCTGAGTGGGAGCAGTAAG

A reacdo foi incubada por 3 min a 95 °C para desnaturacdo da dupla fita de DNA,
seguido por 35 ciclos de: 30 s a 95 °C, 45 s a 55 °C para anelamento dos iniciadores e 1
minuto a 68 °C para extensdo do produto. Por fim, a reacdo teve mais uma etapa de extensao
a 68 °C por 5 min. Em seguida, utilizou-se 5 uL da PCR para purificacdo, utilizando 0,5 ulL da
enzima ExoSap IT (USB/Cleveland, OH, EUA), 0,2 uL de TE e 1,3 puL de 4gua, para um volume
final de 7 uL de reacdo. A reacao foi incubada por 15 min a 37 °C e a enzima inativada por

incubacdo a 80 °C por 15 min. Para o sequenciamento utilizou-se o kit BigDye® Terminator
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v3.1 (Thermo Fisher) na reacdo com; 1 pL da enzima BigDye, 0,3 uL dos iniciadores (os
mesmos utilizados para amplificacdo de cada exon), 1,5 uL do tampdo SaveMoney (5x) e 3,7
uL de dgua. Foram programadas as seguintes etapas para reacdo; uma pré incubacdo por 2
min a 95 °C, 40 ciclos das etapas 18 sa 95 °C, 18 s a 55 °C e por fim 4 min a 60 °C. As amostras
forma mantidas em geladeira cobertas com aluminios até o dia seguinte. Para precipitacdo da
reacdo 2 pL da mistura, EDTA 125 mM pH 8 e acetato de sddio 3 M na proporcao 1:1, foi
adicionado aos 10 pL do volume total da reacdo de sequenciamento e a placa contendo as
amostras foi centrifugada por 15 s & 290 g. A solucdo adicionou-se 25 plL de etanol 100% a
temperatura ambiente e incubada por 15 min no escuro. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 2800 g por 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado vertendo-se a placa,
a qual foi novamente centrifugada invertida no lenco de papel por 10 s a 650 rpm, com
aceleracdo e desaceleracdo de 2. A placa foi mantida a -20 °C até ser enviada a Dra. Tatiana
Corréa, especialista em laboratorio no GaTE Lab, Departamento de Botanica, IB-USP, que
utilizou o equipamento da Applied Biosystems 3730 DNA para leitura dos fragmentos de PCR.
Os arquivos .ab e .phd foram enviados via servidor e analisados com as ferramentas Phred,
Phrap e Consed (88, 89). As nomenclaturas para as variacdes encontradas seguem as

recomendacdes disponiveis no site da Human Genome Variation Society (HGVS).

2.3.3 Extragdo de DNA de saliva

Para genotipagem das mutacGes de alguns pacientes de Goiania utilizou-se coletores de
saliva da Oragene™ (Oragene™ DNA self-collection kit, DNA Genotek, Canada) especificos
para extracdo de DNA. Apds a coleta da saliva os tubos coletores foram cuidadosamente
invertidos dez vezes. As amostras de saliva foram armazenadas a temperatura ambiente e
processadas, seguindo especificacbes do fabricante. Para a extracdo do DNA de algumas
amostras, o material foi inicialmente pré-aquecimento a 50 °C por 1 h, em incubador de dgua
banho-maria e, em seguida, de um total de 4 mL de amostra, foram retirados 500 plL para
purificacdo do DNA. A esta aliquota adicionou-se 20 uL do reagente de purificacdo PT-L2P®
(Oragene™), a solucdo foi homogeneizada e incubada no gelo por 15 min. Apds centrifugacao
de 290 g por 15 min, o sobrenadante (aproximadamente 450 L) foi transferido para um tubo

novo de 1,5 mL onde adicionou-se isopropanol na propor¢cdo de 1:1. Homogeneizou-se a
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solucdo invertendo os tubos e, em seguida, incubado a temperatura ambiente por 5 min. As
amostras foram novamente centrifugadas (290 g por 5 min) e o precipitado lavado 2 vezes
com etanol 70% gelado. O precipitado de DNA foi eluido em 50 plL de TE pré-aquecido a 37
°C.

2.3.4 Ensaio de discriminacdo alélica

Para a otimizacdo de um método para a identificacdo da presenca dos alelos mutados
utilizou-se a metodologia Tagman SNP Genotyping assay® (Applied Biosystems/Thermo
Fisher, Pittsburgh, PA, USA). Este ensaio baseia-se na amplificacdo de duas diferentes sondas
marcadas com os fluoréforos VIC® e FAM®, em que uma dessas ird se ligar ao alelo selvagem
e a outra ao alelo mutado. A diferenca na amplificacdo de cada alelo serd resultado da
discriminacdo alélica de cada amostra. A partir de uma garrafa de 75 cm? de cada uma das
culturas celulares, o DNA genomico foi extraido utilizando o kit Blood & Cell Culture DNA®
seguindo as especificacdes do fabricante (Qiagen, Hilden, DE). O ensaio de genotipagem foi
realizado utilizando o Tagman® SNP genotyping (Thermo Fisher), seguindo especificacdes do
fabricante. Para a reacdo de amplificacdo utilizou-se o PCR em tempo real, 7500 Real Time
PCR System (Thermo Fisher), em que 60 ng de DNA, acrescido de 2 X Tagman® Universal PCR
Master Mix e 20 X SNP Genotyping Assay Mix, em um volume final de 25 pL. Antes da reacao
de amplificacdo foi feita uma pré-leitura da placa por 1 min a 60 °C, seguido pela amplificacdo
de uma etapa de 10 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 15 s a 95 °C e uma Ultima etapa de 1 minuto
a 60 °C. Ao final da reacdo é feita uma pods-leitura da fluorescéncia total, a qual é usada para
analise de discriminacdo alélica. O software utilizado para analise foi o TagMan Genotyper

v1.3 (Thermo Fisher).

2.3.5 Genealogia

Para melhor entendimento das relagdes de parentesco existentes entre os pacientes da
comunidade de Araras, GO, foi elaborada uma arvore genealdgica baseada nas informacdes
coletadas em duas viagens a comunidade, bem como baseado nas informac&es relatadas no

livro “Nas Asas da Esperanca” (90).

Para o desenho da genealogia utilizou-se o programa CYRILIC (versdo 2.1, Cyrillic,

Oxfordshire, UK).
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2.3.6 Andlise do mRNA da Pol eta

O RNA total das linhagens foi extraido das células com kit da Qiagen® (AllPrep DNA/RNA
Mini Kit, cat n°80204 ). O RNA resultante teve sua integridade e quantificacdo verificadas
através da visualizacdo em gel de agarose 1% e a quantificacdo realizada em
espectrofotdmetro (modelo DU-640, Beckman, EUA ou NanoDrop 1000, ThermoScientific).
Em seguida 2 pg deste RNA, tratado com DNase (Promega® RQ1 RNase-Free DNase), foi
utilizado para sintese do cDNAs, com a enzima SuperScript IV (Applied Bbiosystems, Foster
City, CA cat n° 4374966) seguindo especificacbes do fabricante. O cDNA produzido nesta
reacdo foi utilizado na reacdo de PCR em tempo Real utilizando sondas fluorescentes
intercalantes de DNA dupla fita (SyberGreen da Apllied Biosystems®) e utilizando iniciadores
para regido do cDNA correspondente a jungdo do exon 6/7 do gene POLH, iniciador da fita
sense 5'GGT CAG TCC CAC AGC TCT TC 3" e anti-sense 5"GAC AGA GGC CCCTAG CTTTC 3". A
analise dos dados seguiu método comparativo de Cts (cycle treshold), apds normalizagdo

baseada na expressao do mRNA do gene enddégeno GAPDH.

Para estudo das isoformas da POLH consequentes da mutacdo em sitio de splicing dos
pacientes XPO6GO e XPO5MG, a partir do cDNA, utilizamos os iniciadores sense: 5
ATGGCTACTGGACAGGATCGAGT 3 (POLH_ATG) e anti-sense 5
GGCAGCACTAATGTGTTAATGGC 3" (POLH_STOP).

2.3.7 Sequenciamento em larga escala (NGS)

2.3.7.1 Preparo da amostra

O DNA gendmico das novas amostras foram sequenciadas utilizando a plataforma
MiSeq da llumina© (San Diego, CA, EUA) com o kit de captura SureSelectQXT da Agilent
Technologies© (Santa Clara, CA, EUA). Para o enriquecimento das regides alvos utilizamos um
ensaio customizado com um painel de genes de reparo de aproximadamente 370 kpb. O
preparo das amostras seguiu o protocolo conforme indicado pelo fabricante. O
sequenciamento foi realizado na plataforma do MiSeq (llumina) que gerou leituras (reads) de

150 bases.
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O crescente nimero de amostras de pacientes nos levou a adotar a forma cldssica de
padronizacdo de identificacdo dos pacientes, em que as letras iniciais correspondem ao
fenodtipo clinico XP, CS ou TTD e as letras finais ao estado de origem do paciente: como em
XPO5MG, de fendtipo XP que foi relatado como morador de Minas Gerais. Nos casos dos
pacientes de Goiads, GO, no entanto revisores de nosso trabalho comentaram que GO se
refere a pacientes XP de Gottingen na Alemanha. Sendo assim, desenvolvemos um sistema de
nomenclatura que esperamos possa ser Util em todo o mundo, no qual adicionamos ao final
do nome a extensdo normalmente utilizada em internet: “.br” (Munford, Castro et al, 2016 in
press). Entretanto, para facilitar a leitura deste trabalho a extensdo “.br” ndo foi adotada,
porém para futuras publicacdes cientificas, desses dados deveremos seguir com o padrao

adotado.

2.3.7.2 Andlise dos dados de sequenciamento: identificacdo de
variantes.

A andlise das sequencias geradas foram mapeadas utilizando o software de alinhamento
BWA 7.0.10 com a referéncia genomica hgl9. Com o software Picard (versdo 1.97) retiramos
sequencias duplicadas, considerados artefatos do preparo das amostras. Para o estudo das
variantes utilizamos o software Genome Analysis TK (GATK) que recalibrou e realinhou as
sequencias do arquivo BAM; em seguida com a funcdo Haplotype Caller obtivemos o arquivo
com das variantes finais (vcf), utilizadas para estudo da mutagdo responsavel pelo fendétipo do
paciente. Esse processamento foi feito utilizando a interface web construida pela aluna de
mestrado do nosso laboratério, Ms. Livia Moura, que estd localizada e disponivel em;
http://varfinderhg.com.br. O software da Agilent Technologies, SureCAIl®, também foi
utilizado para analise dos dados com o objetivo de confirmacdo e comparacao dos dados

obtidos com o varfinerhg.com.br.

A estatistica da andlise dessas amostras nos mostrou que tivemos uma média de 47%
de sequencias alinhadas nos genes de interesse, gerando em torno de 72,5 milhdes de bases

mapeadas por amostra, com cobertura média de 222 X.
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Como estratégia de estudo da variante responsavel pela sindrome, utilizamos alguns
filtros; na primeira filtragem utilizamos o valor da frequéncia das variantes na populacdo (FA,
frequéncia alélica). Adotamos o valor 0,5, ao invés de 0,1 (usualmente utilizado) em funcdo da
alta frequéncia de alguns polimorfismos, em heterozigose, por exemplo no gene XPC. Essa
alta frequéncia poderia mascarar algumas mutacdes que, em homozigose ou em casos de

heterozigosidade composta, poderiam ter efeito na funcdo do gene.

Em seguida avaliamos as variantes com alteracBes na funcdo do gene (mutaces);
missense (trocas de nucleotideos, inser¢des e/ou delecGes com alteragdo na codificacdo dos
aminoacidos da proteina), parada de leitura, com alteracdo no quadro de leitura ou em sitios
de splicing. MutacBes de grande escala da estrutura do cromossomo ndo foram avaliadas. A
partir dessas filtragens indicou-se a provavel variante como mutacdo responsavel pelo
fendtipo dos pacientes. O estudo do efeito da mutagdo na proteina do gene em questdo foi

feito utilizando as interfaces SIFT, PolyPhen e Mutation taster.
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 Historia da descoberta de uma doenca rara, ndo tdo rara em
Araras

A narrativa desta histéria comeca com uma mae angustiada e uma crianca ruiva de
cinco anos de idade que vivem em uma comunidade pequena e isolada. Aos dois anos de
idade, sua mae comecou a notar que ao brincar ao sol, a pele do menino ficava avermelhada
e cheia de bolhas. Na comunidade estes sintomas, de sensibilidade ao sol, eram conhecidos
como consequéncia de uma doenca que denominaram "doenca da pele ruim". Desconfiando
que seu filho pudesse ser mais um dos acometidos, a mde passou a leva-lo para capital para
consultas ao médico. A viagem de 240 Km até Goiania é cansativa, parte das estradas sdo de
terra e com trechos de dificil acesso (Figura 4). Os médicos, todavia, insistiam em dizer que a

sensibilidade da crianga ao sol vinha do fato desta ser ruiva e muito clara.

Figura 4 - Localizagdo e paisagem de Araras. (A) Localizada no estado de Goids, centro do Brasil, com alta
incidéncia de radiagdo solar durante todo o ano. (B) Percurso entre Goidnia, capital do Estado de Goias,
e Araras. De Goidnia a Faina sdo 200 Km, com estrada asfaltada, porém o trecho de 40 km entre Faina e
Araras, a estrada é de terra, com muitas pontes quebradas, o que muitas vezes nos leva a preferir passar
com o carro pelos cérregos. E uma comunidade isolada, o que dificulta a chegada de assisténcia médica
aos pacientes. (C) Vista aérea do vilarejo de Araras e (D e E) fotos da regido. O isolamento preservou a
paisagem e suas araras, o que deu nome a comunidade.
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Apds insisténcia da mde na descricdo da doenca da “pele ruim”, um comentario
chamou a atencdo da dermatologista Sulamita Costa Chaibub; "Onde eu moro existem mais
de 20 pessoas que costumam vir ao hospital para retirada de tumores todo ano”. Naquele
momento, a dermatologista comegou a pensar em uma doenga genética e, depois de algumas
perguntas mais detalhadas, chegou ao diagndstico de uma doencga genética rara Xeroderma
pigmentoso (XP). A falta de um diagndstico precoce, em funcdo do fendtipo mais ameno em
comparacao a outros grupos de complementacdo de XP, é frequente em todo o mundo (91,
92).

Assim, apds o diagnostico e a explicacdo da médica a respeito da genética da doenca a
mde, Gleice Machado, volta para comunidade com o objetivo de resgatar o histoérico familiar
dos pacientes. Ela procura a ancia da comunidade, com 103 anos na época, e anota todas as
recordacdes relatadas de doentes e familiares desde os primeiros ancestrais da comunidade.
E assim publica o livro intitulado ‘Nas asas da esperanca’, descrevendo a histdria de alguns
pacientes, suas caracteristicas e uma genealogia correlacionando as familias dos pacientes,

figura 5 (90).

Figura 5 - Arvore genealdgica desenhada por Gleice Machado a partir das lembrancas de Dona
Clementina, na época a pessoa mais idosa da comunidade, de quem resgatou a memoria de todos os
casos de Xeroderma. Em asteriscos vermelhos estdo indicados todos os individuos que tém, ou
eventualmente tiveram, sintomas clinicos de XP (90).

Na comunidade vivem cerca de 200 familias, aproximadamente mil habitantes, sendo
dezessete pacientes XP com idades entre dez e 82 anos de idade. Além dos dezessete
pacientes, foram relatados outros treze casos de XP falecidos. Ha cerca de seis anos, Gleice

fundou a Associacdo Brasileira de Xeroderma pigmentosum (ABRAXP). Hoje ela consegue
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ajuda do Governo do Estado de Goias, da L'Oreal Paris e de outras entidades, e envia, a cada
3 meses, 21 unidades do protetor solar Eryphotona® AK-NMSC (Isdin), fator de protecdo 100,
para cerca de 100 pacientes de todo Brasil. Para a comunidade, a associacdo conseguiu
adquirir uma ambulédncia sé para os pacientes, que os levam para consultas em Goiania e um

ambulatdrio dentro da comunidade com uma estrutura béasica de atendimento médico.

2.4.2. Caracteristicas clinicas e gendtipo dos pacientes

Em 2010, o caso foi noticiado na midia, o que chamou a atencdo de nosso grupo de
pesquisa. Diante do problema, a equipe assumiu investigar e caracterizar a mutacdo
responsavel pela sindrome dos pacientes XP de Araras. Com o objetivo de estabelecermos
culturas celulares para caracterizacdo fenotipica dos pacientes a Dra. Juliana B. Vilar,
juntamente com a dermatologista do Hospital Geral de Goids, Dra. Sulamita Chaibub,
realizaram a coleta de bidpsias, de regides ndo expostas ao sol, de trés pacientes, sendo duas
irmas, XPO3GO e XP04GO, e da crianca, XPO6GO, bem como de trés individuos ndo afetados:
GOO01 e GOOS5 (pais do XPO6GO) e GOO7 (Tabela 5).

Tabela 5 - Informagdes gerais dos individuos dos quais foram coletadas bidpsias para a caracterizagdo
genotipica dos pacientes de Araras.

Diagnostico Nascimento/ _ Idade do Idade dos primeiros . Problemas . Primeira leséo de
o N Cosanguinidade ) o ) Xerosis Fotofobia
Clinico Género Diagnostico (a) sintomas (a) Oculares pele (a)

Goo1* 1974/H
XP03GO 2 XP 1978/M nao 32 7 sim sim sim 25
XP04GO * XP 1974/M ndo 36 7 sim sim sim 13

G005 * 1977/M - - ndo ndo ndo -
XP06GO XP 2002/H sim 5 2 sim sim sim 2

G007 1956/M - - - - -

! pais XPO6GO
% Irmis

O estabelecimento da cultura de fibroblastos primarios dessas amostras nos permitiu,
primeiramente, caracterizar o fendtipo dessas linhagens frente aos danos induzidos por UV.
Os ensaios de viabilidade celular, conduzidos pela Dra. Veridiana Munford, mostraram um
aumento de sensibilidade a luz UVC das linhagens afetadas, apenas apds co-tratamento com
cafeina, quando comparadas a cultura de fibroblastos primarios selvagens, AS405. Trabalhos

anteriores (93, 94) indicam que este tipo é um fendtipo comumente observado em células
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com deficiéncia na Pol eta (XP-V). Indicando que a provavel via de reparo comprometida
nessas células seria a via de sintese de translesdo realizada por esta proteina.

Corroborando este dado, os ensaios de UDS, realizados em colaboracdo com o grupo
do pesquisador Dr. Alain Sarasin (Institut Gustave Roussy, Villejuif, Franca), e de remocdo de
lesGes (André P. Schuch, comunicacgdo pessoal) nos indicaram que as células dos pacientes de
Araras sdo capazes de remover os danos induzidos por UVC, assim como a linhagem controle
selvagem AS405, diferente do observado para linhagem XP-C (XP202VI). Indicando que as
células dos pacientes de Araras sdo proficientes para via de NER.

Finalmente, o ensaio de Western blot (WB), realizado pela Dra. Leticia Lerner,
demonstrou a auséncia da proteina Pol eta nas linhagens XPO3GO, XP0O4GO e uma pequena
expressdo dessa proteina na linhagem XPO6GO (Figura 6). Todos estes resultados indicaram
gue o quadro clinico apresentado pelos pacientes de Araras estaria relacionado a deficiéncia

no gene POLH, o que nos levou a sequencia-lo.

