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RESUMORESUMORESUMORESUMO    

Castro LP. Caracterização genotípica de pacientes brasileiros com deficiência em processos de 
reparo de DNA [Tese (Doutorado em Biotecnologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2016. 

    

Mutações em genes da via de reparo de DNA por excisão de nucleotídeos estão associados a 
doenças genéticas raras, como xeroderma pigmentosum (XP), síndrome de Cockayne (CS) e 
tricotiodistrofia (TTD). Desde que essas doenças foram descritas, o estudo da genética e sua 
relação com as características clínicas que esses pacientes manifestam têm ajudado na 
compreensão dos mecanismos envolvidos nos processos de carcinogênese e morte celular. 
Este trabalho teve como objetivo identificar mutações responsáveis por essas síndromes em 
pacientes brasileiros. Inicialmente o projeto teve como foco o estudo da comunidade de 
Araras, no interior de Goiás, onde existe uma das maiores incidências de pacientes XP no 
mundo. Duas mutações 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 específico para essas mutações, dezessete pacientes, entre 10 
e 82 anos de idade, além de familiares, foram caracterizados geneticamente, apresentando 
uma grande heterogeneidade das manifestações clínicas com fenótipos brandos à 
extremamente agressivos. Através do desenvolvimento de painel genético para genes 
relacionados a reparo de DNA e sequenciamento de nova geração, este estudo se estendeu a 
mais dezesseis pacientes de todo o Brasil, incluindo outros grupos de complementação de XP, 
CS e TTD. Por fim, apresentamos o que se tem descrito atualmente de caracterização genética 
no Brasil, que somam um total de 80 pacientes. Ainda nesse contexto de caracterização 
molecular, o estudo do efeito das mutações nos introns 6 e 10 do gene POLH, mostrou que as 
trocas de nucleotídeos em sitio de splicing estão 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 genotóxicos cisplatina. Foi possível observar que as linhagens deficientes em Pol eta 
são mais sensíveis aos danos induzidos pela cisplatina, encontram problemas na fase G1/S 
após tratamento com cisplatina e apresentam um aumento de estresse genotóxicos, através 
da marcação high-level para histona H2AX fosforilada. Sendo assim, esperamos contribuir 
para avaliação genética de pacientes com síndromes com deficiências em reparo de DNA, 
buscando também entender como essas deficiências se relacionam com os fenótipos clínicos. 

    

PalavrasPalavrasPalavrasPalavras----cccchave:have:have:have:        Mutações em genes de reparo de DNA. Xeroderma Pigmentosum. Síndrome 
de Cockayne. Tricotiodistrofia. XP-V. Cisplatina.  
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ABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACT    

Castro LP. Genotypic characterization of Brazilian patients with deficiency in DNA repair 
processes.  [Ph.D. Thesis [Biotecnology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São 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 Goiás, 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 c.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:Keywords:Keywords:Keywords:    Mutations in DNA repair genes. Xeroderma pigmentosum. Cockayne syndrome. 

Trichothiodystrophy. XP-V. Cisplatin.    
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1.1 INTRODUÇÃO GERAL  

 A doença Xeroderma Pigmentosum (XP) é uma síndrome genética rara em que os 

pacientes possuem uma alta predisposição ao câncer de pele, principalmente carcinoma e 

melanoma, induzido pela exposição à luz do sol, devido ao componente da radiação 

ultravioleta (UV). A incidência estimada da doença é de 1/1.000.000 nos EUA e Europa, em 

alguns lugares, no entanto, a incidência é mais alta devido a efeitos fundadores, tais como 

1/100.000 no Japão e 1/50.000 na África do Norte e Oriente Médio (1). A síndrome foi 

originalmente documentada pelo dermatologista húngaro Moritz Kaposi e seu orientador 

austríaco Ferdinand von Hebra na Universidade de Viena (2). Neste trabalho a síndrome é 

descrita em 4 pacientes com Xeroderma ou, como denominaram, Síndrome da “pele de 

pergaminho”, em que descrevem; uma pigmentação atípica da pele, algumas lesões com 

caráter 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 

síndrome foram sendo elucidados. Em 1949 Albert Kelner e Renato Dulbeco descobrem que 

bacteriófagos eram capazes de sobreviver ao efeito da irradiação UV quando tratados com luz 

visível (3, 4). Esse efeito foi chamado de fotorreativação e atualmente sabe-se que essa é uma 

via de reparo de DNA, presente até mamíferos placentários, dependente de uma enzima 