[N o)
S <N
SRS ¥ & &
NS g o &F L 9=
S S &
S & £§ £ & L

Pol eta (79 KDa)

— - =

GAPDI (37 KDn) DG

Figura 6 - Células de pacientes XP de Araras apresentam menor expressiao da proteina Pol eta.
Wester Blot para proteina Pol eta indicando auséncia da proteina nas linhagens XPO3GO e XP04GO e
pequena expressao na linhagem XP06GO, como controle positivos utilizamos o extrato proteico dos
fibroblastos proficientes em reparo, FHN, GOO01 e GOO07.

O sequenciamento, metodologias Sanger e NGS, indicou a alteracdo em sitio de
splicing c.764+1 G>A (intron 6) e a troca de nucleotideo que caracteriza uma parada de leitura
do mRNA, c.907 C>T (exon 8), como mostra a figura 7 a seguir. A mutacdo do exon 8 foi
descrita previamente em um paciente de Kosovo, na Europa (86). Uma outra troca de G para
C no mesmo sitio da mutacgdo no intron 6 foi identificada no paciente XP31BE, c.764+1 G>C
(61) e, este ano, a mesma troca de G para A foi identificada em quatro pacientes na Europa

(95).
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I ¢.764+1 G>A (Intron 6) |

GOO05 XP06GO GOO01 XP03GO XP04GO

AATGTAA AATGTAA AATGTAA AATGTAA AATGTARA
A N A
TAVA A AN PAVA A AN WV RATA A
\\ N N 'uf_\\.f’_(\"‘ U\\.‘/\ f\" v \\ Ay ,./\"“ _\.A 'I'r_\) )
AART ;TAR AATATARA AAT ;TAA AAT ;TAAR AAT ;TAA
A

II ¢.907 C=T [p.(Arg303*)] (exon 8) ‘
GO05 XP06GO GO0l XP03GO XP04GO
TGCCGAG TGCCGAG TGCCGAG TGCCGAG TGCCGAG
s & /Y/\‘_L ‘ll.. FATA },}f\:‘i:‘«\ A & /\‘f\L f‘r\\k | _M\.—J’_;. XL ff\:@,_/‘ﬁ\.
TGCCGAG TGCCGAG TGCCGAG TGCS‘{.GAG TGCEfGAG
+ t

Figura 7 - Identificacdo das mutagdes associadas aos pacientes de Araras/Goids. Sequenciamento dos
fibroblastos primdrios dos pacientes de Araras: XPO3GO, XP04GO (irmds) e XP0O6GO (filho de GOO01 e
GOO05). Parte do sequenciamento do exon 6 (I) e exon 8 (Il) do gene POLH indicando as alteragGes em
sitio de splicing ¢.764+1 G>A (intron 6) e c.907 C>T (exon 8), caracterizando uma parada de leitura na
arginina 303 da proteina. Os pais, GO01 e GO05, do paciente XPO6GO (homozigoto para o intron 6) sdo,
heterozigotos, portadores do alelo mutado e as pacientes XPO3GO e XP0O4GO heterozigotas compostas
para as mutacgdes no intron 6 e exon 8. Referéncia hg 19, POLH: NM_006502.

A partir da identificacdo das mutacBes responsaveis pelo fenétipo dos pacientes de
Araras, otimizamos um ensaio de PCR em tempo real utilizando sondas Tagman®, para
discriminacdo dos alelos mutados e selvagem. Essa metodologia foi usada como um teste de
diagndstico molecular, permitindo a identificacdo de individuos afetados, assim como
individuos heterozigotos, portadores. Esse teste foi utilizado como confirmacdo de
diagnodstico clinico, para aconselhamento genético de familias com histérico de XP, assim
como para casais de primos (figura 8). Avaliamos a qualidade de amplificacdo do DNA das
amostras extraidas tanto da cultura de células de alguns pacientes, quanto da saliva. Apesar
do DNA da saliva permanecer com alguma impureza, observada na relagdo 260/280 nm
(equipamento Nanodrop), ndo houve interferéncia na discriminacdo alélica das mutagdes. Um
teste foi realizado com a sonda alinhando em uma troca de nucleotideo logo apds o
nucleotideo mutado e o alelo ndo é amplificado, mostrando a alta especificidade das sondas
na discriminacdo alélica dessas mutacdes. Na figura 9 ilustramos resultados desse ensaio de

genotipagem para alguns pacientes.
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Figura 8 - Coleta de amostra de saliva de pacientes e familiares para teste de diagndstico molecular na
comunidade de Araras.

Os resultados apresentados permitiram identificar pacientes e portadores
heterozigotos da comunidade, assim como de regides vizinhas. Foram testados 58 individuos,
dentre esses 41 ndo portadores de XP e 17 foram confirmados como pacientes XP. A alta
frequéncia de portadores heterozigotos é explicada por termos dirigido este estudo para
familiares direto dos pacientes. Posteriormente esse ensaio de genotipagem foi utilizado para

ampliar a amostragem na regido, pelo Dr. Rafael Souto (Secretaria de Saude de Goids).

Intron 6 Exon 8

&

-

%a

Alelo Mutado (Fluorescéncia)

Alelo Selvagem (Fluorescéncia)

Figura 9 - Ensaio de genotipagem com sondas Tagman® especificas para as mutagdes do intron 6 (A) e
exon 8 (B). O grupo em azul representa os pacientes homozigotos mutados, em verde heterozigotos e
em vermelho, homozigotos para o alelo selvagem. O quadrado preto (canto inferior esquerdo)
representa o controle negativo da reagdo. Este resultado é representativo do que foi observado em pelo
menos 3 experimentos independentes.
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Dos pacientes encontrados, 11 sdo homozigotos para a mutagdo no intron 6, um é
homozigoto para mutacdo no exon 8 (XP88GO) e cinco sdo heterozigotos compostos para as
duas mutacGes (Tabela 6). Dois pacientes negros, os irmaos XPO8GO e XP33GO, homozigotos
para a mutacao do intron 6, sdo residentes de Faina e relatam nao ter relacdo de parentesco
com as familias de Araras. A severidade dos sintomas dos pacientes foi classificada como leve,

até 10 lesBGes, média, entre 10 e 50 lesGes, ou agressiva com mais de 50 lesdes.
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Tabela 6 - Gendtipo e caracteristicas clinicas dos 17 pacientes residentes em Araras e regibes vizinhas.

Genealogia SR Lesoes

Paciente Sexo Nascimento Cidade Natal dos Fototipo Enxerto

ID . . Removidas
Sintomas

Intron 6 homozigoto

1 XP06GO V.1 (A) Masculino 2002 Araras (GO) Leve | <10 Nao
2 XP110GO .1 (A) Masculino 1997 Araras (GO) Leve [l <10 Nao
3 XP100GO 2 (A) Masculino 1992 Araras (GO) Leve i <10 Nao
4 XP78GO - Masculino 1983 Matrincha (GO) Leve \ <10 Nao
5 XP33GO 1.8 (B) Feminino 1981 Faina (GO) Leve 1\ <10 Nao
6 XP08GO 1.3 (B) Masculino 1976 Faina (GO) Leve Y <10 Nao
7 XP45GO .22 (A) Feminino 1975 Araras (GO) Leve Il <10 Néo
8 XP52GO .17 (A)  Masculino 1969 Araras (GO) Agressivo 1] >50 Yes '
9 XP25GO .16 (A) Masculino 1968 Araras (GO) Leve il <10 Nao 2
10 XP11GO 120 (A) Feminino 1949 Araras (GO) Medium il >10 Nao ®
11 XP85GO 1.4 (A) Masculino 1936 Araras (GO) Agressivo i >50 Sim*
Intron 6 and Exon 8 heterozygotes
12 XP63GO .7 (A) Masculino 1981 Araras (GO) Leve 1\ <10 Nao
13 XP56GO .6 (A) Masculino 1979 Araras (GO) Leve [l <10 Nao
14 XP03GO .31 (A) Feminino 1978 Araras (GO) Leve il <10 Nao
15 XP39GO 29 (A)  Masculino 1975 Araras (GO) Agressivo 1] >50 Sim®
16 XP04GO .28 (A) Feminino 1974 Araras (GO) Medium i >10 Sim ®
Exon 8 homozygote
17 XP88GO 131 (A) Masculino 1934 Hidrolandia (GO) Leve Il <10 Néo

A e B representa o ID da genealogia das familias de Araras e Faina, respectivamente.

' Ele tem uma prétese no rosto.

2 Possui uma cicatriz no nariz.

®Ela passou por uma cirurgia que removeu grande parte de seu queixo.

* Ele tem uma cirurgia no rosto em que se removeu grande parte do queixo, boca e nariz.

®Toda a regido direita do rosto, incluido olho, nariz e boca, foi removida e substituida por uma prétese. Falecido em 2015.

®Ela possui um enxerto no nariz e ja teve quatro diagndstico de melanoma.
* Para classificagio da severidade dos sintomas considerou-se; Leve até 10 lesdes, média entre 10 e 50 e severa para mais
de 50 lesoes.

Apesar da alta frequéncia de casamentos consanguineos, as manifestacées clinicas da
doenca nos pacientes de Araras é bem heterogénea, com alguns casos mais amenos e outros
extremamente agressivos (Figura 10). Os dados clinicos que conseguimos coletar se basearam
principalmente nos relatos dos pacientes. Apesar da frequéncia com que esses pacientes se
consultaram com diversos médicos dos hospitais em Goiania, esses dados ndo estdo reunidos
de forma que pudessem ser coletados.

Na comunidade existem pacientes com mais de 80 anos e durante a vida tiveram
poucas lesGes, apesar da vida na lavoura no sol, e alguns pacientes que viveram por cerca de
vinte anos com muitas cirurgias e complicacbes da doenca. A heterogeneidade das
manifestacbes pode ser identificada tanto entre pacientes com os diferentes gendtipos,
guanto entre pacientes com o mesmo alelo mutado, como é o caso de trés irmaos
heterozigotos compostos para o intron 6 e exon 8: XP04GO, XP03GO e XP39GO

(respectivamente Figura 10b, c e d): a primeira, aos 32 anos de idade havia removido trés
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lesGes (ndo melanoma), porém sua irma aos 36 ja havia removido quatro tumores malignos,
no nariz, labio inferior, no pulso direito (um melanoma de segundo grau) e recentemente, nas
costas. Seu irmdo, XP39GO, infelizmente, faleceu no ano passado, aos 39 anos,
provavelmente em decorréncia de complicacbes de uma metastase de melanoma maligno.
Segundo o seu proprio relato, ele j& havia retirado inUmeras lesGes e feito radio e
guimioterapia com cisplatina, o que quase o levou a morte. Aos 30 anos acabou tendo que
colocar uma prétese em parte da boca, nariz e olho do lado direito do rosto, em funcdo das
consecutivas remocOes cirurgicas. Nesta familia, quatro dos sete filhos nasceram com XP,
tendo um deles falecido aos 21 anos de idade.

Atualmente, as caracteristicas mais agressivas incluem outros dois pacientes; XP52GO
(46 anos), figura 10e, e XP85GO (80 anos), figura 10f. O primeiro (XP52G0O) teve seus
primeiros sintomas aos 7 anos, com manchas vermelhas na pele. Aos 10 anos tirou a primeira
lesdo no nariz e, depois disso, lembra que todo ano fazia alguma cirurgia (sempre no rosto);
no entanto ressalta que nunca falaram em melanoma para essas lesdes. Aos 25, teve que
colocar uma protese no rosto, a mesma usada até os dias de hoje. Atualmente, com
acompanhamento semanal de um dermatologista, relata que tem tratado suas lesdes com
Imiquimod®, o que tem sido eficaz na reducdo e muitas vezes desaparecimento das les&es
tratadas. O segundo paciente, XP85GO, aos 80 anos possui grande parte do queixo, boca e
nariz removido. As tentativas de enxerto ndo tiveram sucesso e a regido é coberta por gaze.
Dentre os pacientes negros suas manifestacdes clinicas sdo mais amenas, provavelmente em
virtude da melanina como um fator protetor. Porém as manifestacGes oculares os
acometeram mais cedo, comparados ao acometimento dessas lesGes nos olhos nos outros

pacientes, com telangectasia na conjuntiva, piterigia e pinguecuela.

De forma geral, os primeiros sintomas acometeram os pacientes com idade entre 2 e 5
anos e envolveram sensibilidade ao sol, aparecimento de sardas, hipo e hiperpigmentacao da
pele, xerosis (pele seca) em regiGes expostas ao sol e alteragdes oculares. Na maioria dos
Casos 0s primeiros sinais comecaram a surgir com a idade escolar, uma vez que era necessario
andar pela estrada sem protecdo solar. J& para o paciente XPO6GO, o sintoma inicial se
manifestou ainda quando bebé, com o surgimento de bolhas no rosto ao se expor no sol por
cerca de 30 a 60 minutos. Inicialmente a mde suspeitou apenas de picadas de insetos ou de

algum tipo de alergia. O fato se repetiu por 3 ou 4 vezes e em seguida vieram as sardas no
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rosto, o que levou a mae a procurar a dermatologista. Esse sintoma de surgimento de bolhas,
como queimaduras, so foi relatado pelo paciente XPO6GO, em nenhum outro caso ha relatos

de queimaduras de sol.

A relacdo entre gendtipo e fendtipo desses pacientes ndo é clara. Muitos outros fatores
estdo envolvidos na frequéncia e no tipo de tumor que esses pacientes desenvolveram na
vida. Varidveis como o género podem influenciar na quantidade de exposicdo ao sol que a
pessoa se exp6s na vida. As mulheres da comunidade possuem um papel de donas de casa, o
gue as favorecem, submetendo-as aos trabalhos internos da casa, diferente dos homens que
trabalham com a terra e dependem da lavoura como forma de sustento. Porém, casos como
do paciente XP52GO que, percebendo sua sensibilidade ao sol, passou a ordenhar vacas de
madrugada, o que ndao o poupou das muitas lesGes na pele e cirurgias no rosto. Pudemos
perceber que, de forma geral, as mulheres na comunidade foram mais adeptas aos cuidados
com a pele na constancia em passar protetor solar e se proteger do sol.

Dessa forma, a heterogeneidade das caracteristicas clinicas entre os pacientes da regido
€ consequéncia ndo so da genética, mas também resultado da atividade socioecondmica do
paciente na comunidade, o que envolve o nivel de exposicdo solar ao qual o paciente se

expoe.
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Figura 10 - Fotos de pacientes XP de Araras, GO. Fotos de doze, dos dezessete pacientes XP da
comunidade de Araras. Em (a) XPO6GO, (b) XPO3GO e (c) XPO4GO os pacientes cujas linhagens celulares
foram estabelecidas em laboratério para os ensaios fenotipicos e caracterizagdo genética. (d) XP39GO
(e) XP52GO, (f) XP85GO, (g) XP88GO, os dois irmdos (h) XP56GO e (i) XP63GO, dentre os outros
pacientes de Araras os dois s3o os que possuem maior fotossensibilidade e problemas oftalmoldgicos; (j)
XP45G0, aos 41 anos possui um dos fendtipos mais ameno entre os pacientes; (k) XP11GO, com a pele
bem clara, aos 66 anos ja retirou diversas lesdes no rosto incluindo uma cirurgia em que retirou parte do
queixo e (I) XP78G0O paciente de 32 anos cuja pele negra o protegeu dos efeitos do sol. De forma geral,
os pacientes apresentam o fendtipo classico de hiper e hipopigmentacdo da pele nas regiGes expostas
ao sol, incluindo xerosis, e um aumento na frequéncia de cancer de pele, principalmente BCC e SCB. Em
nenhum dos casos foram observadas alteracdes neuroldgicas.

No periodo entre 2011 e 2014, foram realizados trabalhos de campo com o objetivo de
coletar dados referentes ao grau de parentesco entre os pacientes, cujo fendtipo das
linhagens celulares estava sendo estudado no momento, XPO3GO, XPO4GO e XPO6GO. Com
base nos dados de genotipagem, na genealogia desenhada no livro “Nas Asas da Esperanca”,
e nas entrevistas feitas com pacientes e familiares, foi possivel construir a genealogia das
familias de Araras (Figura 11) e de Faina (Figura 12). Nessas genealogias, somente estdo
representadas familias com maior proximidade de parentesco com os pacientes e nem todos
os filhos puderam ser representados. A partir da genealogia e dos dados de genotipagem das
mutacBes pudemos compreender a distribuicdo do alelo mutado entre os pacientes e
familiares da regido.

A referéncia de estudo na genealogia de Araras se encontra na ancid da comunidade
(0.21, em amarelo) que faleceu em 2010 com 103 anos. Com a genealogia pudemos
identificar a distribuicdo dos alelos mutados, assim como, o efeito dos casamentos
consanguineos fixando a mutacdo na comunidade. E possivel também identificar dois efeitos
fundadores desses alelos (intron 6 e exon 8).

O primeiro efeito fundador teria ocorrido no inicio do século XVIII, provavelmente com
a familia A (-111.2 e —I11.3). J4 o segundo efeito fundador, teria ocorrido na segunda metade do
século XX com a chegada da familia B (0.25 e 0.26), vinda de Hidrolandia (GO). Os pacientes
heterozigotos compostos, intron 6 e exon 8, sé aparecem apds o casamento entre individuos
de Araras e Hidrolandia; conforme é observado nos casamentos entre 1.24, de Hidrolandia, e
.23, de Araras, dos sete filhos, quatro nasceram com XP (11.25, 11.28, 11.29 e 11.31), e entre I.15
(Araras) e 11.32 (Hidrolandia), com os filhos afetados Ill.6 e [Il.7. E importante ressaltar que
somente nesses dois casos o segundo alelo mutado, exon 8, aparece entre os pacientes de

Araras, em todos os outros casos os pacientes sdo homozigotos mutados para o intron 6.



61

Outra evidéncia desse efeito fundador, de todos os pacientes genotipados, o Unico
paciente homozigoto mutado para o exon 8 (XP88GO, 1.31) veio de Hidrolandia. Ha relatos de
gue existem outros pacientes XP nessa cidade, provavelmente outros casos homozigotos
mutados para esse alelo. XP88GO é o paciente mais velho da comunidade com 81 anos, sem
nenhum caso de melanoma e poucas cirurgias de remocdo de lesdes. Em sua familia, dois
irmdos faleceram com XP, o primeiro aos 27 anos e o segundo aos 79 (em 2011), segundo

relatos, os dois com fendtipo mais grave comparado a ele.
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Figura 11 - Genealogia representando o grau de parentesco entre os pacientes e residentes de Araras.
Quatro principais familias de Araras: Familia A (-11l.2 e —lIl.3), que muito provavelmente introduziu a
primeira e mais antiga mutagdo do intron 6 na comunidade, com os dois filhos, -I11.2 e —ll.3, que chegam
a Araras de Portugal. Familia B (-11.3, 1.4, -11.7 e —1.8). Familia C (-I.5 e —I1.6). Familia D (0.25 e 0.26), de
Hidrolandia, provavel segundo efeito fundador da mutacdo no exon 8. Pacientes heterozigotos
compostos para as mutagdes do intron 6 e do exon 8 sé aparecem apds miscigenacdo das duas familias.
As setas em vermelho indicam os pacientes que inicialmente foram estudados para determinagdo da
mutagdo e ensaios fenotipicos. A geracdo zero é referente a gera¢do da pessoa cujos relatos basearam a
construcdo da genealogia, 0.21.