chamada fotoliase, capaz de desfazer a ligação entre duas pirimidinas adjacentes, utilizando 

como energia um fóton de luz azul (350 a 450nm), e retornar a estrutura original da dupla 

hélice (5). Curiosamente, a descoberta foi acidental e os pesquisadores à descobriram quando 

as placas contendo bacteriófagos irradiados foram esquecidas ao lado de uma janela com 

passagem de luz visível. Nos dias seguintes o resultado inesperado de uma curva de 

sobrevivência maior que a observada até aquele 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 visível (8). Cinco anos mais tarde o pesquisador 

americano James Cleaver identifica que a síndrome XP estava diretamente relacionada à 

incapacidade das células destes pacientes em reparar lesões em seu DNA (9). Em seguida, 

constatou-se que células de pacientes XP, altamente sensíveis à luz UV, apresentam elevados 

níveis de mutagenicidade após irradiação, correlacionando, assim, o fenótipo celular, a 
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instabilidade gênica e o elevado índice de tumores de pele nos pacientes (10, 11). Além da 

alta frequência de tumores, cerca de 20 a 30% dos pacientes XP apresentam graves 

problemas neurológicos, caracterizados por morte neural prematura, progressiva deficiência 

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 após reportar a estrutura 

química e física da molécula de DNA; “We totally missed the possible role of … [DNA] repair 

although … I later came to realise that DNA is so precious that probably many distinct repair 

mechanisms would exist” (14). Dado o alto grau de conservação de alguns mecanismos de 

reparo de DNA é de se ressaltar a grande importância da manutenção da integridade física e 

biológica dessa molécula (6, 15).  

 A estrutura química do DNA, em solução aquosa, está constantemente sendo “atacada” 

por agentes endógenos e exógenos (16). As bases nitrogenadas da dupla hélice podem sofrer, 

por exemplo, alterações espontâneas com desaminações, perdas de base e 

desemparelhamentos, ou ser atacada por radicais livres capazes de induzir lesões do tipo 

bases oxidadas. A radiação UV é um dos principais fatores externos capazes de causar 

importantes lesões no DNA e as principais lesões induzidas por este agente são os 

fotoprodutos CPD e 6-4PP, em que duas pirimidinas adjacente absorvem energia e se ligam 

covalentemente distorcendo a dupla fita (17).  

 Essas lesões, se não reparadas, podem comprometer o correto processamento das 

polimerases durante a replicação e transcrição, e desencadear importantes processos de 

carcinogênese, envelhecimento e morte celular (6, 12). Assim, apesar da grande quantidade 

diária de lesões, 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” estão constantemente removendo essas ameaças. Somado a esses eventos, 

a evolução selecionou múltiplos e, muitas vezes redundantes, mecanismos de respostas aos 

danos induzidos no DNA (10).   
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1.1.2 O reparo por excisão de nucleotídeo – NER  

    Uma importante via é o reparo por excisão de nucleotídeos (NER do inglês Nucleotide 

Excision Repair), o qual remove lesões que distorcem a dupla hélice do DNA (15).  Dentre os 

diversos mecanismos de reparo, o NER é um dos mais versáteis, pois reconhece uma grande 

variedade de lesões. A principal lesão reconhecida por esse mecanismo são os adutos 

induzidos pela radiação UV. Essa via de reparo envolve basicamente o reconhecimento, 

abertura e estabilização das proteínas de reparo no local da lesão, uma dupla incisão a 5´e a 

3´ da lesão, a remoção dos oligonucleotídeos contendo a lesão, a síntese de DNA na lacuna 

formada e ligação do DNA reparado. 

 Todo esse mecanismo envolve cerca de 30 proteínas e promove a excisão de 

aproximadamente 30 pares de base englobando a região da lesão. O primeiro passo da via é o 

reconhecimento do local da lesão, o qual pode ocorrer em diferentes momentos na célula; 

durante o processo de transcrição (TCR) ou no genoma global (GGR), como mostra a figura 1.   

 A via TCR remove especificamente lesões da fita de DNA que está sendo transcrita. 