Legenda/Gendtipo:

Sem Informagio ou

¥ -

& ® N3o Genotipado E' @ Intron 6 heterozigoto
Relatado como g N

' ‘ XP falecido . . Intron 6 homozigoto

Figura 12 - Genealogia da familia de pacientes negros residentes em Faina (GO). Segundo eles ndo ha
relacdo de ancestralidade conhecida entre as duas familias. Os dois afetados (1.3, XPO8GO e 1.8, XP33GO)
tém fendtipo mais ameno quando comparado aos outros pacientes XP. A pele negra é um fator protetor
aos efeitos da radiagdo UV, assim como para os pacientes negros de Araras que, comparados agueles de
pele clara, sdo menos afetados.
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2.4.3. Outra mutagdo, outro Estado e o mesmo gene.

A cultura primaria de fibroblastos, XPO5MG, foi estabelecida e caracterizada como XP-V
pelas Dras. Daniela Soltys e Leticia Lerner. O paciente do qual a bidpsia foi retirada nasceu em
1995, apresenta sintomas clinicos brandos de pigmentacdo na pele e auséncia de problemas
neurolégicos. Apesar do fendtipo leve, o paciente ja apresentou uma lesdo maligna na pele
do rosto, em idade precoce para a média dos pacientes XP-V. Para identificacdo da mutacao
responsavel pelo fendtipo do paciente a amostra foi sequenciada por NGS e analisada em
colaboracdo pelo pesquisador Dr. Pedro Galante (Hospital Sirio Libanés), que indicou como
alteracdo candidata a troca de nucleotideo no gene POLH em sitio de splicing, c.1249-1 G>A
(intron 10). A mutacdo foi confirmada por sequenciamento Sanger e amostras dos pais e do

irmdo foram enviadas ao laboratério para genotipagem (Figura 13).

A ~ - - - A - - B
XPOSMG C1 T T CTGOTATERARGT LT CCATCCTCTCACAA A, [I O
Homozigoto f\ MGO6 MGO7
mutado

06MG CT.T Tt
heterozigoto

| I A I S Y S —|
07MG T T CTGT AT CKT
Y S S S LA
ﬁ"t R R A NN

c. 1249-1 G>A
Intron 10

XPOsSMG MG08

08MG C1 T 1T C TG T AT
heterozigoto

Figura 13 - Identificacdo de mutagGes na familia residente em Pogos de Caldas, MG. Sequenciamento do
DNA extraido de células do paciente de Pogos de Caldas (MG), XPOSMG, seus pais MGO6 e MGO7 e seu
irmdo MGO8. (A) O eletroferograma corresponde ao sequenciamento do exon 11 do gene POLH. Para
analise do sequenciamento utilizamos as ferramentas Phred, Phrap e Consed, tendo como referéncia
para alinhamento o genoma hg19. (B) Heredograma da familia do paciente XPO5MG evidenciando a
heranga autossémica recessiva do alelo mutado. Amostras de saliva dos pais e irmao foram enviadas ao
laboratdrio para confirmagdo e genotipagem da alteragdo.

Assim como para as mutacdes do intron 6 e exon 8, desenhamos sondas Tagman® para

genotipagem da mutacdo do intron 10. A partir desse momento, todas as amostras de saliva
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de pacientes com fenétipo de XP leve, encaminhadas ao laboratdrio de Reparo de DNA, foram
testadas por Tagman® para as trés mutacGes previamente identificadas no gene POLH, e
sendo essas negativas as amostras foram encaminhadas para sequenciamento de nova

geracdo (NGS), utilizando um painel de Genes de Reparo para preparo da biblioteca.

Inicialmente trés novas amostras de saliva, de pacientes do estado de Goids, foram
testadas com sondas para a mutacdo no intron 6, exon 8 e intron 10. O DNA da amostra de
saliva do paciente XP133GO, da Cidade de Goids, foi genotipado como homozigoto para
mutacdo do intron 6. Segundo relatos do paciente, ndo existe parentesco direto com paciente
da comunidade de Araras. Porém, o fato desse paciente ter a pele negra, como os pacientes
de Araras e Faina também homozigotos para o intron 6, nos leva a sugerir que provavelmente

exista um ancestral comum entre essas familias.

Os outros dois pacientes, XP02GO e XP24GO (irmdos), residentes em Goidnia,
curiosamente foram genotipados como selvagens para as duas mutacdes, do intron 6 e exon
8, do estado de Goids. Entretanto, foram caracterizados como homozigotos para a mutagdo
do intron 10, identificada no paciente de Minas Gerais, XPO5MG. Segundo relatos do paciente
XP02GO, ha recordacdo de seus bisavbés terem vindo de Minas Gerais para Goiania. O
paciente também relatou ser filho de casamento consanguineo sem recordacbes de
ancestrais com XP na familia. Esse paciente e sua irmd, nascidos em 1952 e 1947, possuem a
pele bem clara e, apesar da idade avancada, os sintomas clinicos sdo brandos com relacdo aos
pacientes XP-V nessa idade. E importante ressaltar que desde jovem o paciente XP02GO
percebendo sua sensibilidade ao sol passou a trabalhar de motorista de ambulancia no
periodo noturno, provavelmente o cuidado em ndo se expor ao sol o preveniu de sintomas

clinicos mais graves.

Assim, a partir das sondas desenhadas para as trés novas mutacGes no gene POLH
(intron 6, exon 8 e do intron 10) pudemos identificar a distribuicdo dessas no estado de Goias,
assim como a presenca desse alelo em um paciente de Minas Gerais, como mostra a figura 14

a seguir.
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Figura 14 - Mapa da distribuicdo dos trés alelos mutado, c.764+1 G>A (intron 6), c.907 C>T (exon 8)
e ¢€.1249-1 G>A (intron 10) no gene POLH no estado de Goias. Foram identificados até o momento
vinte pacientes XP-V em Goias, 12 homozigotos para o alelo intron 6, cinco heterozigotos
compostos para intron 6 e exon 8, um homozigoto para o exon 8 e dois homozigotos para o intron
10. O alelo intron 10 foi identificado inicialmente em um paciente de Pogos de Caldas, Minas
Gerais (XPO5MG).

Devido aos resultados iniciais obtidos em Goids e possibilidade de desenvolvimento de
diagndstico molecular através de NGS, nosso grupo passou a aceitar amostras de saliva de
pacientes de varias localidades do Brasil. Sendo assim, participamos no desenvolvimento de
um painel de genes de reparo para investigar outros possiveis genes envolvidos nos fendétipos
desses pacientes. Atualmente, esse painel abrange 48 alvos com um total de 372 kpb do

genoma humano (Tabela 7).
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Tabela 7 - Painel de genes de reparo para identificagdo de variantes genéticos em pacientes com
deficiéncia em reparo de DNA.

Painel de Genes de Reparo

Chr Gene Chr Gene
1 PARP1 10 ERCC6/CSB
2 ERCC3/XPB 11 DDB1
2 XRCC5 11 DDB2/XPE
3 XPC 11 MRE11A
3 FANCD2 11 ATM
3 POLQ 13 ERCC5/XPG
3 ATR 13 BRCA2
4 KIAA1530/UVSSA 14 XRCC3
5 ERCC8/CSA/CKN1 16 ERCC4/XPF
5 POLK 16 FANCA
5 XRCC4 16 USspP7
6 POLH/XPV 17 BRCA1
6 GTF2H5/TTD 17 TP53
7 XRCC2/FANCU 17 POLR2A
7 MPLKIP/TTDN1 18 POLI
8 POLB 19 ERCC2/XPD
8 PRKDC/DNAP-k 19 ERCC1
9 XPA 19 XRCC1
9 FANCC 20 PCNA
9 FANCG 22 XRCC6/KU70

2.4.4 Caracterizagdo genética de novos pacientes brasileiros

Dezenove amostras de saliva provenientes de 17 afetados e dois individuos ndo
afetados, foram sequenciadas para identificacdo das mutacSes responsaveis pelo fendtipo
dos pacientes. Entre essas amostras treze pacientes foram diagnosticados clinicamente como
XP; outros fendtipos além de XP foram incluidos em nossa pesquisa, sendo trés com
Tricotiodistrofia (TTD) e um com Sindrome de Cockayne (CS).

A analise do sequenciamento partiu do alinhamento das sequencias geradas utilizando
o software BWA v0.7.12, tendo como referéncia o genoma humano hgl9. O arquivo gerado
(.bam) foi analisado pela interface web Human Variants Finder http://varfinderhg.com.br,
desenvolvida durante o mestrado da aluna Ms. Livia Moura em nosso laboratorio. Essa
interface, a partir do arquivo de alinhamento, gera uma planilha de variantes encontradas na

amostra, a qual foi usada no estudo para identificar a mutacdo responsavel pelo fenétipo de
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cada paciente.

Como explicado em Materiais e Métodos, a estratégia para identificacdo da possivel
mutacdo candidata ao fendtipo dos pacientes partiu da busca por variantes que alterassem a
funcdo de um gene, tais como: delecGes, insercgdes, trocas de nucleotideos ndo-sinbnimas ou
que afetassem regides de splicing. As mutacdes classificadas como P (patogénicas) ou Pl
(Patogenicidade Incerta) seguiram os seguintes critério: P- aquelas que foram preditas
computacionalmente com alteracdo na funcdo do gene, ndo esta relatada na literatura como
polimorfismo (SNP) ou que ja foi descrita na literatura com associagdo ao fendtipo clinico em
guestdo, Pl- para alteracGes preditas ou ndo como deletérias na funcdo do gene, depositadas
nos bancos de dados como polimorfismo ou em heterozigosidade sem associacdo com uma
segunda mutagao no mesmo gene.

Para os 17 pacientes estudados identificamos dezesseis mutacdes; uma no gene XPA,
seis no gene XPC, duas no gene ERCC2 (XPD), quatro no gene POLH (XPV), uma no gene DDB2

(XPE) e duas alteracdes no gene ERCC6 (CSB), como mostra a tabela 8 a seguir.
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Tabela 8 - MutagGes candidatas para os fenétipos dos 17 pacientes estudados, sendo treze XP, trés TTD e um CS.

Amostra Sindrome Grupo Etinicidade Chr  Genétipo Regido Variagdo Classificagao* Genbmico Proteina Literatura
1 XPA XP137GO XP XP-A Ipameri (GO) 9 Homozigose Exon 5 Parada de Leitura P c.C646T p.Q216X nova
2 XPC XP141GO XP XP-C Ipora (GO) 3 Homozigose Exon 9 Delegdo p c.1108delG  p.E370fs nova
3 XPC XPO1PE XP XP-C Recife (PE) 3 Heterozigose  Exon 10 Parada de Leitura p c.G1969T p.E657X  Leite et al 2009
- Heterozigose  Exon 15 Delegdo p c.2564delT  p.L855fs nova
4 XPC XP140GO XP XP-C Silvania (GO) 3 Heterozigose  Exon 13 Troca N&o sindnima Pl c.G2404A p.G802S  rs200148127
5 XPC XP02TO XP XP-C Natividade (TO) 3 Heterozigose  Intron 6 Splicing p c.780-2A>T - nova
3 Heterozigose Intron 5 Splicing P C.621+1G>A - nova
6 ERCC2 (XPD) TTDO2SP TTD XP-D Sdo Paulo (SP) 19 Heterozigose Intron 10 Splicing P €.949+5G>A - nova
19 Heterozigose Exon 18 Troca N&o sin6nima P c.T1742C p.L581P nova
7 POLH (XPV) XP136GO XP XP-V Jatai (GO) 6 Homozigose Exon 5 Parada de Leitura p c.C638G p.S213X nova
8 POLH (XPV) XPO1RN XP XP-V Sdo Jodo do Sabugi (RN) 6 Homozigose Exon 5 Parada de Leitura p c.C638G p.5213X nova
9 POLH (XPV) XP0O1BA XP XP-V Salvador (BA) 6  Heterozigose Exon 6 Insergdo Pl €.672_673insT p.K224fs nova
10 POLH (XPV) XP11 XP XP-V Sdo Paulo (SP) 6 Homozigose Exon 5 Troca N&o sindnima p c.A571C p.T191P nova
11 POLH (XPV) XP28 XP XP-V Sdo Paulo (SP) 6 Homozigose Exon 5 Troca N&o sindnima p c.T634C p.C212R nova
12 DDB2 (XPE) XPO3AM XP XP-E Manaus (AM) 11  Homozigose Exon 7 Troca N&o sinbnima P c.C1003T p.Q335X nova
13 ERCC6 (CSB) CSO1RS CS CSB Porto Alegre (RS) 10 Heterozigose  Exon 18 Troca N&o sindnima Pl c.A3637G  p.R1213G rs2228527
10 Heterozigose Exon21 Troca N&o sindnima Pl c.A4238G p.Q1413R rs2228529
14 - XP0O1TO XP - Ponte Alta do Tocantins (TO) - - - - - - - -
15 - TTDO1SP TTD XP-D Sdo Paulo (SP) - - - - - - - -
16 - TTDO1ES TTD XP-D Vitdria (ES) - - - - - - - -
17 - XPOSAM XP - Manaus (AM) - - - - - - -

* P de Patogeénica e Pl de Patogenicidade Incerta
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Paciente XP-A; XP13/7GO

A paciente XP137GO nasceu em 2004 na cidade de Ipameri (GO). A paciente é filha de
casamento consanguineo de 2° grau, tem deficiéncia motora, nunca falou, apresenta
dificuldades para caminhar, possui as pernas um pouco torta sendo necessario o uso de botas
com suporte para ajuda-la. Em 2015 fez uma cirurgia no pé para corrigi-lo. Tem problemas
auditivos, deficiéncia intelectual, microcefalia, hiperpigmentacdo da pele e fotossensibilidade
(Figura 15). Entre 2008 e 2013 a paciente retirou 23 lesGes na pele, 14 na regido da cabeca,
trés no tronco e seis nos membros. Dentre essas lesdes; seis carcinomas basocelulares (CBC),
um carcinoma espinocelular (CEC) e seis nevus melanociticos.

Os primeiros sintomas surgiram aos 2 meses com o aparecimento de sardas no rosto e
aos 5 meses no corpo todo. O que fez a mae ir em busca de médicos foi o fato da pele da
crianca descamar muito. O primeiro pediatra, em Uberlandia (a uma distancia de 170 km de
Ipameri) receitou o uso da pomada Trok’, a base de cetoconazol indicado para o tratamento
de dermatoses inflamatdrias. Apds o uso ndo resolver o problema da descamacdo, a mae
procurou outro pediatra para a filha, dessa vez o diagndstico foi de celulite facial. Aos cinco
meses surgiu a primeira lesdo na bochecha, segundo a mde como uma pinta escura e com
sangue. O primeiro diagndstico clinico foi feito por um oftalmologista, ja no Hospital das
Clinicas em Goiania que olhando a pele pigmentada, o problema neurolégico e motor da
crianca chegou ao diagnostico de XP/CS.

Desde o diagndstico e compreensdo da doenca, a mae tem feito uso constante de
protetor solar na filha. De 2013 até hoje ndo foram feitas mais cirurgias de retirada de lesdes.
A m3e tem feito uso tdpico de Imiquimod® nas lesdes que tém surgido e relata que as

mesmas desaparecem, em média, apds um més de uso.
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Figura 15 - A. Heredograma da familia da paciente XP137GO (II.2), homozigota para p.Q216X no gene
XPA e sua mde GO138 (I.2), portadora da mutagdo. O pai da paciente é falecido e amostra do irm3o ndo
foi coletada B. Foto da mde e filha, com estatura normal e leve hiperpigmentacdo da pele nas regides
mais expostas ao sol.

A analise dos dados de sequenciamento nos indicou como mutacdo candidata, uma
troca de nucleotideo, C/T no exon 5 ainda ndo descrita pela literatura (c.C646T), que
caracteriza uma parada de leitura do gene XPA (NM_000380) no aminoacido 216, p.Q216X
(figura 16). Como é possivel observar nessa figura, a amostra GO138 (mde da paciente

XP137G0) apresenta a mesma mutacdo em heterozigose.

Chr3 S ot
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L L} 1 1 L 1 L 1 1 1
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Figura 16 - Imagem do alinhamento na regido da mutagdo c.C646T, p.Q216X, para a amostra afetada
XP137GO (homozigota), e sua mde, ndo afetada GO138 (heterozigota). As barras cinzas representam a
leitura da regido sequenciada.
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A familia da mde da paciente é do municipio de Canapolis (Bahia) e se mudou para
Ipameri (GO) antes do nascimento da filha, onde moram atualmente e possuem

acompanhamento e atendimento no Hospital das Clinicas de Goiania.

Pacientes XP-C; XP141GO, XPO1PE e XPO2TO;

- PACIENTE XP141GO

O paciente, nascido em 1995 na cidade de Ipord (GO) e residente em Rio Verde (GO),
tem a pele negra (fototipo V) e extremamente afetada por lesGes e cirurgias. Segundo ele
seus pais eram primos de primeiro grau e além dele tem uma irma também afetada. O
paciente (Figura 17) tem se tratado no Hospital das Clinicas em Goiania. Entre 2008 e 2014
foram realizadas 41 cirurgias, entre essas, 14 carcinomas espinocelular (CEC), 13 basocelular

(CBC) e trés melanomas.

Figura 17 - Foto do paciente XP141GO ao lado de sua esposa e filha. O paciente ja fez muitas cirurgias
para retirada de tumores.

A analise do sequenciamento indicou como candidata a mutacdo responsavel pelo
fendtipo do paciente uma delecdo em homozigose no gene XPC (NM_004628), c.1108delG no
exon 9, ainda ndo descrita na literatura (figura 18). Essa delecdo promove uma mudanca de

guadro de leitura, com a codificacdo predita de uma proteina truncada (p.E370fs).
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Figura 18 - Imagem do alinhamento na regido da mutacdo c.1108delG, p.E370fs, identificada na
amostra do paciente XP141GO. Uma dele¢do em homozigose no gene XPC (exon 9). As barras cinzas
representam a leitura da regido sequenciada, em vermelho a posi¢do da base excluida.

- PACIENTE XPO1PE

A paciente, nasceu em 2001, fototipo IV, ndo ha relato de casamento consanguineo
entre os pais, seu primeiro diagndstico foi aos dois anos, tendo seus primeiros sintomas com
um ano e seis meses.

Segundo o médico que a acompanha, Dr. Amadeus Caldas, os sintomas iniciaram com o
surgimento de lesdes pigmentares em areas fotoexpostas e queimaduras solares. A crianca
teve o primeiro tumor de pele aos 2 anos, porém a made ndo sabe informar o tipo, uma vez
gue ndo possui os laudos e resumos de alta. J4 teve seis CBC, dois CEC e nenhum caso de
melanoma. Além das lesGes, apresenta xeroses, rarefacdo capilar, alteracdes oftalmoldgicas
como pterigio, xeroftalmia e fotofobia intensa. Segundo o médico, haviam lesdes bilaterais na
porcdo nasal da cornea e ja foram tratados tumores palpebrais basocelulares.

Na amostra XPO1PE foram identificadas duas variantes em heterozigose no gene XPC,
gue devem comprometer sua fungdo: uma insercdo que desloca o quadro de leitura da
proteina (frameshift), c.2564delT, p.L855fs, e uma troca de nucleotideo que caracteriza uma
parada de leitura, c.G1969T, p.E657X (Figura 19). Apenas a segunda mutacdo ja foi descrita

em um paciente de S3o Paulo e caracterizada pelo trabalho de Leite e colaboradores (82).
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Figura 19 - Imagem do alinhamento na regido das mutag¢des c.G1969T [p.E657X] e c.2564delT [p.L855fs]
da amostra XPO1PE. A paciente é heterozigota composta para as alteragdes que codificam; uma parada
de leitura no aminodcido 657 e delegdo que altera o frame de leitura do mRNA do gene XPC. As barras
cinzas representam a leitura da regido sequenciada.

- PACIENTE XP02TO

A paciente XP02TO, fototipo IV, nascida em 2008 em Natividade (TO), teve seus
primeiros sintomas aos trés meses de idade quando comecou a apresentar vermelhiddo na
pele ao se expor ao sol, o que resultou em um aumento de pigmentacdo nessas regides
(Figura 20). A paciente possui pele seca, com muitas manchas e queratoses actinicas, ndo ha
conhecimento de casos anteriores entre familiares e ndo hd relato de casamento
consanguineo. Aos 16 anos ja retirou muitos tumores, o primeiro melanoma foi retirado aos 5
anos de idade. Durante um atendimento da SBD em Araras, foram retiradas algumas lesdes
da paciente, sendo sete melanomas. No exame de ressonancia magnética do cérebro ndo foi
observada nenhuma anormalidade e ndo ha descricdo de atraso no desenvolvimento

cognitivo da paciente.
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Figura 20 - Foto da paciente XP02TO. Em A e B foto de uma lesdo da paciente na regido dafaceeem Ce
D regides expostas ao sol com hiper e hipopigmentag¢do da pele, extremamente seca e fotossensivel.

A analise do sequenciamento da amostra nos indicou duas mutacGes em heterozigose
em sitio de splicing no gene XPC, c.621+1G>A (intron 5) e c.780-2A>T (intron 6), ambas ainda

nao descritas na literatura.

Paciente XP-D/TTD; TTDO2SP

Com um quadro clinico bem diferente dos pacientes citados acima, recebemos uma
amostra de paciente com diagndstico de TTD, TTDO2SP. Uma crianca de 10 anos, sem
fotossensibilidade, com “fio de cabelo de tigre”, ralo, pequeno e quebradico, caracteristico do
fendtipo de TTD. Dentro dos genes envolvidos com a sindrome e que fizeram parte do nosso
painel de genes de reparo estdo as duas subunidades do fator de transcricao TFIIH, ERCC2
(XPD) e ERCC3 (XPB), GTF2H5 (TTDA) e MPLKIP (TTDN1). Nenhuma alteracdo foi encontrada
no gene MPLKI e das variacBes encontradas nos genes alvos a Unica ndo sinbnima dentro de
uma regido codificante estd no gene ERCC2, em heterozigose, que encontramos uma troca de

nucleotideo no exon 18, c.T1742C, p.L581P (tabela 9).
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Tabela 9 - Variantes finais encontradas para amostra nos genes, ERCC2 (XPD), ERCC3 (XPB) e GTF2H5
(TTD) para amostra TTDO2SP. Em vermelho as variantes candidatas no gene ERCC2.

Chr Posi¢do dbSNP_ID  Ref. Regido  Gendtipo Alteragdo
ERCC2 chrl9 45867239 . C T intronica het -
ERCC2 chrl9 45856468  rs238417 G C intronica het =
ERCC2 chrl9 45856516 . A G exonica het ndo sin6nima
ERCC3  chr2 128050134 rs4150402 T C intronica hom =
ERCC3  chr2 128050000 rs4150404 A G intronica hom -
ERCC3  chr2 128018192 rs1566823 A G intronica hom -
ERCC3  chr2 128015367 rs4662718 C T intronica hom -
ERCC3  chr2 128047998 rs112272587 C T intronica het -
GTF2H5 chr6 158591619 rs6931532 T G intronica het -
GTF2H5 chr6 158615926 rs1019682 A T UTR3 hom =
GTF2H5 chr6 158613374 rs3841147 TA T UTR3 het -
GTF2H5 chr6 158616335 rs10946159 A C UTR3 het -
GTF2H5 chr6 158613603 rs4425618 A C UTR3 het -
GTF2H5 chr6 158618449 . G GA UTR3 het -
GTF2H5 chr6 158616173 rs72413565 C CT  UTR3 het -
GTF2H5 chr6 158619409  rs599345 G A UTR3 hom =
GTF2H5 chr6 158616727 rs1047876 C T UTR3 het -
GTF2H5 chr6 158589373 rs77941623 G A upstream het -

RefSeq_ID EXON Proteina CLINVAR #ESP6500

- - €.949+5G>A - - 0

= = = = = 0.6785
NM_000400 exonl8 c.T1742C p.L581P - 0

= = = = = 0.7365

- - - - - 0

- - - - - 0

- - - - - 0

- - - - - 0

- - - - - 0.0701
NM_207118 = c.*2737A>T - = 0
NM_207118 - c.*186delA - - 0
NM_207118 - c.*3146A>C - - 0
NM_207118 - c.*414A>C - - 0
NM_207118 - €.*5260_*5261in - - 0
NM_207118 - €.*2984_%*2985in - - 0
NM_207118 = c.*6220G>A - = 0
NM_207118 - €.*3538C>T - - 0

- - - - - 0

A anadlise com as ferramentas SIFT, Provean e MutationTaster mostrou que a troca

c.T1742C [p.L581P] é potencialmente deletéria para funcdo da proteina XPD. A lisina 581 é

um aminoacido extremamente conservado fazendo parte do dominio Helicase da proteina

(Figura 21). Uma segunda mutacdo intronica, também em heterozigose, c.949+5G>A, foi

indicada como mutacdo candidata. Pela andlise da ferramenta Human Splicing Finder a

alteracdo leva a mudanca no padrdo de processamento do mRNA do gene. Portanto,

consideramos que essas duas mutacdes, no gene ERCC2, sdo potencialmente responsaveis

pelo fendtipo observado.
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Figura 21 - Regido conservada da proteina XPD (Uniprot,

helicase com provavel alteragdo na fungdo da proteina.
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Pacientes XP-V; XP136GO e XPO1RN

O sequenciamento das amostras dos pacientes XP136GO e XPO1RN indicou que ambas
possuem a mesma mutacdo no gene POLH: uma troca ndo sinbnima de C>G no nucleotideo
638 (exon 5). XP136GO nasceu na cidade de Jatai (GO) e tem 42 anos. Segundo seu médico
em Goiania, Dr. Luis Fernando do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias
(UFG), a paciente ndo tem nenhum sinal de neurodegeneracao, possui fotossensibilidade e ja
teve caso de melanoma. O paciente XPO1RN, 34 anos, tem a vista muito comprometida e aos
9 anos ja teve os primeiros sintomas de XP com o aparecimento de um carogo na regido da
palpebra do olho. Apds a primeira cirurgia, aos 10 anos para excisdo de uma lesdo na
palpebra, todos os anos passou por cirurgias para retirada de lesdes na pele, CBC e CEC,
sempre na regido da face e dorso. Como mostra o heredograma na figura 22, o paciente é
filho de um segundo casamento e relata que sua tia (I.1) tem XP, assim como seu pai (1.3), que
faleceu aos 92 anos. No primeiro casamento seu pai teve 2 filhos com XP (Il.1 e Il.5) e no
segundo mais dois filhos com XP, ele (I1.10) e um irmado (I1.8), falecido aos 26 anos de idade

(Figura 22).
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Figura 22 - Genealogia do paciente XPO1RN (11.10) do Rio Grande do Norte. O paciente relata que seu
irmao (I1.8) também era XP, chegou a fazer quimioterapia e faleceu aos 26 anos de idade.

A mutacdo encontrada nos pacientes ainda ndo esta descrita nos bancos de dados, uma
substituicdo de base de C para G em homozigose, ¢.C638G, que gera um cédon de parada de

leitura na proteina, p.S213X (Figura 23). O paciente de Goids relata ter parentes em
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Correntina, Bahia. Assim, é possivel que a origem desse alelo seja Unica, com efeito fundador

na regido do Nordeste do pais.
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Figura 23 - Alinhamento do sequenciamento das amostras XP136GO e XPO1RN na regido do gene da
POLH (chr6: g.43560580, c.C638G, p.S213X). Os dois pacientes, de Goids e do Rio Grande do Norte,
respectivamente, com a mesma mutacgao.

Pacientes com variantes de Patogenicidade Incerta (Pl)

-PACIENTE XP140GO

O paciente de Silvania (GO), tem 43 anos, a pele bem clara e extremamente seca (Figura
24). A amostra deste paciente foi coletada em outubro de 2015 em um mutirdo realizado pela
Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD) em Araras, GO. Durante o evento foram
realizadas consultas, exames e algumas cirurgias, como o caso no paciente XP140GO, em que

foi retirado um nevo melanocitico displdsico do coro cabeludo.
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Figura 24 — A. Paciente XP140G0O com fendétipo ameno apesar da pele bem clara e extremamente seca.
B. Nuca do paciente, onde ja havia retirado uma lesdo anteriormente.

O sequenciamento da amostra do paciente indicou uma alteracdo em heterozigose,
uma troca de nucleotideo ndo sinbnima que potencialmente altera a funcionalidade da
proteina XPC, c.G2404A, p.G802S. De todas as mutacdes identificadas nesse gene, como
mostra a tabela 10, a Unica que poderia justificar alguma patogenicidade seria essa troca ndo

sinbnima.

Tabela 10 - Alteragdes encontradas no gene XPC do paciente XP140GO, em vermelho a alteragao
canditada.

chr3  Posicdo rs_ID Regido Genétipo Alteragdo Gene_ID Exon Proteina Provean SIFT CLINVAR #ESP6500
XPC chr3 14186757 rs1126547 UTR3 hom - NM_004628 - c.*684G>C - - - 0
XPC chr3 14189147 rs2257984 intronic het - - 0
XPC chr3 14187345 rs2229090 UTR3 het - NM_004628 - c.*96C>G - - - 0
XPC chr3 14190237 rs2279017 intronic het = = = = = = = 0.6353
XPC chr3 14199887 rs2228000 exonic het N3o Sinénima NM_004628  exon9 c.C1496T  p.A499V  Neutra Toleravel sim 0.2006
XPC chr3 14187449 rs2228001 exonic het N&o Sinonima ~ NM_004628 exonl6 c.C2815A p.Q939K  Neutra Toleravel - 0.6421
XPC chr3 14190078  rs200148127  exonic het N&o Sindnima NM_004628 exonl3 c.G2404A  p.G802S Deletéria  N&o Toleravel sim 0.0004
XPC chr3 14197987 rs2958057 exonic hom Sinbénima NM_004628 exonl0 c.T1881A p.A627A = 0

Assim, é bastante provavel que este seja um paciente XP-C, porém serd necessario
identificarmos a segunda mutacdo no mesmo gene para que se justifique as alteracdes no
gene XPC como responsaveis pelo fendtipo do paciente. E possivel que uma andlise menos

restringente durante a filtragem dos polimorfismos nos responda essa questdo.

- PACIENTE XPO1BA

A Paciente XPO1BA (24 anos) que, segundo a Dra. Joanna Meira, médica geneticista que
trabalha na drea de Genética do Hospital das Clinicas em Salvador (BA), possui um quadro de

carcinomas recorrentes de pele desde os 17 anos, sendo que, no ultimo ano, a frequéncia de
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aparecimento dos mesmos aumentou, assim como a necessidade de exérese e andlise
histopatoldgica das lesGes. Até o momento, ja foram retiradas mais de 10 lesGes malignas,
dentre CBC, CEC e um melanoma em fase inicial, aos 21 anos. As principais regides de
acometimento sdo nas dreas fotoexpostas. Refere ainda que as lesdes aparecem
subitamente, ja sob a forma de pequenas feridas. Com o sequenciamento da amostra,
identificamos no gene POLH, em heterozigose, a insercdo de um T no exon 6, c.672_673insT,

que gera um frameshift durante a leitura desse mMRNA desse gene, p.K224fs (Tabela 11).

Tabela 11 — Variantes encontradas na paciente XPO1BA com frequéncia alélica menor que 0,5. Em

vermelho indicado a alteragdo candidata.

Chr  Posigdo rs_ID Regido  Gendtipo Variagdo Gene_ID Exon cDNA Proteina Clinvar

ATM 11 108183167 rs659243 exon hom ndo sinénima NM_000051 exon40 c.A5948G p.N1983S  sim/Benigna
FANCA 16 89849480 rs2239359 exon hom ndo sinénima NM_000135 exonl6 c.G1501A p.G501S sim/Benigna
FANCA 16 89836323 rs7195066  exon hom n3o sinénima NM_000135 exon26 c.G2426A p.G809D sim/N3o testado
FANCD2 3 10088343 rs73126218 exon het n3o sinénima NM_001018115 exonl5 c.A1214G p.N405S -
FANCG 9 35075969 rs4986939  exon het ndo sinénima NM_004629 exon9 c.C1133T7 p.S378L sim/Néo testado
MRE11A 11 94203652 511524441  exon het n3o sinénima NM_005590 exon9 ¢.C1002G p.S334R sim/Benigna
POLH 6 43568736 . exon het inser¢do/frameshift NM_001291969 exon6 c.672_673insT p.K224fs -

XPA 9 100437789 rs3176750 exon het ndo sinbnima NM_000380 exon6 c.C754G p.L252V sim/Benigna

Porém, serda necessario estudarmos melhor o gene em questdo na busca de uma
provavel segunda mutacdo em heterozigose no mesmo gene, cuja alteracdo comprometa o
funcionamento da proteina e justifique o fendtipo da paciente. Um segundo sequenciamento

dessa amostra serd necessario para identificarmos esse segundo alelo.

-PACIENTE CSO1RS

Duas amostras de DNA, de pacientes do Rio Grande do Sul, com fendtipo CS foram
enviadas ao laboratdrio para sequenciarmos e identificarmos a mutacdo responsavel pela
sindrome. Até o momento sequenciamos uma dessas amostras, CSO1RS. Ainda ndo temos o
detalhamento do diagndstico clinico, sabemos que o paciente CSO1RS nasceu em 1998 em
Trés Passos (RS), tem a pele seca, com poucas manchas e ndo ha relato de fotofobia. Em
2014, aos 16 anos pesa 30 kg com 1,40 cm de altura. Ndo existem casos anteriores na familia.

O fendtipo de CS ja foi descrito com mutacSes nos genes ERCC6 (CSB), ERCC8 (CSA),
ERCC2 (XPD), ERCC3 (XPD) e ERCC5 (XPG). Avaliando as variantes desses genes, com
frequéncia alélica menor que 0,5, foi possivel selecionar algumas variantes para estudo. Uma

variante no gene ERCC5 (XPG) que, apesar de predita com deletéria e prejudicial pelos
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programas provean e sift, foi descrita como benigna em um estudo com 681 individuos
sauddveis na populacdo (96). O estudo de todas as variantes encontradas no gene, tanto
intrénicas, como em regides 5" e 3" UTR ndo identificou nenhuma outra alteracdo que poderia
estar em heterozigose composta com c.A760G [p.M254V] e justificar uma possivel associacdo
com o fendtipo do paciente. Encontramos também variantes no gene ERCC2, duas alteracdes
ndo sindbnimas, porém ambas ja encontradas, juntas, em pacientes com fendtipos XP e TTD
sequenciados por nods, além de serem descritas como polimorfismos da populacdo (Tabela
12).

A anadlise do sequenciamento nos indicou, em heterozigose, as trocas ndo sinbnimas no
gene ERCC6, c.A3637G [p.R1213G] e c.4238G [p.Q1413R], como mostra a tabela 12 a seguir.
A primeira foi predita como deletéria pelo programa Provean, mas como tolerada pelo
programa Sift, e a segunda foi considerada neutra e tolerada. As duas foram descritas como
associadas a um aumento na frequéncia de CBC em um estudo feito com 900 pacientes com
cancer de pele (CEC e CBC) e comparacdo a 900 pessoas sem cancer (96). Além disso, essas
alteracGes ndo foram encontradas em nenhum dos 12 pacientes sequenciados neste
trabalho. Sendo assim, neste caso hd uma clara indefinicdo do gene responsdvel pela
sindrome, tendo o gene ERCC6 como candidato, porém sem clareza se essas variantes,

c.A4238G [p.Q1413R] e c.A3637G [p.R1213G] sdo realmente patogénicas.

Tabela 12 - Variantes encontradas para a amostra do paciente CSO1RS. Dos provaveis genes responsaveis
pelo fenétipo CS; ERCC6 (CSB), ERCC8 (CSA), ERCC2 (XPD), ERCC3 (XPB) e ERCC5 (XPG) e com frequéncia
alélica menor que 0,5.

Posicdo dbSNP Regido Gendtipo VELET=1] Proteina Provean Mutation Taster ClinVar

BIVM-ERCC5,ERCC5 13 103513944 rs1047769  exon het n3o sinbnima exon7 c.A760G p.M254V  Deleteria  Prejudicial Polimorfismo sim/Benigna
ERCC2 19 45854919 rs13181 exon het nado sinbnima exon23  c.A2251C p.K751Q Neutra Tolerada Polimorfismo sim/ndo testado
ERCC2 19 45867259 rs1799793 exon het nado sinbnima exonl0 ¢.G934A p.D312N Deleteria Tolerada Polimorfismo sim/ndo testado
ERCC6 10 50667105 rs2228529  exon het ndo sinénima exon21l c.A4238G  p.Ql413R Neutra Tolerada Polimorfismo sim
ERCC6 10 50678717 rs2228526  exon het ndo sinbnima exonl8 c.A3289G p.M1097V Neutra Tolerada Polimorfismo sim/Benigna
ERCC6 10 50678369 rs2228527  exon het ndo sinénima exonl8 cA3637G  p.R1213G  Deleteria Tolerada Polimorfismo sim

Paciente sem identificagGo da mutagéo

- PACIENTE XPO1TO

A paciente XPO1TO, 58 anos, segundo a Dra. Ana Maria Quinteiro, dermatologista no
Hospital Geral de Goiania, nunca se protegeu do sol e ainda hoje ndo se cuida com relagdo a

fotoprotecdo. Sua pele é branca (fototipo Il) e com psoriase. A paciente tem formacdo no
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ensino superior e é servidora publica federal, ndo apresentando nenhum tipo de
neurodegeneracdo ou indicacdo de deficiéncia cognitiva. A médica relata um quadro bem
leve de XP, com poucos casos de CBC e CEC (menos de 10 lesdes), e nenhum caso de
melanoma.

Dentre as variantes com provavel alteracdo na funcdo do gene e com frequéncia alélica

menor ou igual a 0,5, encontramos as alteragdes listadas na tabela 13 a seguir.

Tabela 13 - Variantes ndo sinénimas e com frequéncia alélica menor e igual a 0,5 da amostra XPO1TO.