Devido ao impedimento físico da distorção causada pela lesão, a RNA pol II não consegue 

progredir na transcrição dos genes, o que sinaliza o recrutamento das proteínas da via de NER 

(18). Esse reparo deve ser imediato, caso contrário toda a maquinaria celular dependente dos 

genes à serem transcritos fica comprometida, o que pode desencadear o processo de 

senescência ou morte celular. Em seguida, as proteínas CSA (ERCC8) e CSB (ERCC6) são 

recrutadas para o local da lesão.  A proteína CSB (168 kDa) é um membro da família SWIS/SNF 

ATPase DNA-Dependente, um grupo de proteínas associadas ao remodelamento de 

cromatina, transcrição e reparo (19). Assim, CSB está constantemente ligada à RNA 

polimerase durante a etapa de elongação da transcrição estimulando sua atividade e 

garantindo que o DNA esteja descompactado durante a transcrição do gene. Essa ligação se 

torna mais forte quando a polimerase não consegue continuar esse processo frente a um 

dano ativando a cascata da via TCR.  Uma das hipóteses é que a forte interação de CSB à 

polimerase faz com que essa fique para trás (backtracking), deslocando-a e possibilitando o 

acesso das outras proteínas de reparo (20). Conforme a polimerase regressa na fita as 

proteínas RPA se ligam na fita simples de DNA evitando sua renaturação e sinalizando o 

recrutamento de outras proteínas como XPA para o local da lesão. CSB também sinaliza o 

recrutamento da proteína CSA para o núcleo. Essa proteína tem atividade de E3 ubiquitina 
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ligase com sete motivos WD40, importante para interação com outras proteínas e formação 

de um complexo multiproteico (DDB1, cuilina4A e Roc1) (21).   

 Em contraste, a via GGR ocorre por todo o genoma da célula, incluindo a fita que não 

está sendo transcrita e é ativada quando o dímero DDB1-DDB2-CUL4A e o complexo proteico 

XPC-hHRB23B-CEN2 reconhecem a distorção na dupla fita  (22). Uma das hipóteses é que a 

proteína XPC possui afinidade ao DNA com e sem lesão, porém no DNA com lesão essa 

afinidade é maior e o tempo de interação com o motif β-hairpin da proteína e os nucleotídeos 

alterados é o que estabiliza o complexo na região a ser reparada (23).  

 Apesar das diferentes formas de reconhecimento de cada via (TCR e GGR) os passos 

subsequentes convergem para uma via única com o mesmo core proteico, que envolve o 

recrutamento do fator de transcrição TFIIH. Associado à esse fator de transcrição, 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 proteínas RPA (Replication protein A) evitando sua 

renaturação. Tanto RPA, quanto XPA então envolvidas na estabilização da “bolha” formada, 

processo que demanda gasto de energia para a célula a medida em que a abertura da região 

gera uma importante força de tração em toda dupla fita. XPA também é importante na 

sinalização de qual fita deverá ser excisada. Por fim, as endonucleases XPG e o complexo 

XPF/ERCC1 clivam respectivamente as regiões 3´e 5´da fita, as polimerases replicativas, Pol 

delta ou Pol épsilon sintetizam a fita nova e a DNA-ligase I ou II ligam o DNA sintetizado (12).  
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Figura 1 - Esquema representando os passos das duas subEsquema representando os passos das duas subEsquema representando os passos das duas subEsquema representando os passos das duas sub----vias do NERvias do NERvias do NERvias do NER, GGR (reparo do genoma global) , GGR (reparo do genoma global) , GGR (reparo do genoma global) , GGR (reparo do genoma global) 
e TCR (reparo acoplado à transcrição)e TCR (reparo acoplado à transcrição)e TCR (reparo acoplado à transcrição)e TCR (reparo acoplado à transcrição). . . . Essa via envolve Essa via envolve Essa via envolve Essa via envolve basicamente o reconhecimento da lesão, basicamente o reconhecimento da lesão, basicamente o reconhecimento da lesão, basicamente o reconhecimento da lesão, 
abertura da dupla fita de DNA, excisão da região que contém a lesão e sabertura da dupla fita de DNA, excisão da região que contém a lesão e sabertura da dupla fita de DNA, excisão da região que contém a lesão e sabertura da dupla fita de DNA, excisão da região que contém a lesão e síntese de uma nova fita livre de íntese de uma nova fita livre de íntese de uma nova fita livre de íntese de uma nova fita livre de 
erros. erros. erros. erros. A versatilidade dessa via envolve o reconhecimento uma grande variedade de lesões capazes de A versatilidade dessa via envolve o reconhecimento uma grande variedade de lesões capazes de A versatilidade dessa via envolve o reconhecimento uma grande variedade de lesões capazes de A versatilidade dessa via envolve o reconhecimento uma grande variedade de lesões capazes de 
distorcer a dupla fita de DNA. Adaptado de Menck distorcer a dupla fita de DNA. Adaptado de Menck distorcer a dupla fita de DNA. Adaptado de Menck distorcer a dupla fita de DNA. Adaptado de Menck e Munford e Munford e Munford e Munford 2014201420142014    (12)(12)(12)(12).... 