Chr dbSNP Ref Alt RegidoGenoétipo Variagdo Exon cDNA Proteina ClinaVar Provean Sift MutationTaster

ERCC2 19 rs13181 T G exon het  N&oSinonima exon23 c.A2251C p.K751Q sim Neutra Tolerada  Polimorfismo
ERCC2 19 rs1799793 C T exon het N&oSinonima exonl0 c.G934A p.D312N sim Deleterious Tolerada  Polimorfismo
ERCC6 10 rs2228529 T C exon het  N&oSinonima exon21 «c.A4238G p.Q1413R sim Neutra Tolerada  Polimorfismo
ERCC6 10 rs2228527 T C exon het  N&oSinonima exonl8 c.A3637G p.R1213G sim Deleterious Tolerada  Polimorfismo
ERCC6 10 rs2228526 T C  exon het  N&oSinonima exonl8 ¢.A3289G p.M1097V sim Neutra Tolerada  Polimorfismo
FANCA 16 rs7195066 C T exon het  N&oSinonima exon26 c.G2426A p.G809D sim Neutra Tolerada  Polimorfismo
FANCA 16 rs2239359 C T exon het N&oSinonima exonl6 c.G1501A p.G501S sim Neutra Tolerada  Polimorfismo
BRCA1 17 rs16941 T C exon het  N&oSinonima exon9 <c.A2972G  p.E991G sim Deleterious Prejudicial Polimorfismo
BRCA1 17 rs16942 T C exon het  N&oSinonima exon9 c.A3407G p.K1136R sim Neutra Tolerada  Polimorfismo
BRCA1 17 rs799917 G A exon het  N&oSinonima exon9 ¢.C2471T p.P824L sim Neutra Tolerada  Polimorfismo
BRCA1 17 rs4986850 C T exon het  N&oSinonima exon9 «¢.G1936A p.D646N sim Neutra Prejudicial  Polimorfismo
BRCA1 17 rs1799966 T C exon het N&oSinonima exonl5 c.A1525G p.S509G sim Neutra Prejudicial Polimorfismo

ATR 3 rs2229032 C T exon het NdoSinonima exon43 c¢.G7274A p.R2425Q sim Neutra Tolerada  Polimorfismo

Todas as alteracdes encontradas FA<0,5 sdo do tipo ndo sindnimas. A andlise de
impacto dessas alteragOes, utilizando os programas Provean e Sift, indicou possiveis
alteracBes na funcdo dos genes; BRCA1, ERCC2 (XP-D) e ERCC6 (CSB). A alteracdo no gene
ERCC2 (XPD) foi classificada como deletéria pelo programa Provean, porém tolerada pelo
programa Sift. Uma terceira avaliacdo foi feita utilizando o programa Mutation Taster que
apontou a alteracdo como polimorfismo. Existe uma alteracdo no aminoacido 991, deletéria e
ndo tolerada, no gene BRCA1 que esta descrita como benigna no Clinvar. As trés alteracdes
no gene ERCC6 estdo descritas na literatura: c.A3637G [p.R1213G] e ¢c.A4238G [p.Q1413R]
como associadas a um aumento no risco de cancer de pele ndo melanoma (96) e a troca

c.A3289G [p.M1097V] a um aumento no risco de cancer de bexiga (97).

-PACIENTES TTDO1SP E TTDO1ES

O paciente TTDO1ES nasceu em 1994, fototipo Ill, de acordo com a Classificacdo de
Fitzpatrick. Os pais vieram de Vitéria e os avés de Campos de Goytacazes (RJ). Ndo ha
historico de casamento consanguineo. Existem casos anteriores na familia de dois irmaos

gémeos que faleceram apds algumas semanas de vida. O primeiro diagndstico clinico do
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paciente foi aos 17 anos, ha dois anos se encontra acamado. Segundo sua tia, quando crianca
ficava avermelhado por inteiro, sua pele é seca, porém sem hipo/hiperpigmentacdo ou
manchas e queratoses. Aos dois anos passou a ter crises convulsivas. A tia relata ja ter tirado
um tumor do pescoco aos 4 anos de idade. Os cabelos sdo secos e esparsos, sobrancelhas
rarefeitas, pele seca em tronco e membros, porém oleosa com lesGes vesico-papulosas na
face, pescoco e cintura escapular. Paciente acamado, afadsico, apresentando tetraparesia
espastica, com impossibilidade de medir forca resultante de uma atrofia muscular
importante.

Com relacdo a paciente TTO1SP ndo temos os dados clinicos, o contato com a médica
responsavel estd em andamento. Dados anteriores do nosso grupo de pesquisa, através de
ensaios de complementacdo com fibroblastos primarios desse paciente, indicaram uma
recuperacdo do fendtipo de sensibilidade a luz UV, com adenovirus portadores do gene XPD,
indicando ser esse o gene afetado.

Para os dois pacientes estudamos as variantes nos genes relacionados a sindrome TTD;
ERCC2, ERCC3, GTF2H e MPLIK, em gque ndo foi encontrada nenhuma variante em regides
codificadoras ou em sitio de splicing, com alteracdo de funcdo do gene e frequéncia alélica
maior que 0,5. E muito provével que o gene XPD esteja envolvido no fendtipo desses
pacientes, e uma nova analise dos dados, menos restringente devera ser feita na tentativa de

encontrarmos essa mutagéo.

-PACIENTE XPO5AM

Segundo o médico responsdvel Dr. Fabio Fransceconi, a paciente residente e nascida
em Manaus tem 42 anos e fototipo de IV para V. Os primeiros tumores surgiram aos 26 anos
de idade, foram seis tumores retirados ao longo dos anos, sempre CBC e CEC.

O sequenciamento da amostra ndo nos indicou nenhuma mutag¢do candidata para o
fendtipo do paciente. Analisamos as alterac®es encontradas nos genes DDB2, POLH, UVSSA e
XPC, cujo fendtipo conhecido de XP é mais ameno e com frequéncia alélica menor que 0.5

(Tabela 14) e nenhuma alteracdo foi indicada como mutacdo da paciente.
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Tabela 14 - Variantes encontradas para os genes com fenétipo mais leve de XP.

Gene Chr Posicdo dbSNP_ID Ref Alt Regido Genétipo Variacdo RefSeq_ID Exon cDNA Proteina Clinvar #ESP6500

DDB2 chrll 47260319 rs901746 A G intronic hom - - - ¢.1235-32A>G - - 0.3821
POLH chr6 43582091 rs6941583 A T exonic het nonsynonymous NM_006502 exonll c.A1939T p.M647L - 0.1236
UVSSA chr4 1348649 rs114396993 C A intronic het - - - - - - 0.0157
UVSSA chr4 1369885 rs11724369 G A exonic het synonymous NM_020894 exonl0 c¢.G1497A p.A499A - 0.2825
XPC chr3 14188762 rs2733534 G C intronic het S S S = = = 0.4272
XPC chr3 14208625 rs3729587 G C intronic het - - - - - - 0.334
XPC chr3 14190268 rs2470353 G C intronic het - - - - - - 0.4269
XPC chr3 14220095 rs2607775 C G UTR5S het - NM_004628 - c.-27G>C - - 0.4347
XPC chr3 14220114 rs370091578 C G UTRS het - NM_004628 - c.-46G>C - - 0.0002
XPC chr3 14193889 rs2227998 C T exonic het synonymous NM_004628 exonll c.G2061A p.R687R yes 0.2658

Para essa amostra a estatistica de sequencias alinhadas na regidao alvo foi de 5%, o que
nos indica que o a etapa de enriquecimento durante o preparo da biblioteca ndo ficou boa.
Essa amostra deverd ser sequenciada novamente para estudarmos melhor as alteracdes no

DNA da paciente.

Assim, com a chegada de amostras de pacientes de todo o Brasil, aos poucos e
juntamente com o trabalho realizado pelo Hospital AC Camargo, que também recebe
amostras de pacientes XP de diferentes regides, esperamos caracterizar geneticamente a
distribuicdo desses pacientes no Brasil. Para todas as mutacdes indicadas serd necessaria
confirmacdo pela metodologia Sanger, assim como o estudo mais detalhado do mRNA de

algumas amostras em que a mutacdo candidata se encontra em sitio de splicing.

2.4.4 Efeito das mutagbes em sitio de splicing no mRNA do gene
POLH, intron 6 e intron 10.

Para avaliar a quantidade do mRNA transcrito do gene POLH, foi realizado o ensaio de
PCR quantitativo (gRT-PCR). Tendo em vista que uma das mutagdes encontrada esta
localizada no intron, alterando uma base de sinalizacdo na regido de splicing, e considerando
o nivel reduzido de expressdao da proteina Pol eta, encontrados nas células dos pacientes
estudados, com iniciadores na juncdo dos exons 6 e 7, foi possivel avaliar a expressao relativa

do mRNA desse gene, em células desses pacientes.

A linhagem afetada XPO4GO apresentou 30% da expressdo relativa desse gene quando
comparado as linhagens controle, AS405 e GOO1, diferente do paciente XPO6GO em que a

expressdo do mRNA ndo foi detectada (figura 25). Os resultados foram obtidos utilizando o
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método comparativo de Cts, apds normalizacdo baseada na expressdo do gene enddgeno

GAPDH. Os iniciadores utilizados correspondem a regido entre o exon 6 e 7.

1.5

Expressao Relativa do gene
PO

Figura 25 - Niveis de expressao do mRNA de POLH em células humanas sdo afetados pelas mutacdes
em introns. RT-PCR para analise da expressdo relativa do gene POLH para as linhagens; AS405
(selvagem), GOO1, XP0O4GO e XPO6GO. O RNA total foi isolado das células, em seguida as amostras
foram tratadas com DNase (Promega®) para sintese do cDNA. O cDNA foi submetido a reacdo de PCR
em tempo real, utilizando o iniciador para a regido de juncdo entre o exon 6 e 7. Para quantificacdo
utilizou-se o método comparativo de Cts, normalizados pela expressao enddgena do gene GAPDH. O
experimento foi realizado pelo menos trés vezes independentemente.

Diferente do observado para as linhagens XPO6GO (homozigota mutada no intron 6), a
linhagem XPO5MG (mutada no intron 10) tem um aumento de até seis vezes da expressao
relativa comparado a linhagem controle AS405 (figura 26). A mutacdo no sitio de splicing do
intron 10, pode estar afetando a regido de poliadenilacdo na porcdo C-Terminal e, portanto, a

estabilidade deste mRNA.

Fxpressdo Relativa do gene
POLH
A
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Figura 26 - Aumento da expressdo relativa do mRNA do gene POLH na linhagem XPO5MG (XP-V),
relativo ao controle AS405. As amostras foram analisadas como descrito na figura 6. Este resultado é
representativo da média de 3 experimentos independentes.
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2.4.5 RNA-Seq

Para melhor entender como essas mutagOes estdo interferindo no processamento do
MRNA desses pacientes, analisamos o transcriptoma das linhagens GO01, XP04GO, XPO6GO e
XPO5MG. Para andlise dos dados gerados utilizou-se o software da Lifescope™. Essa anélise
baseia-se no alinhamento das sequéncias geradas (leituras) com o sequenciamento da
biblioteca de cDNA a um genoma referéncia, no caso hg19. Na figura 27 apresentamos o
grafico com a distribuicdo das regiGes sequenciadas em cada exon do gene POLH. Para a
amostra XPO4GO (heterozigota composta para as mutacdes no exon 6 e 8), comparada com a
amostra controle GOO01, é possivel ver uma reducdo na quantidade de reads em todos os
exons, corroborando os dados de RT-PCR em que, para regido da juncdo do exon 6/7, é

possivel ver uma reducdo de até 70% na expressao relativa do POLH.

Para a amostra XPO6GO (homozigota para o exon 6) é possivel identificar, assim como
para amostra GOO1, um aumento na quantidade de leituras para o exon 2 e auséncia de
sequéncias no exon 6, o que confirma os resultados obtidos com RT-PCR, em que ndo houve
amplificacdo da regido de juncdo do exon 6/7. Considerando que nos exons seguintes existem
regifes sequenciadas, é possivel que exista uma nova isoforma com a delecdo do exon 6 no
MRNA dessa amostra. Ja para a amostra XPOSMG temos até 20x mais leituras que a amostra
GOO01 nos exon 1, 2 e 5, 0 que pode indicar uma maior estabilidade do RNA mensageiro desse

alelo.
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Figura 27 - Quantidade de leituras de cada exon do mRNA do gene POLH, normalizadas pelo seu
tamanho e por milhdes de bases sequenciadas — RPKM (reads per kilobase per million mapped reads).

2.4.6 PCR do gene POLH

Foi possivel identificar que existem pelo menos trés mRNA da POLH para a amostra
XP0O6GO e dois mRNA para a amostra XPO5SMG (figura 28). Para a amostra XPOSMG é possivel
observar uma banda mais forte confirmando os dados de gRT-PCR, em que ha uma expressao
relativa de até 6x maior quando comparado a amostra controle, assim como os dados do
transcriptoma, em que observamos uma maior quantidade de leitura para os exons da POLH

dessa amostra.

XP06GO XPO5MG
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Figura 28 - Andlise do mRNA das amostras Gel de agarose 1% do PCR com o cDNA das amostras,
controle (FHN) e XP-V; XPO6GO (intron 6) e XPOSMG (intron 10) para o gene POLH (2,2 kpb). Diferentes
guantidades do volume total de PCR foram aplicadas para que se conseguisse visualizar as diferentes
bandas de cada amostra; de 50uL da reacdo de PCR, aplicou-se 20 pyL da amostra FHN, 40 uL da XPO6GO
e 5 uL da XPO5MG.
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2.5 DISCUSSAO

Neste trabalho desenvolvemos estudos de identificacdo e distribuicdo dos alelos
mutados no gene POLH para os pacientes e familiares da comunidade de Araras. Como
desenvolvemos uma metodologia nova para diagndstico molecular dos alelos ali encontrados,
identificamos pacientes de outras regides, como o caso do paciente XP133GO de Goids Velho,

a cerca de 140 km de Araras.

Entender o provavel caminho dessas mutacdes terd grande importancia para
comunidades isoladas e com alta frequéncia de casamentos consanguineos, em que
mutacles acabam se fixando, o que pode resultar em uma alta incidéncia de pacientes com
doencas raras. Efeitos fundadores de mutacdes no gene XPC, por exemplo, ja foram descritos
na literatura; como na Illha de Mayotte (Oceano Indico) , em que 32 pacientes possuem a
mutacdo em sitio de splicing no gene XPC, ¢.2251-1G>C (1), na Guatemala com 12 pacientes
mutados em XPC (98) e no norte da Africa com alta prevaléncia da mutacSes c.1643-
1644delTG (56/66) nesse mesmo gene (84) tendo esse variante também sido encontrado no
Brasil (82). Este mesmo trabalho também identificou no norte da Africa, a mutacdo nonsense
C.682C4T (p.Arg228X) no gene XPA em 8 dos 66 pacientes (84), que ocorre em alta frequéncia
nos pacientes XP do Japao devido a um efeito fundador do alelo (99). Em um estudo aqui no
Brasil, conduzido pela Dra. Maria Isabel Achatz e Ms. Karina Santiago no Hospital AC Camargo,
identificaram uma alta frequéncia da mutagdo de Mayotte no gene XPC (10/18), ¢.2251-1G>C

(Karina et al, [comunicacdo pessoal]).

Na populacdo de Araras, houveram dois efeitos fundadores independentes: a
introducdo da variante no intron 6, provavelmente com a chegada dos fundadores da regido
de Portugal no inicio do século XVIIl e a outra variante no exon 8, mais tarde, na década de
60, com os imigrantes da regido de Hidrolandia (ao sul de Goiania). A mutacdo no intron 6 foi
descrita recentemente em quatro pacientes (95) e a substituicdo no exon 8 foi identificada
em um paciente da Europa, Kosovo (86), com fendtipo extremamente grave. Aos 21 anos o
paciente desenvolveu um rapido e progressivo tumor na face, onde teve que retirar grande
parte da pele do rosto. Diferentemente do paciente de Araras, XP88GO, que so

recentemente, aos 80 anos, apresentou algumas alteracdes mais graves, tais como: olho mais
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avermelhado e ha 6 meses retirou uma lesdo na pele, segundo sua médica, maligna. As
caracteristicas clinicas entre esses pacientes variam muito, tendo-se em conta os diferentes
habitos de vida essa variacdo é esperada. Como é o caso das irmds XPO3GO e XP04GO que
possuem a mesma mutacdo, porém fendtipos distintos. Por outro lado, pacientes que sempre
desenvolveram atividades ao ar livre e no sol como XP88GO, XP85G0O e XP39GO e apresentam
fendtipos distintos, sendo o fendtipo do paciente XP88GO surpreendentemente brando
(Munford, Castro et al, 2016 [in press]). Sera extremamente interessante realizar estudos dos
polimorfismos intronicos nesses genomas para verificar se ha relacdo entre as mutacdes
encontradas em Araras, e as dos pacientes europeus. Qutras mutacgdes foram identificadas no
mesmo gene (POLH): como no caso do alelo mutado no intron 10, ¢.1249-1 G>A, variante
encontrada em dois pacientes de Goiania (XP02GO e XP24G0O) e um paciente de Minas
Gerais, XPOSMG e do alelo mutado no exon 5, c.C638G [p.S213X], na paciente XP136GO de
Jatai (GO) e no paciente XPO1RN de Sdo Jodo do Sabugi (RN).

Pacientes de diferentes grupos de complementacdo foram identificados com a inclusdo
de outras amostras no estudo. Como o caso da paciente XP137GO de Ipameri (GO), com
caracteristicas clinica bem diferente dos pacientes XP-V relatados até entdo, a paciente possui
um quadro grave de problemas de neurodegeneracdo, deficiéncia intelectual, macrocefalia e
leve hiperpigmentacdo da pele. Foi identificada como provavel mutacdo responsavel pelo seu
fendtipo uma alteracdo missense que gera um cédon de parada de leitura no exon 5 do gene
XPA, c.C646T [p.Q216X]. Até o momento, existe apenas um relato de paciente XP-A no Brasil,
XPSPAC15F0, que mora em Belo Horizonte, Minas Gerais (85). A mutacdo € uma troca de C>T,
no exon 5 ¢.C619T [p. R207X] que também caracteriza uma parada de leitura na proteina.
Como descrito, além dos problemas neuroldgicos o paciente apresenta os problemas

classicos de pele relacionados a XP, assim como a paciente descrita neste trabalho.

Até o momento 29 mutacbes no gene XPA  foram  descritas

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php), as quais resultam em um fendtipo clinico severo de

fotossensibilidade e problemas neurolégicos (100). Apenas uma mutacdo, p.R228X no exon 6,
descrita em pacientes da Tunisia que apresentam um fendtipo brando sem
neurodegeneracao. Essa mutacdo estad fora do dominio de ligacdo dessa proteina ao DNA (aa

98- 219), o que levou a hipdtese de que exista uma atividade residual da proteina (99, 101).
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No Japdo se encontra a maior frequéncia de pacientes XP-A do mundo, onde representam

aproximadamente 60% dos pacientes XP (102).

Em geral, pacientes XP-C sdo os mais frequentes no mundo, com 25 a 40% dos casos de
XP (1). Como mencionado anteriormente, esses pacientes possuem predominantemente
cancer de pele, sem casos de problemas neuroldgicos. No trabalho de Cartault é descrito um
dos maiores clusters genéticos de XP, que se formou com o efeito fundador de um alelo nesse
gene na ilha de Mayotte, uma coldnia francesa na Africa Subsaariana (ja mencionados nesse
trabalho). Trinta e dois pacientes, dentre os 50.000 habitantes, foram descritos, a regido de

maior incidéncia de pacientes XP no mundo.

No Brasil identificamos quatro pacientes com mutacdes no gene XPC; seis alteracdes
foram apontadas como provavel mutacdo responsavel pelo fenétipo dos pacientes; sendo
duas trocas de nucleotideos, ¢.G1969T [p.E657] e ¢.G2404A [p.G802S], duas delectes
c.2564delT [p.L855fs] e ¢.1108delG [p.E370fs], e duas em sitio de splicing, c.780-2A>T e
€.621+1G>A. Dessas, a mutacdo ¢.G1969T (XPO1PE), ja foi descrita na literatura por um
trabalho do nosso grupo em um paciente de Sdo Paulo, XPO2SP (82). Essa paciente de Sdo
Paulo apresenta um fendtipo grave com os primeiros sintomas aos sete anos e aos doze ja
havia desenvolvido diversos tumores cutdneos em dareas expostas ao sol, assim como a
paciente de Pernambuco, XPO1PE, também com um fendtipo grave, com o primeiro caso de
tumor aos dois anos de idade.