   

 Mutações na via de NER levam ao desenvolvimento de Síndromes genéticas raras como 

Xeroderma (descrita anteriormente), Cockayne (CS, do inglês Cockayne Syndrome) e 

Tricotiodistrofia (TTD). Dentre os pacientes XP, diferentes grupos de complementação com 

deficiências nessa via foram identificados por fusão celular. Assim, células de pacientes com 

deficiências em proteínas da via clássica de XP fazem parte de sete grupos de 

complementação de A até G e um oitavo grupo, XP-Variante, que apesar de sintomas clínicos 

similares, apresentam essa via NER normal. A genética da doença envolve mutações nesses 

oito genes: XPA, XPB (ERCC3), XPC, XPD (ERCC2), XPE (DDB2), XPF (ERCC4), XPG (ERCC5) e XPV 

(POLH), com fenótipo que variam de leve; XPC, XPE e XPV, à mais graves que incluem graves 

sintomas de fotossensibilidade e neurodegeneração. De forma geral, esses pacientes 

possuem problemas relacionados ao aumento da frequência de câncer de pele, em até 

10.000 vezes de não melanomas e 2.000 mil vezes de melanoma em pacientes com até 20 

anos, dentre esses 25% desenvolvem problemas neurológicos (24).  Deficiência na via de TCR, 

levam a síndromes relacionas à graves problemas de desenvolvimento, envelhecimento 

precoce e neurodegeneração. 
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 Pacientes CS têm como principal característica clínica que definem seu diagnóstico; 

retardo no crescimento e problemas neurológicos; outras manifestações muito comuns 

incluem a perda auditiva neurossensorial, catarata, retinopatia pigmentar, fotossensibilidade 

cutânea e cárie dentária (25). De acordo com a severidade do sintoma envolvido a síndrome 

foi dividia em quatro classificações; Tipo I; em que nos primeiros anos de vida o paciente tem 

um desenvolvimento normal, até que começam a surgir os problemas de neurodegeneração, 

deficiência intelectual, e envelhecimento precoce, com perda de peso, estatura, visão, 

audição, o sistema nervoso central e periférico começam a perder função, com expectativa 

de vida de cerca de vinte anos. Já CS do tipo II, envolve característica da síndrome Cérebro-

óculo-facial-esquelético (COFS), incluindo grave microcefalia extrema, catarata congênita, 

dismorfismo facial, nanismo caquético e artrogripose (retenção da articulação em uma 

posição fixa), cujos sintomas são acometidos logo que a criança nasce com expectativa de 

vida de até dez anos de idade (26). Eles também apresentam uma falha de crescimento 

predominantemente pós-natal, um retardo psicomotor grave, com hipotonia axial e 

hipertonia periférica e dificuldades de alimentação neonatais. Do tipo III inclui os pacientes 

com fenótipo mais amenos. Alguns pacientes CS, além dos problemas de neurodegeneração e 

desenvolvimento possuem uma alta predisposição ao câncer de pele e são classificados como 

XP/CS, até o momento a genética desses pacientes envolveram mutações nos genes XPB 

(ERCC3), XPD (ERCC2), XPG (ERCC5), CSA (ERCC8) e CSB (ERCC6) (19).  

  Em 1981, Fujiwara e colaboradores descrevem uma paciente japonesa com uma nova 

síndrome, UVSS (do inglês, UV-sensitive Syndrome) com leve fotossensibilidade, porém sem 

desenvolver câncer de pele ou problemas neurológicos (27, 28). As células desses pacientes 

possuem alta sensibilidade a UV e problemas de reparo na via de TCR com redução nos níveis 

de RNA synthesys recovery após irradiadas (29-31).  Atualmente a genética desses pacientes 

envolve mutações no gene CSA (ERCC8), CSB (ERCC6) e UVSSA, identificado recentemente 

(30, 32-34). Alguns estudos mostraram que essa proteína interage com vários componentes 

da via de TCR e CSB, envolvida na ubiquitinação e desfosforilação da RNA Pol II parada na 

forquilha de transcrição frente a um dano, assim como na estabilização de CSB no local da 

lesão (35). A estabilização é mediada pela interação de UVSSA com USP7, uma protease que 

remove ubiquitinas das proteínas, restabelecendo o estado hipofosforilado da RNA pol II, 

importante para o reestabelecimento de sua atividade transcricional (36, 37).   
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 Bem diferente desse quadro clínico, a síndrome Tricotiodistrofia (TTD) tem como 

principal característica clínica a fragilidade do cabelo e das unhas. Descrita pela primeira vez 

em 1968, TTD é uma síndrome genética autossômica recessiva rara, em que os pacientes 

possuem problemas na formação de pontes de sulfetos, essencial para síntese de alguns 

aminoácidos que constituem o cabelo (38). Em função dessa deficiência os cabelos ficam 

quebradiços e ralos, e quando analisados por microscopia apresentam aspecto de “rabo de 

tigre” devido à ausência de cor em algumas regiões, sendo esse o diagnóstico clássico de TTD 

(39, 40). Além do cabelo de “tigre”, ao nascer os pacientes desenvolvem problemas de 

desenvolvimento, com baixa estatura, microcefalia, deficiência intelectual, possuem uma face 

característica com queixo recuado e orelhas grandes, displasia das unhas. Em alguns casos 

apresentam fotossensibilidade (porém sem desenvolver câncer de pele), ictioses, 

infertilidade, alta predisposição à doenças infecciosas, principalmente no trato 

gastrointestinal e respiratório (41). 

  O primeiro trabalho descrevendo a genética envolvida no fenótipo TTD foi publicado em 

1986 por Stefanini e colaboradores, em que descreveram quatro pacientes Italianos com o 

fenótipo clássico, porém com alta fotossensibilidade (42). Nesse trabalho foi reportado um 

defeito na via de NER envolvendo a proteína mutada XPD (ERCC2). Em 1993 um estudo, do 

mesmo grupo, com 13 pacientes TTD identificou dez pacientes mutados em ERCC2, porém 

três não apresentaram nenhuma mutação nesse gene (43). Muitos outros casos do fenótipo 

sem ligação com mutações nesse gene trouxeram à literatura novos genes envolvidos com a 

síndrome. 

 Atualmente sabe-se que a genética envolvida nas características clínicas de TTD possui 

uma certa complexidade. Os principais genes envolvidos no fenótipo fazem parte da via de 

NER, XPB (ERCC3) (44), XPD (ERCC2) (45) e GTF2H5 (TTD-A) (46). As três proteínas fazem parte 

do complexo TFIIH, em uma via comum de GGR e TCR, e dependendo do local da mutação 

nesses genes e da função cujo local faz parte o fenótipo pode incluir características de XP, 

como fotossensibilidade, reportado em 20% dos casos TTD (43), ou sintomas misturados de 

XP e CS (XP/CS) envolvendo neurodegeneração e fotossensibilidade (47). Recentes 

descobertas têm introduzido na literatura outros genes envolvidos no fenótipo TTD, como o 

envolvimento dos genes MPLKIP (TTDN1 ou C7orf11) (48) e RNF113A (TTD5, ligado ao 

cromossomo X) (49).  
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 A severidade dos sintomas dessas síndromes, tanto XP, quanto CS e TTD está 

diretamente relacionada à via deficiente envolvida. De forma geral, paciente com mutações 

em XPA, ERCC3 (XP-B), ERCC2 (XP-D) e ERCC5 (XP-G) apresentam sintomas de 

fotossensibilidade e tumores cutâneos muito mais cedo quando comparados à paciente 

mutados em XPC, DDB2 (XP-E) e POLH (XP-V). Os pacientes com sintomas clínicos mais 

severos representam cerca de 25% dos pacientes XP e são aqueles que normalmente 

desenvolvem problemas de neurodegeneração e desenvolvimento (33). A participação na via 

de NER da proteína mutada reflete in vitro a sensibilidade dessas células à radiação UV, assim 

como ao fenótipo clínico do paciente. Por exemplo, uma linhagem de paciente XP-C, proteína 

envolvida somente na via de GGR, é bem menos sensível à UV quando comparada à linhagem 

XP-A, deficiente em GGR e TCR e extremamente sensível. Essa relação também é observada 

na diferença de fenótipo entre esses pacientes em que XP-A possui um prognóstico clínico 

muito mais severo e uma menor expectativa de vida comparada à pacientes XP-C.  A tabela 1 

a seguir resume os genes mutados envolvidos em cada fenótipo, a principal característica 

clínica da síndrome e a via de NER afetada.  

  

Tabela 1 - Lista das Síndromes relacionadas a deficiências na via de NER e os genes em que já 
foram descritas mutações responsáveis pelas características clínicas dos pacientes. 