Dois alelos mutados foram identificados no gene ERCC2 (XPD), na paciente TTDO2SP;
uma troca ndo sinbnima no exon 18, ¢.T1742C [p.L581P], e uma em sitio de splicing
€.949+45G>A no intron 10, ambas ainda ndo descritas na literatura. Como mencionado
anteriormente, mutaces nesse gene podem levar a fendtipos de XP, CS e TTD. Pacientes TTD
com mutagdes nesse gene apresentam uma grande heterogeneidade, tanto dos sintomas
clinicos quanto do fendtipo in vitro em resposta a UV. Camundongos XPD-knockout ndo sao
vidveis, indicando que esse é um gene essencial (33). Serdo necessarios futuros experimentos
para avaliar o efeito dessas mutacdes no mRNA do gene e se existe alguma expressao dessa
proteina.

No decorrer desse estudo criamos uma tabela, em que discriminamos as caracteristicas
clinicas necessarias para nos aprofundarmos nas analises genéticas e, dessa forma, conduzir o

estudo de alguns pacientes em que as mutacdes com patogenicidade incerta ou que nao
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foram identificadas. Essa tabela (Apéndice B) se baseou no estudo de Fasshi et al com
algumas modificacGes, em que é atribuido uma pontuacdo as caracteristicas clinicas, dessa

forma conseguiremos classificar fendtipos amenos e severos em funcdo dessa pontuacdo

(118).
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Dessa forma, nosso estudo genético se estendeu aos pacientes de todo o Brasil e
englobou outras doencas relacionadas a defeitos na via de reparo de DNA por excisdo de
nucleotideo, como CS e TTD. Caracterizamos ao todo 34 pacientes brasileiros que incluem; 34
XP, 1 CS e 1 TTD, sendo que entre os pacientes XP identificamos; 26 XP-V, quatro XP-C, um
XP-A, um1 XP-E, um CSB e um XP-D/TTD. A distribui¢cdo desses pacientes no pais esta ilustrada

na figura 29.
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Figura 29 - Mapa da distribuicdo dos pacientes descritos neste trabalho, XP (34), CS (2) e TDD (3) no
Brasil. Os 34 pacientes XP estdo distribuidos entre; 24 XP-V, 7 XP-C, 1 XP-A, 1 XPE e 1 XP-G,
considerando os pacientes previamente caracterizados pelo nosso grupo de pesquisa, sendo; 3
pacientes XP-C de Sdo Paulo (82), um paciente XP-G do Rio de Janeiro (103) e um XP-E de Manaus
(Santiago et al., em preparac¢do). Entre os pacientes CS e TTD, uma muta¢ao em CSB e XPD (ERCC2),
respectivamente.

No mundo o fendétipo mais frequente é XPC, porém neste trabalho existe um claro viés
do efeito fundador das mutagdes no gene POLH em Goids. Se avaliarmos conjuntamente os
dados obtidos neste projetos com o que ja temos descrito na literatura e o trabalho que vem
sendo desenvolvido no Hospital AC Camargo obtemos uma distribuicdo de pacientes XP, CS e
TTD em uma propor¢ao mais parecida como é descrita em outros paises (104). Resumindo, 80

pacientes foram caracterizados geneticamente, sendo 31 XP-C (~44%), 30 XP-V (~43%), 10
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CSA (~14%), 2 XP-A (~3%), 1 XP-E (~1%), 1 TTD mutado em XPD (~1%), 3 XP-D (~3%), 3 XP-G
(~3%) e um CS-B (~1%) (73, 75, 82, 85, 103). Futuros estudos ajudardo a compreender melhor
a distribuicdo dessas mutacBes entre pacientes brasileiros, quando testes moleculares
poderdo ajudar no aconselhamento genético e confirmacdo de diagndsticos de outros

pacientes além da comunidade de Araras.



CAPITULO 3 - CARACTERIZACAO FENOTIPICA CELULAR
FRENTE AO DANO INDUZIDO POR CISPLATINA
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3.1 INTRODUCAO

Estudos tém demonstrado que a Pol eta participa da translesdo a danos induzidos pelo
tratamento de células humanas com cisplatina (59, 105-107). Dessa forma, linhagens de
células deficientes em Pol eta sdo normalmente sensiveis a cisplatina e umas das formas de
caracterizarmos fenotipicamente as linhagens XP-V, tanto de Goids, XP04GO, XP0O6GO e
XP88GO, quanto de Minas Gerais, XPO5SMG, foi avaliando a sensibilidade ao tratamento com
essa droga.

Esse quimioterapico € usado, principalmente, para tratamento de céncer de ovario,
testiculo e de células pequenas de pulmao (108). De forma geral, essa droga atua se ligando
covalente ao DNA, formando monoadutos, entre a dupla fita ou em uma mesma fita. Essas
ligacOes causam graves distorcOes e lesdes na dupla hélice de DNA (105). A alta reatividade
de espécies de Cisplatina mono-aquadas promove sua ligacdo covalente ao DNA, formando
monoadutos (Pt-G). Esses monoadutos se tornam um problema maior quando sdo
convertidos a diadutos formando ligacGes cruzadas (cross-links) entre as fitas de DNA. A
distorcdo causada por essas lesdes formam um bloqueio fisico durante a fase S do ciclo
celular, no processo de replicacdo, impedindo a progressdo da replicacdo e de outros
processos como a transcricao celular (108).

Dessa forma, o bloqueio fisico gera um contexto de instabilidade na célula na medida
em que, com a forquilha de replicacdo parada, é exposto o DNA simples fita, suscetivel ao
atague de nucleases, além de gerar uma forca de tensdo na regido, podendo levar a dupla
quebra do DNA (DSB, do inglés Double-Strand Break). Em uma Ultima tentativa de recuperar o
processo de replicacdo, as vias de reparo de dupla quebra no DNA, recombinacdo homologa
(HR, do inglés homologous recombination) e ndo homadloga (NHEJ, do inglés Non Homologous
End-Joining), sdo recrutadas. Caso as células consigam sobreviver as lesdes, replicar seu
genoma e se multiplicar, podem ocorrer alteracdes (mutacdes e aberracdes cromossémicas)
podendo resultar na formacdo de tumores. Em um contexto de tratamento de tumores,
impedir que a célula tumoral consiga lidar com esse estresse replicativo, de modo a
blogueando essas formas de reparo ou de tolerancia ao dano, € uma estratégia para

potencializar o efeito de agentes genotoxicos.
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3.2. Objetivo Especifico

e Caracterizar respostas celulares de células XP-V frente a danos no DNA induzidos pelo

tratamento com cisplatina.

3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Preparo e uso da cisplatina

A solucdo estoque de cisplatina (cat P4394, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foi feita em
tampao fosfato salino (PBS) em uma concentracdo de 500 uM. Para completa solubilizacdo da
droga, a solucdo foi incubada a 37°C por 15 min, e em seguida filtrada. As células foram
plaqueadas e 24 h depois tratadas com cisplatina em diferentes concentracées (5, 15 e 25
M) e coletadas 24 e 72 h apds o tratamento. Para o co-tratamento com cafeina adicionou-se
1 mM da droga juntamente com a cisplatina, ao meio de cultura, 24 h apds o plagueamento,

até o momento da coleta.

3.3.2 Ensaio de viabilidade celular por XTT

A citotoxicidade da Cisplatina foi avaliada através do ensaio de XTT, segundo
especificacbes do fabricante. Este ensaio mede a viabilidade celular através da atividade
metabdlica mitocondrial e baseia-se na medida de conversdo do sal de tetrazolium, XTT
(concentragdo final 0,3 mg/mL), a um composto colorido cuja absorbédncia é medida por
espectrofotdmetro. A determinacdo da viabilidade celular foi feita a partir da subtracdo do
valor de absorbancia em 750 nm pela absorbancia em 490 nm, sendo o valor correspondente
ao controle ndo tratado considerado 100%. As células foram plagueadas em microplaca de 12
pocos a uma concentracdo de 20.000 células por placa e tratadas 24 h depois. Apds 72 h de
incubacdo foi adicionado 300 pL do sal de tetrazolium juntamente com o desacoplador de
elétrons, diluidos em DMEM sem phenol red. A absorbancia de cada poco foi medida em
microplaca de 96 apds 3 h de incubagdo com o sal. A viabilidade das células em cada
concentracdo da droga foi expressa como a porcentagem entre a média da absorbéancia de
células tratadas e ndo tratadas. A significancia estatistica de cada parametro foi avaliada pelo

método Two-away ANOVA, com P<0,05 considerado estatisticamente significante.
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3.3.3 Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo

Aproximadamente 100.000 células foram plaqueadas (placas de 60 mm de diametro),
tratadas com 5 ou 25 uM de Cisplatina, com ou sem cafeina (1 mM), e coletadas juntamente
com seu sobrenadante em 24 h. As amostras foram, entdo, centrifugadas (290 g, 5 min),
lavadas uma vez com PBS, as células precipitadas foram fixadas com etanol 70% gelado por
no minimo 24 h e em seguida, marcadas com uma solu¢do de iodeto de propidio (Pl),
contendo Triton X-100 (0,1% v/v), RNase A (0,2 mg/mL) e Pl (20 mg/mL). As amostras foram
incubadas a temperatura ambiente por 40 min, protegidas da luz, e em seguidas lavadas com
PBS e transferidas para placa de 96 pocos para andlise. A intensidade de fluorescéncia de
cada amostra foi adquirida e quantificada em citbmetro de fluxo Guava Cytosoft (Merck-

Millipore, Darmstadt, DE), o que permitiu determinar a quantidade de DNA por célula(109).

3.3.4 Imunomarcagdo para gH2AX por citometria de fluxo

Foram plagueadas 100.000 células em placa de 60 mm de diametro. Apds 24 h de
plaguemaneto as células foram tratadas com 5 e 25uM de cisplatina, com ou sem cafeina (1
mM) e coletadas 24 h depois. Para a coleta as células foram lavada com PBS, tripsinizadas e
precipitadas apds centrifugacdo (290 g, 5 min). Para separacdo e fixacdo das células utilizou-
se formaldeido a 1%, diluido em PBS, e mantidas por 15 min no gelo. Em seguida, as células
foram lavadas com PBS e fixadas com 1 mL de etanol a 70% por 24 h a -20 °C. No dia da
imunomarcacdo as amostras foram centrifugadas e lavadas com 500 pL da solugdo 1 (BSA 1%,
Triton X-100 0,2% em PBS). Em seguida foi adicionado ao precipitado celular 500 pL da
solucdo 1, o qual foi incubado por 5 min em temperatura ambiente sob leve agitacdo para
bloqueio dos sitios de ligacdo inespecificos, seguido pela incubacdo com 50 uL da diluicdo do
anticorpo primario monoclonal IgG, mouse, anti-uH2AX Ser 139 (Millipore), na proporgdo
1:300 e incubado por 16 h a 4 °C. Nova centrifugacdo foi realizada e ao precipitado celular
adicionou-se 50 pL da solucdo 1 com anticorpo secundario anti-mouse FITC (Sigma-Aldrich)
na diluicdo de 1:200 e incubado em temperatura ambiente por 1 h mantido no escuro. Apds
esse tempo, ao final da nova lavagem com 500 plL da solucdo 1, adicionou-se 200 pL de uma
solucdo de Pl e as amostras mantidas no escuro a temperatura ambiente por 30 min. Por
ultimo, as amostras foram lavadas com PBS e transferidas para placa de leitura no citdbmetro

de fluxo Guava Cytosoft (Merck-Millipore).
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Sensibilidade das linhagens XP-V frente ao tratamento com
cisplatina

Efeito na viabilidade Celular (XTT)

Investigamos a sensibilidade de células primarias frente ao tratamento com Cisplatina,
através do ensaio de XTT. Os resultados indicam, em geral, um aumento de sensibilidade das
linhagens XP-V em resposta ao dano induzido pelo tratamento (Figura 30).

FHN
GOO1

XP06GO
XP04GO
XP88GO
XPO5MG
XP865VI

CPT [uM] GOO01 XP865VI XPO6GO XP0O4GO XPOSMG XP88GO
0 ns ns ns ns ns ns
5 ns **® ns * ns ns
15 ns * w*
25

Viabilidade Celular (Log)
LR O B

0 5 10 15 20 25

Cisplatina [uM]

Figura 30 - Efeito de cafeina na sensibilidade de células humanas, deficientes ou proficientes em XPV.
Células XP-V sdo mais sensiveis a cisplatina. Efeito da cisplatina nas linhagens normais (FHN e GO01) e
XP-V (XP865VI, XPO6GO, XPO4GO, XP88GO e XPO5MG). Ensaio de viabilidade celular (XTT) apds 72 h de
tratamento com 5, 15 e 25 uM. Andlise estatistica realizada pelo método Two-way ANOVA com pds
teste de Bonferroni, comparando todas as linhagens ao controle FHN, com p<0.0001. O gréfico é
resultado da média de quatro experimentos independentes.

Como mencionado anteriormente, a cafeina é um agente que aumenta a sensibilidade
de linhagens XP-V frente a danos no DNA. Dessa forma, avaliamos o efeito do co-tratamento
Cisplatina e cafeina, como mostra a figura 31 a seguir. Porém, diferente do esperado, a
cafeina ndo aumentou a sensibilidade das linhagens XP-V primadrias: XPO6GO, XP88GO e
XPO5MG.
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Figura 31 - Ensaio de viabilidade celular (XTT) apds 72h de tratamento com 5 e 15 uM de cisplatina, com
e sem cafeina (1mM), para avaliar o efeito do co-tratamento nas linhagens primarias controle, FHN e
GOO01 e XP-V; XPO6GO e XP88GO. A analise estatistica foi realizada utilizando o método Two-way ANOVA
com pos teste de Bonferroni, comparando o tratamento de cada linhagem com e sem cafeina. O grafico
é resultado da média de dois experimentos independentes.

A sensibilidade ao co-tratamento com cafeina é um ensaio classico de caracterizacdo
fenotipica de linhagens XP-V frente ao tratamento com UVC. Avaliamos esse efeito em que foi
observado sensibilidade & cafeina (Figura 32). E possivel que para cisplatina, em linhagens
primarias, esse efeito ndo seja o mesmo.
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Figura 32 - Sensibilizagdo de viabilidade de células XP-V irradiadas com luz UVC. Ensaio de viabilidade
celular (XTT) para avaliar o efeito do co-tratamento de UVC e cafeina (72h) nas linhagens: GOO1
(normal) e XP-V: XPO5MG, XP0O6GO e XP88GO. Este grafico representa dois experimentos
independentes.
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3.3.4 Efeito da cisplatina no ciclo celular

Avaliamos o efeito da cisplatina no ciclo celular através da marcacdo com Pl para
leitura em citbmetro de fluxo. Apds 24 h de tratamento com 5 uM de CisPt é possivel
observar um bloqueio em fase G1/S nas linhagens XP-V: XPO6GO, XP04GO, XPOSMG e
XP88GO. Curiosamente, esse efeito ndo é observado apds tratamento com 25 uM de
cisplatina, na qual todas as células estdo aparentemente blogqueadas em G1 ou, no caso de
XPO5MG, também em G2, provavelmente devido a ser uma dose muito alta para todas as
células, ndo permitindo passagem por fase S ou mesmo mitose. Diferente do esperado, o co-
tratamento com cafeina, novamente, ndo indica nenhuma alteracdo do ciclo celular no efeito
da Cispt (figura 33).
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Figura 33 - Cisplatina provoca bloqueio de fase S em células XP-V. Histogramas representativos
mostrando o efeito do tratamento com cisplatina no ciclo celular das linhagens controle FHN e GOO01 e
linhagens XP-V; XPO6GO, XPO4GO, XPO5MG e XP88GO. Apds 24 h de tratamento com cisplatina (5 e 25
uM), com e sem cafeina (1 mM) as células foram coletadas e marcadas com Pl para analise por
citometria de fluxo. Os histogramas sdo representativos de pelo menos 2 experimentos
independentes. As escalas dos eixos X e Y foram mantidas as mesmas para todos os histogramas.
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3.3.5 Efeito na fosforilacdo da histona gH2AX em células
tratadas com cisplatina

Uma das sinalizacdes da resposta ao dano no DNA é a fosforilacdo da histona H2AX, que
gera gH2AX, tipico de estresse genotdxico (110). Para estudar essa resposta nessas células,
ap6s o tratamento (24 h) com cisplatina (5 e 25 uM), com e sem cafeina, fizemos a
imunomarcacdo para essa histona fosforilada, analisada por citometria de fluxo (Figura 34).
Verificamos uma clara inducdo de gH2AX nas células tratadas com cisplatina, independente
da presenca de cisplatina. Porém, apds quantificarmos a porcentagem de células positivas,
guadrante superior direito, para marcacao total de gH2AX ndo observamos diferenca entre as
linhagens controle e XP-V (figura 35A).
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Figura 34 - Efeito de cisplatina na indug¢do de gH2AX em células humanas. Histogramas representativos
para imunomarcacao da histona H2AX fosforilada (gH2AX) detectadas por citometria de fluxo apds 24
h de tratamento com 5 e 25 uM, com e sem cafeina (1 mM). As células marcadas com maior
fluorescéncia comparadas a amostra ndo tratada foram consideradas positivas para a imuno-
marcacdo para H2AX. O circulo em azul representa a marcagao High-Level da histona H2AX fosforilada.
Este experimento é representativo de 3 experimentos independentes.
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Porém, ao quantificarmos a marcacdo da fluorescéncia mais forte (high-level),
identificada na figura 34 como uma elipse azul turquesa, podemos observar um aumento
diferencial entre as linhagens controle e XP-V, assim como um grande aumento dessa
marcacdo apos co-tratamento com cafeina nas linhagens XP-V (Figura 35B).
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Figura 35 - Indugdo de gH2AX em altos niveis &€ maior em células XP-V tratadas com cisplatina. Grafico
da quantificacdo de células positivas para marcacdo com gH2AX. A. Quantificacdo total de células
positivas para H2AX fosforilada. B. Quantificacdo da marcacdo High-Level da histona H2AX fosforilada.
Os graficos sdo representativos de 2 experimentos independentes sendo cada um em duplicata.
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3.4 DISCUSSAO

E conhecido que linhagens com deficiéncia na proteina Pol eta sdo mais sensiveis 3
Cisplatina quando comparadas a linhagens controle. Com o objetivo de caracterizarmos esse
efeito nas linhagens XP-V em estudo, avaliamos a sensibilidade a esse quimioterdpico através
do ensaio de XTT. Assim, como é descrito na literatura, as linhagens: XPO6GO, XP04GO e
XPO5MG e a linhagem XP-V controle, XP865VI, sdo pouco mais sensiveis ao tratamento
guando comparadas a sensibilidade do controle, FHN. Provavelmente essa sensibilidade seria
maior em células transformadas com SV40, pela reducdo na atividade de p53 (80). Esse
aumento de sensibilidade se dé provavelmente devido ao fato de que Pol eta é a principal
polimerase de sintese translesdo envolvida no bypass de danos induzidos pelo tratamento
com Cispt, tanto dos adutos de purinas, cerca de 90% das lesGes induzidas por essa droga,
guanto dos ICLs (5-8%) (54, 111). Dessa forma, a auséncia dessa proteina nas linhagens XP-V
leva ao aumento da sensibilidade a droga. Em 2012, Zhao e colaboradores demonstraram
através de cristalografia que a translesdo do aduto gerado pelo tratamento com Cispt é
dependente da inser¢cdo do primeiro dCTP oposto ao cross-link Pt-GG pela Pol eta. Inibir a
atividade de translesdo da Pol eta é um mecanismo alvo nos estudos envolvendo
guimioterapia de tumores, que tem como objetivo reduzir a resisténcia ao tratamento com
cisplatina (60).

Outra resposta conhecida é o efeito da cafeina em linhagens XP-V, como mencionado
anteriormente na introducdo geral. O co-tratamento com esse agente aumenta a
sensibilidade das linhagens XP-V frente ao dano induzido, tanto por UV, quanto por Cisplatina
(54). As mesmas linhagens foram testadas indicando esse aumento de sensibilidade a
irradiacdo UV, na presenca de cafeina (Munford, Castro et al, 2016 [in press]). Assim,
esperavamos observar o mesmo efeito no tratamento com cisplatina nas linhagens XP-V em
estudo, porém esse efeito ndo foi observado. O efeito da cafeina em células XP-V é um
classico ensaio de caracterizacdo fenotipica dessas linhagens frente ao dano induzido por
UVC. Porém, esses estudos foram conduzidos em linhagens transformadas. E possivel que
para linhagens primarias essa resposta ndo seja a mesma no tratamento com cisplatina. O
status de p53 é uma varidavel importante a ser avaliada nesse tipo de resposta. Uma das

funcdes de p53 envolve a recuperacdo das forquilhas de replicacdo paradas frente ao dano no
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DNA. De fato, evidéncias demonstraram que células transformadas por SV40, diferentemente
de fibroblastos primarios, ndo conseguem restaurar a replicacdo frente aos danos induzidos
por UV, o que leva ao acumulo de duplas quebras do DNA nos locais de forquilhas paradas
durante a fase S de replicagdo (112). Normalmente as transformacdes celulares envolvem a
inativacdo desse fator de transcricdo, o que sensibiliza as células com um aumento na
instabilidade genética e inducdo de morte celular em resposta a danos no DNA (80, 113). Em
nosso laboratério as linhagens XP-V primarias utilizadas nesse trabalho foram transformadas
por HPV16 (E6 e E7) pela Dra. Veridiana Munford. De fato, experimentos preliminares com
essas células mostraram um grande aumento de sensibilidade dessas linhagens apds o
tratamento com cisplatina e esse estudo esta sendo foco de estudo em nosso grupo de

pesquisa.

Uma importante resposta ao dano no DNA ¢ a parada no ciclo celular (checkpoint). As
linhagens deficientes em Pol eta encontram problemas na replicacdo do DNA com lesdo
durante a fase S (114). Além disso, mecanismos de checkpoints atuam em diferentes fases do
ciclo para que o DNA seja reparado, antes que a célula progrida em mitose com DNA
danificado (115). Como pudemos concluir em nossos experimentos, diferente das linhagens
controle, FHN e GOO01, as linhagens XP-V, apds 24 h de tratamento com cisplatina, estdo
paradas em G1/S, o que nos indicam que essas células estdo com problemas para replicar seu
conteldo de DNA ou simplesmente bloqueadas em G1. Com relacdo ao efeito da cafeina,
novamente ndo houve nenhuma alteracdo da resposta no ciclo em fungdo do co-tratamento
cisplatina e cafeina. Na dose mais alta de cisplatina, 25 uM, ndo ocorre esse efeito de parada
em S, provavelmente exista um fator de saturacdo de danos, o que pode resultarem um
aumento de morte celular por apoptose em tempos mais tardios.

Outra resposta celular ao dano no DNA é controlada pela familia das proteinas
fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K); ATM (do inglés Ataxia telangiectasia mutated), ATR (do
inglés Ataxia telangiectasia- and Rad3- related) e DNA-PK. Essas quinases fosforilam proteinas
envolvidas na ativacdo da parada do ciclo celular (como mencionado acima), assim como a
cauda C-terminal da histona H2AX (Ser-139). A fosforilacdo dessa histona, gerando gH2AX, é
uma das sinalizacBes para o recrutamento de proteinas de reparo em locais com lesdo no
DNA. Camundongos knockout para esse gene sdo mais sensiveis a agentes que induzem dupla

qguebra no DNA (DSB, do inglés Double-Stand break), como radiacdo gama e etoposideo (110).
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Porém, o papel dessa sinalizacdo no recrutamento de NER e nas forquilhas de replicacdo
paradas é pouco conhecido, sendo a inducdo de gH2AX um excelente marcador de estresse
genotoxico.

Nas linhagens XP-V em estudo pudemos observar um aumento na marcagdo para
gH2AX (high-level), o que pode ser representativo de um aumento de quebras duplas no DNA
em replicacdo em consequéncia do tratamento com cisplatina. Essa marcacdo é ainda maior
no co-tratamento com cafeina. Dessa forma, a deficiéncia em Pol eta pode resultar em maior
colapso de forquilhas na presenca de um inibidor de ATR (no caso, cafeina). Por um bom
tempo gH2AX foi considerado apenas um marcador de DSB. Atualmente sabe-se que existem
diferentes niveis dessa marcacdo; por exemplo em foci e pan-nuclear (116) /high-level (117),
gue decorrem dos diferentes tipos de lesdes, que a célula sofreu, tanto para dupla quebra
guanto para simples quebra do DNA, assim como das diferentes fases do ciclo em que essa
marcagdo € avaliada. Em 2010 o grupo do Cleaver mostrou que a marcagdao mais forte para
gH2AX (high-level ou pan-nuclear), presente nas células durante a fase S de replicacdo seriam
uma sinalizacdo de DSB (116) . Essa conclusdo veio a partir dos experimentos de co-
localizacdo da marcacdo mais forte dessa histona com a proteina 53BP1. Para as marcacdes
em foci ndo houve co-localizacdo com a proteina. Em nosso trabalho, o aumento da marcagdo
high-level para gama-H2AX nas linhagens XP-V no co-tratamento cisplatina e cafeina pode ser
indicativo de DSB, experimentos de co-localizagdo com 53BP1, juntamente como um ensaio

de cometa neutro, poderiam confirmar essa hipotese.

Desde a descoberta dessas sindromes genéticas raras, XP, CS e TTD, as linhagens desses
pacientes tém sido largamente utilizadas em estudos para compreensdo do papel das
proteinas de reparo frente aos danos induzido por agente genotoxicos. Por exemplo,
polimerases de translesdo estdo envolvidas no bypass de lesdes induzido pela cisplatina e
alguns estudos apontam que a Pol eta é a principal polimerase da familia Y envolvida na
tolerdncia a esse tipo de dano. Nosso estudo com cisplatina nas linhagens XP-V em questdo
ajudou na caracterizacdo de fibroblastos de pacientes brasileiros, em concordancia com os
dados da literatura, que mostram que essas células XP-V sdo mais sensiveis em funcdo da
deficiéncia de translesdo aos danos induzidos pelo tratamento com esse agente

guimioterapico.



CAPITULO 4 — CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS




107

4.1. Conclusoes

Duas mutacdes foram identificadas no gene POLH, uma em sitio de splicing no intron 6,
c.764+1 G>A, e uma troca ndo sinbnima no exon 8, c.C907T [p.R303X], responsaveis
pelo fendtipo clinico XP-V nos pacientes de Araras/Faina (GO). Com 17 pacientes, em
cerca de mil habitantes, € uma das regides com maior densidade de pacientes XP no
mundo com grande heterogeneidade de fendtipos clinicos entre eles. Os dados indicam

dois efeitos fundadores para introducdo dos alelos naguela comunidade.

Outros pacientes foram incluidos no estudo que abrangeu outras duas sindromes
relacionadas a defeitos em NER, como CS e TTD. Desta forma, um total de 34 pacientes
brasileiros foram caracterizados ao nivel genético: 34 XP, 1 CSe 1 TTD, sendo que entre
os pacientes XP identificamos; 26 XP-V, 4 XP-C, um XP-A, um XP-E, um CSB e um XP-
D/TTD.

Neste trabalho avaliamos o efeito do tratamento com a cisplatina nas linhagens
primarias deficientes em Pol eta. Conforme é descrito pela literatura, essas linhagens
foram mais sensiveis ao tratamento quando comparadas as linhagens controle FHN e
GOO01. Essa via de tolerdncia ao dano é essencial na capacidade de sobrevivéncia

celular, assim como na restauracdo da forquilha de replicacdo parada frente ao dano.

4.2. ConsideracOes finais

Um bebé pela manhd é levado para seu banho de sol didrio e minutos depois sua pele se

torna avermelhada com bolhas e queimaduras. Ha aproximadamente 140 anos, Kaposi

identificou esses sintomas em diversos pacientes e caracterizou uma sindrome genética,

Xeroderma Pigmentosum. Atualmente sabemos que essa fotossensibilidade na pele, entre

outros sintomas, caracteristico de paciente XP, é resultado da exposicdo a radiagdo UV,

componente da luz solar, e a auséncia de proteinas relacionadas a defeitos nas vias de reparo

ou tolerdncia de lesdes no DNA. Uma vez feito o diagndstico clinico, a familia pode ser

esclarecida com relacdo aos problemas da exposicdo a UV e orientada quanto a utilizacdo de

protetores solares, roupas que protegem contra UV, assim como a escola pode ser

direcionada e adaptada a esses pacientes. Apesar de uma vida no escuro, esses pacientes,
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também chamados de “criancas na lua”, terdo uma grande melhora na qualidade de vida com
a reducdo na incidéncia de tumores de pele e consequentemente de intervengdes cirlrgicas

ao longo da vida.

Um resultado importante deste estudo foi a contribuicdo para aposentadoria dos
pacientes, tanto de Araras, quanto de Faina. Para pacientes com fenétipo clinico mais ameno
os pedidos de aposentadoria eram indeferidos pela Secretaria de Saude Publica de Goias e o
diagnodstico genético os ajudou nesse processo, ja que se trata de um dado incontestavel de
gue sdo portadores de XP. A disseminacdo do estudo genético e o conhecimento da doenca
levou a melhor compreensdo da necessidade de cuidados frente a exposi¢do solar entre os
pacientes da comunidade. A presidente da associacdo, Gleice Machado (mde de um dos
pacientes) passou a distribuir panfletos de como se cuidar e proteger do sol em toda a
comunidade e regibes vizinhas. Além disso, ela conquistou o direito de receber do estado
protetores solar com a enzima de reparo (Eryfotona®), que sdo distribuidos aos pacientes em

guantidade abundante, estimulando o uso diario.

Acreditamos que a continuidade de estudos diagndsticos em outros pacientes do pais
deve ser mantida. Em termos sociais, esse diagndstico molecular permite apoio junto a
comunidade, assim como auxilia no esclarecimento de como os pacientes e seus familiares
podem prevenir pelo menos parte de seus sintomas (aqueles que afetam a diretamente a
pele). Abre-se também perspectivas de realizar aconselhamento genético aos pacientes. Em
termos cientificos, esses dados contribuem para o conhecimento da frequéncia e distribuicdo
de pacientes no pais. E interessante observar que muitas das mutagdes encontradas em
pacientes brasileiros ainda ndo foram relatadas na literatura, o que simplesmente indica o
quanto nossa populagdo foi pouco estudada para essas sindromes relacionadas a NER.
Espera-se que novas mutagdes possam contribuir com o conhecimento dos mecanismos
moleculares responsaveis pelos fendétipos celulares e mesmo clinicos dos pacientes. Por outro
lado, a identificacdo de mutacGes que ja foram relatadas, como no caso dos pacientes de
Araras, pode ser investigada para se conhecer a eventual origem dessas mutacdes, com

esclarecimento da histéria desses efeitos fundadores.

Ainda hoje ndo existe nenhum protocolo de terapia, exceto prevencdo a luz solar, para
esses pacientes. Estudos, como os descritos aqui, trazem a investigacdo cientifica mais

proxima a comunidade de pacientes e familiares, mas ¢é dificil entender hoje como
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poderemos ajuda-los em termos terapéuticos. De qualquer forma, esses estudos podem
trazer ao menos informacdes e algumas explicagcdes sobre o que os afeta, o que é o minimo
gue podemos oferecer a eles. Lembramos que muito do que sabemos sobre a origem do
processo de carcinogénese devemos a pacientes XP, e cada vez mais fica claro que gragas a
eles (e também a pacientes com outras sindromes relacionadas a NER) estamos comecando a
entender porque envelhecemos. Esperamos que esses estudos poderdo trazer melhor
compreensdo e eventual esperanca de uma melhor qualidade de vida para os pacientes e

seus familiares.
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different founder mutations. British Journal of Dermat.

B — Tabela com caracteristicas clinicas necessarias ao estudo de caracterizacdo genética dos pacientes
com deficiéncia em NER.
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What's already known about this topic?

- Genes related to Xeroderma Pigmentosum (XPA-XPG; and XPV/POLH) are known, and
different alleles have been described for this rare disease.

- However, few genetic clusters have been observed for this syndrome.

- Genotype/phenotype correlation is thought to depend on the gene mutated and the

mutation itself.

What does this study add?

- The community involved in this study carries two different pathogenic alleles in the
XPV/POLH gene as a result of two distinct founder events.

- We discuss the potential origins for those alleles that were mapped in more than 50
individuals.

- With 17 patients, this region is one of is densest known areas of XP patients, with

highly heterogeneous clinical phenotypes despite the sunny location.

We believe this work would fit in the General Dermatology section.

This article is protected by copyright. All rights reserved.
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Abstract

Background: Xeroderma pigmentosum (XP) is a rare human syndrome associated with
hypersensitivity to sunlight and a high frequency of skin tumors at an early age. We identified
a community in the state of Goias (central Brazil), a very sunny and tropical region, with a
high incidence of XP (17 patients among approximately 1,000 inhabitants).

Objectives: To identify the gene mutations in the affected community and map the
distribution of the affected alleles, correlating the mutations with clinical phenotypes.
Methods: Functional analyses of DNA repair capacity and cell cycle responses after
ultraviolet exposure were investigated in cells from local XP patients, allowing the
identification of the mutated gene, which was then sequenced to locate the mutations. A
specific assay was designed for mapping the distribution of these mutations in the community.
Results: Skin primary fibroblasts showed normal DNA damage removal but abnormal DNA
synthesis after ultraviolet irradiation and deficient expression of the Poln protein, which is
encoded by the POLH gene. We detected two different POLH mutations: one at the splice
donor site of intron 6, c.764 +1 G>A, and the other in exon 8, ¢.907 C>T, p.Arg303X. The
mutation at intron 6 is novel, whereas the mutation at exon 8 was previously described in
Europe. Thus, these mutations were likely brought to the community long ago, suggesting
two founder effects for this rare disease.

Conclusions and relevance: This work describes a genetic cluster involving the POLH gene,
and, particularly unexpected, with two independent founder mutations, including one that

likely originated in Europe.

Keywords: Genetic cluster, xeroderma pigmentosum variant (XP-V), POLH, DNA

repair, UV light.
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INTRODUCTION

Xeroderma pigmentosum (XP) is a rare autosomal recessive disorder that is primarily
characterized by high sensitivity to the ultraviolet (UV) component of sunlight. The estimated
incidence of this syndrome varies between countries, with one case per one million births in
the United States and Europe, while its incidence is much higher in Japan (1/100,000) and
North Africa (1/50,000)."" The hypersensitivity to sunlight observed in XP patients is
manifested by hypo- and hyperpigmentation, xerosis, numerous skin lesions and, in particular,
an increased incidence of skin cancer in areas exposed to light; skin cancer rates in XP
patients under the age of 20 are 10,000 times higher than those in the general population.*® In
addition to skin problems, approximately 20% of XP patients have neurological
complications; furthermore, clinical characteristics associated with premature aging are

. 47
common among XP patients.

The wide range in clinical characteristics and number of lesions depends on the gene
involved and the type of mutation responsible for the syndrome. XP is caused by mutations in
one of eight different genes, seven of which are related to classic complementation groups
(XP-A to XP-G) that affect nucleotide excision repair (NER), while the eighth, the variant

form (XP-V), results from defective translesion synthesis (TLS).*

The variant form of XP (XP-V; OMIM#278750) accounts for approximately 20% to
25% of all XP patients, who are normally diagnosed after the second or third decade of life.
XP-V patients carry mutations in POLH that result in a defective DNA polymerase cta (Polr).
Poln is a translesion DNA polymerase that belongs to the Y family of DNA polymerases. The
gene is located on chromosome 6, and encodes a 3,464-bp mRNA (NM_006502) with an

10

open reading frame of 2,139 bp (the first methionine is located in exon 2). " The main
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function of Poln is to replicate damaged DNA in an error-free manner.'" In the absence of
Poln, replication forks are blocked for longer periods, and other translesion polymerases act
less efficiently and in a more mutagenic way when replicating UV-induced pyrimidine
dimers.'*" The increased mutagenesis in XP-V cells after UV irradiation is responsible for

the induction of tumors in these patients. 10

Although much effort has been made to assist and study XP patients in developed
countries, XP patients and families in non-developed countries face near abandonment.
Paradoxically, these poor countries tend to be located in the tropics, where the incidence of
UV in sunlight is much stronger and more harmful to them.'® The lack of medical care,
misinformation and prejudice experienced by affected individuals reduce their quality of life.*
Few studies have identified genetic mutations in XP patients in tropical countries.'>"” Qur
group identified a community in west-central Brazil (Araras Village, municipality of Faina,
State of Goias, Fig. S1), where many patients had been diagnosed with XP, indicating the
existence of a genetic cluster.'® Skin biopsies from these patients were obtained to establish
cell cultures to characterize the disease, and two different mutated POLH alleles were
detected. Seventeen individuals were identified as XP-V patients. The clinical phenotypes of
the patients were very heterogeneous, and despite the strong sunlight in that region, some of
the patients were more than 70 years old. The two mutated alleles revealed distinct founder
origins from many centuries ago. This genetic cluster of two pathogenic mutations in the
POLH gene likely represents one of the densest known areas of XP patients and provides an
opportunity to better understand XP clinical phenotypic variation. Direct molecular diagnosis
of the mutations in these patients has enabled genetic counseling and has helped the patients

obtain better health care support.
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MATERIAL AND METHODS

Patients’ characterization

Some of the clinical characteristics of these patients have been previously described.'® The
present study initially included cells from three XP patients, XP03GO.br, XP04GO.br
(sisters) and XP06GO.br, and three unaffected individuals, XP0O6GO.br’s parents (GOO1.br
and GOO05.br) and another member of the community (GO07.br) (Table S1). The genetic
mutations were identified, and approximately 50 individuals from the community (including
the XP cases) were analyzed for molecular diagnosis. All human samples, including biopsies,
saliva, and pictures, were collected with written informed consent and were processed under
the project approval (Parecer # 1007 CEP, OF. CEPSH 045-13) by the Ethics Committee for

Human Research of the Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, SP, Brazil.

Cell cultures

Primary fibroblast cultures were obtained from skin biopsies of areas not exposed to the sun
(see above). Other primary fibroblasts were also included in this study: 405VI (normal
repair), XP202VI (XP-C) and XP865VI (XP-V) cells. Culture conditions were previously

detailed"” and are presented in the Supplement.

Cellular responses to UV irradiation

Cells were irradiated with UV light, and viability was evaluated to measure their capacity to
address UVC-induced DNA lesions. Cells were exposed to UVC light at doses between 2 to
20 J/m” and were treated with or without caffeine (1.5 mM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) as previously described.'””" The viability of cells harvested three days after UV
irradiation was tested using the XTT assay (Cell Proliferation Kit II, Roche Diagnostics,

Basel, Switzerland). The capacity of these cells to remove DNA lesions was characterized
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based on unscheduled DNA synthesis (UDS). Cell cycle and apoptosis assays via cytometry
were performed as previously described.'**"** Poln expression was evaluated via Western

blotting. The details of these methods are presented in the Supplement.