Diagnóstico Clínico Gene mutado

XPA

XPB (ERCC3)

XPC

XPD (ERCC2)

XPE (DDB2)

XPF (ERCC4)

XPG (ERCC5)

XPV (POLH)

Cockayne CSA (ERCC6), CSB (ERCC8), XPB (ERCC3), XPD (ERCC2), XPG (ERCC5)

Tricotiodistrofia XPB (ERCC3), XPD (ERCC2), TTD (GTF2H5), MPLKIP (TTDN1), RNF113A (TTD5)

Xeroderma

 

 

1.1.3 Uma via de tolerância ao dano  

 Outro importante via é a síntese de translesão (TLS), uma via de tolerância ao dano 

essencial na manutenção da estabilidade genômica. Mutações no gene POLH, que codifica a 

proteína Pol eta, levam à síndrome XP-V. Relatada pela primeira vez em 1970, a síndrome foi 

descoberta em pacientes XP proficientes em NER (50). Em 1972, outros três 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 

mitótico pós replicação do DNA (51). Em 1975, sabendo do fato de que a cafeína estava 

envolvida no aumento da sensibilidade e mutagênese em E. coli (52), Lehmann e 

colaboradores, foram capazes de sensibilizar as linhagens variantes de XP após co-tratamento 

de UV e cafeína (53). A cafeína tem um efeito pleiotrópico na célula com ação na síntese de 

DNA, apoptose, condensação da cromatina e regulação do ciclo celular. O aumento de 

sensibilidade após co-tratamento UV e cafeína ocorre devido ao fato de que a cafeína inibe a 

fosforilação da quinase CDK1 que regulada o check-point de G2/M (54), porém os 

mecanismos dessa inibição ainda não foram completamente elucidados. Dessa forma, a célula 

com lesão no DNA não para no ciclo antes do processo mitótico, o que desencadeia aos 

processos de instabilidade genética e morte celular. 

 Entretanto, apenas em 1999 o gene responsável pela síndrome foi identificado e 

clonado, através da purificação da proteína Pol eta, de extratos de células HeLa, capaz de 

complementar o defeito das linhagens XP-V. Além de cloná-la, Masutani e colaboradores 

mostram que essa é uma polimerase da família Y de translesão, especializada em replicar o 

DNA com fotoprodutos induzidos por UV, inserindo corretamente duas adeninas frente a um 

dímero de timina (55). Em humanos os processos de tolerância ao dano (DDT, do inglês DNA 

Damage Tolerance) são catalisadas pelas cinco principais polimerases da família Y; Rev1, Pol 

eta (η), Pol iota (ι), Pol Kappa (κ) e da família B, Pol zeta (ζ) (56). Esse processo é chamado de 

síntese translesão (TLS) e o reparo da lesão é feito após a replicação do DNA, do inglês 

postreplication repair. Esse mecanismo evita o bloqueio prolongado da forquilha de 

replicação frente ao dano, o que pode desencadear o processo de apoptose, por exemplo, ou 

expor essa região a uma provável quebra da dupla fita de DNA, contribuindo, dessa forma, à 

morte celular (57). 

Assim, a Pol eta é a principal polimerase da família Y responsável por inserir o primeiro 

nucleotídeo frente a um dímero de pirimidina (CPD) induzido por luz UV, replicando fielmente 

o DNA lesado. Na falta dessa proteína, a TLS é processada por outras polimerases, como a Pol 

iota, mais propensas à erros, portanto, mais mutagênicas, uma explicação para o fato de que 

pacientes XP-V possuem elevada incidência de câncer de pele (58, 59). Além do bypass de 

dímeros de pirimidina, a Pol eta está envolvida na translesão de danos induzidos pelo 

tratamento com cisplatina, um quimioterápico capaz de se ligar covalentemente ao DNA (60).  
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O gene POLH está 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 região de Open Reading 

Frame (ORF) de 2.139 pb, e a primeira metionina localizada no exon 2 (61). A isoforma 

canônica da proteína possui 713 aminoácidos (aa), em que o motivo de atividade catalítica se 

localiza inteiramente nos dez primeiros exons, 512 aa (N-terminal), contendo cinco motivos 

proteicos altamente conservados responsáveis pela sua atividade enzimática (62). 

Diferentemente do sítio catalítico das polimerases replicativas, as polimerases da família Y 

possuem os domínios palm and thumb menores e por isso o nucleotídeo consegue ser 

incorporado apesar da lesão (dímero de pirimidina) no DNA. Os três domínios Finger, palm e 

thumb, formam o core catalítico da proteína e funcionam como uma “garra” entre o DNA que 

está sendo replicado e os oligonucleotídeos que serão incorporados (63).   

Na porção C-Terminal, codificada pela região do último exon, se localiza o sinal de 

localização nuclear (NLS), entre os aminoácidos 682-698, essencial na dinâmica de 

redistribuição da Pol eta quando recrutada (64). O domínio zinc finger de ligação ao domínio 

de ubiquitinação (UBZ) se localiza entre os aminoácidos 635-659, assim como o sítio de 

ligação à proteína de proliferação nuclear (PCNA), importante proteína acessória durante a 

replicação que ancora a polimerase replicativa ao DNA (65). Baldeck e colaboradores 

identificaram recentemente um novo domínio F1 (483-484), sendo essa uma região de 

interação com a subunidade POLD2 da polimerase replicativa Pol delta. Como essa é também 

uma subunidade do componente funcional da Pol zeta, outra polimerase da família Y de TLS, 

o grupo tem como hipótese que essa seja uma região importante para troca entre as 

polimerases de translesão, Pol eta de inserção, e a Pol zeta de extensão até que a polimerase 

replicativa delta retorne à duplicação do DNA (66). 
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Figura Figura Figura Figura 2222    ----    Domínios de regulação dDomínios de regulação dDomínios de regulação dDomínios de regulação da proteína Pa proteína Pa proteína Pa proteína Pol eta. Na pol eta. Na pol eta. Na pol eta. Na porção Norção Norção Norção N----Terminal, primeiros 432 aminoácidos, Terminal, primeiros 432 aminoácidos, Terminal, primeiros 432 aminoácidos, Terminal, primeiros 432 aminoácidos, 
contendo o contendo o contendo o contendo o corecorecorecore    catalítico catalítico catalítico catalítico FingerFingerFingerFinger, , , , PalmPalmPalmPalm    e e e e ThumbThumbThumbThumb    (em vermelho escuro) e o domínio (em vermelho escuro) e o domínio (em vermelho escuro) e o domínio (em vermelho escuro) e o domínio LitLitLitLitttttle finger le finger le finger le finger (LF). Na (LF). Na (LF). Na (LF). Na 
porção Cporção Cporção Cporção C----Terminal, últimos 281 aminoácidos, as sequências necessárias para interação com PCNA Terminal, últimos 281 aminoácidos, as sequências necessárias para interação com PCNA Terminal, últimos 281 aminoácidos, as sequências necessárias para interação com PCNA Terminal, últimos 281 aminoácidos, as sequências necessárias para interação com PCNA 
monoubiquitinmonoubiquitinmonoubiquitinmonoubiquitinado (em verde, PIPIado (em verde, PIPIado (em verde, PIPIado (em verde, PIPI----box 1 e 2), interação com a polimerase de translesão REV1 (RIR, box 1 e 2), interação com a polimerase de translesão REV1 (RIR, box 1 e 2), interação com a polimerase de translesão REV1 (RIR, box 1 e 2), interação com a polimerase de translesão REV1 (RIR, motifmotifmotifmotif    
524524524524----539), em preto (539), em preto (539), em preto (539), em preto (motifmotifmotifmotif    F1 483F1 483F1 483F1 483----484) região de interação com a subunidade P484) região de interação com a subunidade P484) região de interação com a subunidade P484) região de interação com a subunidade POLD2 da polimerase OLD2 da polimerase OLD2 da polimerase OLD2 da polimerase 
replicativa Preplicativa Preplicativa Preplicativa Pol delta, domínio ol delta, domínio ol delta, domínio ol delta, domínio zinczinczinczinc----fingerfingerfingerfinger    de interação com ubiqde interação com ubiqde interação com ubiqde interação com ubiquitina uitina uitina uitina (UBZ) e recrutamento da P(UBZ) e recrutamento da P(UBZ) e recrutamento da P(UBZ) e recrutamento da Pol eta ol eta ol eta ol eta 
ao núcleo (NLS) ao núcleo (NLS) ao núcleo (NLS) ao núcleo (NLS) (61, 62, 66(61, 62, 66(61, 62, 66(61, 62, 66----69)69)69)69). . . .     