DNA extraction, PCR and sequencing

DNA was extracted from primary fibroblast cultures with the Qiagen Genomic DNA kit
(Qiagen, Hilden, Germany), and samples were collected from 50 individuals using saliva
collectors from an Oragene DNA self-collection kit (DNA Genotek Inc., Ottawa, Canada,
CA). DNA and RNA samples were sequenced using Sanger and next-generation sequencing
(NGS) methods for the identification of mutations in the POLH gene. Details on the methods

cmployed and the data analyses are described in the Supplement.

TaqMan® allelic discrimination assays, pedigree and ancestry inference

®

This molecular test uses mutation-specific TagMan™ probes (Applied Biosystems/Thermo
Fisher, Pittsburgh, PA, USA) that anneal specifically to the complementary sequence between
the forward and reverse primer sites. The amplification reaction was performed with 60 ng of
genomic DNA using a 7500 Real Time PCR System (Thermo Fisher). TaqMan® Genotyper
software allowed allelic discrimination. After many heterozygotes were identified among the
patients’ relatives, a genealogy tree was designed utilizing Cyrillic Software 2000 (version 3
Cyrillic, Oxfordshire, UK). LASER version 2.01 (locating ancestry from sequence reads;

http://www.sph.umich.edu/csg/chaolong/LASER/LASER-2.01 .tar.gz) was used for ancestry

inference, with details described in the Supplement.
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RESULTS
Cellular characterization

Six primary fibroblast cell cultures were established from skin biopsies of Araras’
individuals for the cellular and molecular assays. Three cultures were obtained from patients
clinically diagnosed with XP, two from the parents of a patient, and one from a non-affected
female from the community (Table S1). Consistent with the mild phenotypes of the patients,
cell survival assays indicated a small, if any, sensitivity of the patients” cells to UV irradiation
compared to control cell lines. However, in the presence of caffeine, cells from two affected
patients, XP04GO.br and XP06GO.br, showed increased sensitivity to UVC irradiation,
similar to XP865VI (XP-V) cells.” The UV sensitivity of the cells from unaffected

individuals (GOO1.br and GOO05.br) was similar to that of control cells (405V1) (Fig. 1).

The sensitivity of these cells to UV irradiation was confirmed by flow cytometry. The
proportion of subGl cells, an indication of apoptosis, was slightly higher in UV-irradiated XP
cells maintained with caffeine than in control cells. The results also indicate that XP cells
display strong cell cycle arrest at the G1-S phase after treatment with UV irradiation and
caffeine (Fig. S2), likely reflecting the cells’ inability to replicate past DNA lesions,
consistent with a deficiency in Poln activity. NER capacity was tested by UDS, a classical test
for XP diagnosis. The results indicated normal UDS for XP cells, similar to 405VI control
cells, while XP202VI (XP-C, negative control) cells were unable to perform UDS (Fig. S3).
These cells also removed lesions as control cells, indicating that these XP patients do not
suffer from NER deficiency (data not shown), reinforcing the initial hypothesis that the

discase could be related to Poln, the variant form of XP.
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Analysis of protein expression and identification of mutations in the POLH gene

Western blotting revealed that the fibroblasts of the XP patients from Araras exhibit
deficient Poln expression (Fig. 2(a)). Sequencing data revealed the presence of two different
mutant POLH alleles, confirmed by direct Sanger sequencing (Fig. 2b): a substitution at the
splice donor site of intron 6, ¢.764 +1 G>A (“intron 6 mutation), and a premature stop codon
for the protein at exon &, ¢.907 C>T, p.Arg303X (“exon 8” mutation). Patient XP06GO.br
had the intron 6 mutation in homozygosis, and his parents were also carriers (Fig. 2bl); the
sisters XP03GO.br and XP04GO.br were compound heterozygotes for the intron 6 and exon 8
mutations (Fig. 2bll). Evaluation of mRNA levels by RT-PCR showed that in the cells from
XP06GO.br (homozygous for this mutation), no mRNA linked exons 6 and 7 (Fig. S4),
indicating that mRNA processing for this gene is strongly affected or, alternatively, mRNA is

degraded due to nonsense-mediated mRNA decay.

The two mutations segregated independently, indicating that these two patients were
compound heterozygous for the two mutations. Moreover, expression analysis indicated that
mRNA levels were highly reduced in cells from XP04GO.br (Fig. S4), and RNA-seq revealed
that only the allele containing the exon § mutation was expressed, possibly due to skipping of
exon 8 in the other allele (results not shown). The intron 6 and exon 8 variants have been
deposited in the locus-specific database LOVD — Leiden Open Variation Database
{(www.lovd.n/POLH) with DB-IDs POLH 000014 and POLH 000010 (previously

reported™!), respectively.
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Molecular characterization and genealogy

A TaqMan® genotyping assay (Fig. S5) was designed to evaluate the distribution of
the two mutations among the community members. Among the 50 genotyped individuals, 17
were XP patients, and 33 were not affected. Considering only patients, cleven were
homozygous for the intron 6 mutation, one was homozygous for the exon 8 mutation, and five
were compound heterozygotes (Table 1). Among the non-affected individuals, seven were

wild type, twenty were intron 6 carriers, and six were exon § carriers.

Two genealogy trees were built for the Araras family (Fig. 3) and for an Afro-
descendent family who lived in the main town, Faina (Fig. S6), 24 miles away from Araras.
The patients from Faina were homozygotes for the intron 6 mutation. These two families
reported that they are not related, likely because any memories of ancestry have been lost

from the oral history.

The relationship between one of the patients and the main family was uncertain, so he
was not included in the genealogy. Figure 3 also includes died XP patients. Based on reports

from the community, fourteen XP patients had died from the disease.

The mutation at exon 8 was previously reported in two affected patients in Europe.
One of those patients (a compound heterozygote) was classified as not severely affected,
while the second one (homozygous for this mutation) was classified as badly affected. Exome
sequencing was performed to identify possible ancestry for these familics. Samples from the
European patients were also analyzed. Continental ancestry analyses (Fig. 4) showed that the
patients homozygous for either mutation exhibited a typical Brazilian admixture of European,

African and Amerindian origin.”> However, patients with the exon 8 mutation, especially the
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only homozygote (XP88GO.br), appeared to have slightly higher levels of European ancestry

(Fig. 4b) than those with the intron 6 mutation (Fig. 4a).

Patients’ descriptions

Despite the high frequency of consanguineous marriages, the strong heterogeneity of
clinical symptoms in the patients was notable. Although detailed clinical features could not be
obtained, the overall severity of the disease in the 17 patients is summarized in Table 1
(pictures Fig. S7). In general, the clinical features of these patients were relatively mild, even
though they experience very strong sunlight where they live. The first signs reported by the
patients were similar: freckles, xerosis, and hypo- and hyperpigmentation in the skin on sun-
exposed areas. Most of the patients had ocular problems, including photophobia and
conjunctival telangiectasia, as many have interpalpebral conjunctival melanosis,
lagophthalmos/ectropion, pterygia, pinguecula and keratopathy, which are also described for
other XP patients.26 In most cases, the first signs appeared once a child reached school age, as
they had to walk under the strong sunlight with no protection. Notably, at least for patient
XP06GO.br, his mother reported he had acute sunburn, including blistering, when he was a

baby, which is not commonly observed for XP-V patients.”

Darker skin protects some of these patients, but one of them has strong photophobia.
Interestingly, some patients lived longer than 70 years. However, the death of relatively
young patients (less than 20 years old) due to XP has also been reported. Two of the patients,
XP39GO.br and XP52GO.br, had major skin grafts on their faces due to recurrent surgical
interventions. There was no clear association between genotype and clinical phenotype. In a
case of three siblings, compound heterozygotes, XP03GO.br, XP04GO.br and XP39GO.br,
the first had three lesions removed with no melanoma onset; in contrast, her sister had already

had several malignant tumors removed from her nose and lower lip, a sccond-degree
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melanoma onset on her right wrist and a recent lesion on her back. Their brother, XP39GO .br,
unfortunately died in 2015 (40 years old) due to a brain tumor with unknown origin, possibly
a melanoma metastasis. In this family, four out of six siblings were XP, and one of them died
of XP when he was 21 years old. Patient XP88GO.br, 82 years old, was the only patient
homozygous for the exon § allele. This patient had highly pigmented skin but very few
episodes of skin lesions. Recently, he had a skin squamous-cell carcinoma removed, thus
displaying a mild phenotype, differing drastically from the European patients carrying the
same mutation.”* In the cases of the two other genotypes (intron 6 homozygotes and
compound heterozygotes), mild, medium and more severe clinical phenotypes were observed.
In addition, we must consider that the patients did not use any sunscreen protection until a
few years ago. Importantly, as expected for XP variants, none presented symptoms of
developmental problems or neurological deficiency, which has been observed for some XP

patients with mutations affecting the NER pathway‘4

DISCUSSION

Here, we describe a population of XP patients in a sunny, isolated location. All
patients lived relatively close and had family ties, although they were not always recognized.
Patient cells indicated low sensitivity to UV light and efficient UDS, indicating that these
patients did not have an NER defect. The increased sensitivity to UV irradiation in the
presence of caffeine and the arrest in G1/S phase are classical features of XP-V cells,”

confirmed by the absence of (or nearly undetectable) Poln expression.

Two different pathogenic mutations in the POLH gene were found. All patients
carried these mutations as homozygotes ot as compound heterozygotes. Most patients carried

a mutation at the splice site at the first base of intron 6, which affects the correct processing of
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exons 6 and 7. A previously reported a patient, XP31BE, carried a different mutation at the
same position: a G to C substitution.'”*® The second mutation generates a stop codon in exon
8 and may be translated into a truncated and inactive protein. The same mutation was recently
reported in two European XP patients24 suggesting a familial connection between them,
although an independent origin cannot be discarded.

By developing a specific PCR assay to detect both mutations, all XP patients in the
community and the heterozygote carriers were genotyped. These data, together with patient
interviews, provided the basis for creating a genealogy for the community. This genotyping
assay is very simple and has already been employed for genetic counseling for recently
formed couples of close relatives (such as II1.3 and 111.4); out of two babies, only one was a
carrier of the intron 6 mutation.'*’

Although some patients carried the intron 6 mutation and lived nearby (24 miles
away), they could not be directly linked to the main family. The phenotype of these patients
appeared less severe due to their black ethnic origin, which confers natural protection, as
shown previously.3

The exon 8 mutation clearly arrived in this community later, in the mid-1960s, from
Hidrolandia (~200 miles away). Only one patient, born in Hidrolandia, was diagnosed as
homozygous for this mutation. Interestingly, this patient (XP88GO.br) is an 82-year-old male,
and although he worked as a farmer and had badly affected skin, he had developed his first
skin tumor only recently. The difference in the clinical phenotype of this patient and that of
the patient described in Europe (severe XP) is difficult to explain, although it may simply
reflect the different genetic backgrounds of the patients.

Finally, this work describes the identification of a genetic cluster of two different
mutated alleles of the POLH gene within a community in a sunny country. Two different

founder histories are apparent: the exon 8 mutation most likely derives from the European
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colonization, and the intron 6 mutation is novel and deserves further investigation. Founder
effects for XP disease have been previously described in a community of native Indians in
Guatemala’ and in a black population on the French Comorian Islands.” In addition, a very
prevalent mutation detected in European and Northern African patients was estimated to have
originated close to twelve hundred years ago in the Mediterranean region.23 These three
mutations affect the XPC gene, while a mutation in the XPA gene is very common in the
Japanese population.™ This work describes two founder mutations for the POLH gene, and, as
these are rare events, the misfortune for this small community is noted. The acknowledgement
of the genetic cause of the disease and the need for sun protection has led the patients to
protect themselves with high-sun protection factor (SPF) sunscreen with photolyases
(provided by the state of Goias beginning in 2015). The patients and their families state that
this sunscreen helps them tolerate the strong sunlight in the region. The possibility of
molecular diagnosis and local efforts by members of the community led to the official
granting of pensions to affected patients and to health care improvements for these

communities.
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families of —III.1 and —I11.2, and —IL.3 and —I1.4 (Family A). Compound heterozygotes (in
yellow), which carry both the intron 6 and exon 8 mutations, start to appear when family of
0.25 and 0.26 arrived at Araras (Family B) from Hidrolandia (a town 200 miles South in the
state of Goias), representing the second founder effect exon 8§ mutation (the only exon 8
homozygous patient, 1.31, in green). Red arrows indicate patients whose cells were cultured
and investigated. The genealogy does not present all family individuals, as we emphasize only

those related to the patients.

Figure 4: Ancestry of the individuals from the Araras community. Polymorphisms identified
by exome sequencing enabled a detailed description of their ancestry. The colors indicate the
positions relative to different populations in the world. The dark grey symbols (X) represent
cach tested individual in the reference principal components analysis (PCA) space constructed
using HGDP. Each color symbolizes a major continental group, as indicated in the figure. (a)
Symbols represent patients carrying the intron 6 mutation: [a]GOO01.br, [b]GO05.br,
[c]GO32.br, [d]GO36.br, [e]GO48.br, [f]GO99.br, [g]XP06GO.br, [h]XP08GO.br,
[1]XP100GO.br, [j]XP11GO.br, [k]XP33GO.br, [lJXP52GO.br, [m]XP63GO.br,
[n]XP56GO.br, [0]XP03GO.br, and [p]XP04GO.br. Homozygous samples are highlighted in
red. (b) Symbols represent patients carrying the exon 8 mutation: [1]GO10.br, [2]GO118.br,
[3]GO29.br, [4]GO67.br, [5]GO89.br, [6]XP0O3GO.br, [7]XP04GO.br, [8]XP56GO.br,

[91XP63GO.br and [10]XP88GO.br. The homozygous sample is highlighted in red.
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using HGDP. Each color symbolizes a major continental group, as indicated in the figure. (a)
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[c]GO32.br, [d]GO36.br, [e]GO48.br, [f]GO99.br, [g]XP06GO.br, [h]XP08GO.br,
[1]XP100GO.br, [j]XP11GO.br, [k]XP33GO.br, [lJXP52GO.br, [m]XP63GO.br,
[n]XP56GO.br, [0]XP03GO.br, and [p]XP04GO.br. Homozygous samples are highlighted in
red. (b) Symbols represent patients carrying the exon 8 mutation: [1]GO10.br, [2]GO118.br,
[3]GO29.br, [4]GO67.br, [5]GO89.br, [6]XP0O3GO.br, [7]XP04GO.br, [8]XP56GO.br,

[9]XP63GO.br and [10]XP88GO.br. The homozygous sample is highlighted in red.
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Patient Genealogy ID Sex  Birth Origin ssyer:?):g?lnzt‘ Pht?t':)ltnype S"(_'enmlsileodns Skin graft
Intron 6 homozygote
1 XP06GO.br V.2 (A) Male 2002 Araras (GO) Mild | <10 No
2 XP110GO.br 1.1 (A) Male 1997 Araras (GO) Mild 1l <10 No
3  XP100GO.br 1.2 (A) Male 1992 Araras (GO) Mild 1 <10 No
4 XP78GO.br - Male 1983 Matrincha (GO) Mild \Y <10 No
5 XP33GO.br 1.8 (B) Female 1981 Faina (GO) Mild v <10 No
6 XP08GO.br 1.3 (B) Male 1976 Faina (GO) Mild \% <10 No
7 XP45GO0O.br 11.22 (A) Female 1975 Araras (GO) Mild Il <10 No
8 XP52GO0O.br .17 (A) Male 1969 Araras (GO) Severe 1 >50 Yes '
9 XP25GO.br 1116 (A) Male 1968 Araras (GO) Mild 1 <10 No ?
10  XP11GO.br 1.20 (A) Female 1949 Araras (GO) Medium 1 >10 No®
11 XP85GO.br 1.4 (A) Male 1936 Araras (GO) Severe 1 >50 Yes
Intron 6 and Exon 8 heterozygotes
12 XP63GO.br 1.7 (A) Male 1981 Araras (GO) Mild v <10 No
13 XP56GO.br 1.6 (A) Male 1979 Araras (GO) Mild 1} <10 No
14  XP03GO.br 11.31 (A) Female 1978 Araras (GO) Mild 1 <10 No
15 XP39GO.br 11.29 (A) Male 1975 Araras (GO) Severe 1l >50 Yes ®
16  XP04GO.br 11.28 (A) Female 1974 Araras (GO) Medium 1 >10 Yes ©
Exon 8 homozygote
17 XP88GO.br 1.31 (A) Male 1934 Hidrolandia (GO) Mild Il <10 No

A and B represents the genealogy ID from Araras or Faina families, respectively.
" He carries a prosthesis in his face.
2 He has a scar on his face.

3 She has a severe scar on her face, with her chin surgically removed. several surgical events on his face, with many major scars.

® The area all over his right cheek and eye were removed, carried a prosthesis. Deceased in 2015.
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© She has a graft area at her nose. She was diagnosed with several melanoma.
* For patients' symptoms, mild were considered those who presented up to 10 lesions; medium who presented 10 to 50 lesions, and with
striking surgeries in their faces; severe who presented more than 50 lesions, and with striking surgeries in their faces.
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- Anexo -
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B - Tabela com caracteristicas clinicas necessdrias ao estudo de caracterizagao genética dos pacientes com

deficiéncia em NER.

Nome do Paciente:
Diagndstico clinico do paciente:

Pontos para gravidade Dermatoldgica (19 pontos)

O 00N U s WN P

10
11

Idade dos primeiros sintomas
Idade do primeiros diagndstico
Tem queimaduras apds exposig¢do ao sol?
Hiper/hipopigmentagio
Idade do Primeiro Tumor
Tipo do primeiro tumor
Quantos tumores ja teve
Ja teve melanoma
Tipos dos tumores que ja teve

n° de Epitelioma (SBB/CBB)
n° de Melanoma Maligno (MM)

Tipos de outros lesdes que ja teve

Total de exposi¢do ao sol durante o dia (De 1 a 4 de acordo com a descrigdo abaixo)

1- Nunca me exponho ao sol

2- Me exponho quando é necessério, mas tomo os devido cuidados
3- Me exponho quando necessério sem tomar os devidos cuidados
4- Me exponho sempre e nunca me preocupei com isso

Pontos para gravidade Oftalmoldgica (12 pontos)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Fotofobia

Melanose conjuntival interpalpebral
Hiperemia conjuntival

Vasos da Conjuntiva "tortuosos"

Pterigio

Pinguecula (antes dos 50a)

Lagoftalmo / ectrépio

Ceratopatia

Cicatrizagdo da cérnea / Neovascularizagdo
Cancer na superficie ocular

Pontos para gravidade Neuroldgica (8 pontos)

1
2
3
4
5
6
7

Neuropatia Periférica (motor ou sensorial)

Patotlogia Cerebelar

Perda auditiva neurossensorial

Cognigdo prejudicada

Disfagia/alimentagdo por gastrostomia endoscopica
Resposta pupilar anormal / movimentos anormais dos olhos
Ajuda para andar (ou em cadeiras de roda 2 pontos)

meses: 4 pts
meses: 4 pts

meses: 4 pts

>50: 3 pts
4 pts

1pt
2 pts
1pt
1pt
1pt
1pt
1pt
1pt
1pt
2 pts

1pt
1pt
1pt
1pt
1pt
1pt
1pt

1-5:3 pts
1-5:3 pts

1-5:3 pts

[10:50]: 2 pts

5-15:2 pts >16:1pt
5-15:2 pts >16:1pt

5-15:2 pts >16:1pt

<10:1 pt