 

Quando a polimerase replicativa encontra um impedimento físico para continuar a 

replicação, em função de um DNA-molde distorcido, a lisina 164 da proteína PCNA é 

monoubiquitinada pelas ubiquitinas ligases E2/E3 (Rad6/Rad18). Essa modificação pós-

traducional promove o recrutamento das polimerases da família Y aumentando sua afinidade 

pela PCNA que interage com a Pol eta através dos domínios UBZ e PIP-box (68). Alguns 

trabalhos recentes mostram que a monoubiquinação também regula negativamente a 

atividade da Pol eta durante a replicação do DNA sem lesão, em que alguns resíduos dos 

domínios UBZ e PIP-box são monoubiquitinados, inibindo sua interação com PCNA. Esse 

processo é down-regulado após indução de dano por UV ou cisplatina (65). 

A síntese translesão é um processo feito por duas polimerases, em que a inserção dos 

nucleotídeos é feita por umas das polimerases da família Y e a extensão por mais alguns pares 

de base é feita principalmente pela Pol zeta da família B (54, 66). Após o bypass do dano, 

PCNA é desubiquitinado pela proteína USP7 para que a polimerase de alta fidelidade, Pol 

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

• Este trabalho visa identificar a distribuição das mutações encontradas nas células XP-V 

proveniente de Goiás (GO) e identificar as mutações responsáveis pelo fenótipo de 

pacientes de outras regiões do Brasil. 

 

• Estudar o efeito das mutações em sítio de splicing no gene POLH, encontradas em 

pacientes brasileiros, no processamento do mRNA.  

 

• Investigar o efeito do tratamento com cisplatina nos fibroblastos primários XP-V 

avaliando a sensibilidade, o efeito no ciclo celular e na fosforilação da histona H2AX.  
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CAPÍTULO 2CAPÍTULO 2CAPÍTULO 2CAPÍTULO 2    ----    As Síndromes de NER no BrasilAs Síndromes de NER no BrasilAs Síndromes de NER no BrasilAs Síndromes de NER no Brasil    
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2.1 INTRODUÇÃO 

 Após a descoberta e descrição das síndromes XP em 1878 por Hebra e Kaposi na Itália, 

de Cockayne em 1936 pelo pediatra Edward Alfred Cockayne na Inglaterra e TTD em 1968 por 

Pollit também na Inglaterra, relatos de casos e descrições de novos pacientes foram sendo 

publicados pelo mundo, principalmente na América do Norte, Europa, África e Japão. O 

acompanhamento de centenas de pacientes por décadas, e estudos com células desses, levou 

a compreensão do que se sabe atualmente sobre as vias moleculares e os defeitos genéticos 

envolvidos nos fenótipos dessas síndromes, assim como a compreensão da relação de causa e 

efeito das lesões no DNA e papel do reparo nos processos de mutagênese, carcinogênese e 

morte celular.  

 No Brasil os relatos de casos começaram a aparecer em 1995 com a descrição de dois 

pacientes CS em Pernambuco (PE), como mostra a retrospectiva da figura 3 a seguir. 

Medeiros e colaboradores descreveram os dois irmãos, um de sete anos e outro de 9 

(falecido pouco tempo depois do estudo), os dois com diagnóstico clássico de CS com graves 

problemas de neurodegeneração e progeria (70). 

 

Figura Figura Figura Figura 3333    ----    Linha do tempo indicando os relatos de casos e os estuLinha do tempo indicando os relatos de casos e os estuLinha do tempo indicando os relatos de casos e os estuLinha do tempo indicando os relatos de casos e os estudos moleculares dos moleculares dos moleculares dos moleculares de de de de pacientes pacientes pacientes pacientes XP e CS. XP e CS. XP e CS. XP e CS. 
Em Em Em Em amarelamarelamarelamareloooo    os os os os trabalhos que apresentaram caracterização genética dos pacientes.trabalhos que apresentaram caracterização genética dos pacientes.trabalhos que apresentaram caracterização genética dos pacientes.trabalhos que apresentaram caracterização 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 criança de 3 anos, procedente de Eldorado do Sul (RS), foi descrita com 

graves problemas no desenvolvimento motor, hipotrofia muscular generalizada, deficiência 

intelectual, caquexia, microcefalia, convulsões e cefaleia (71). Em 2000, na cidade de Porto 

Alegre, uma criança com deficiência intelectual, envelhecimento precoce, surdez, problemas 

de cárie dentária, fotossensibilidade e entre 4-5 anos passou a ter convulsões. Filha de 

casamento consanguíneo de primeiro grau, a criança teve um irmão com os mesmos 

sintomas que faleceu aos 19 anos acamado. O ensaio de RNA synthesis recovery mostrou uma 

redução na síntese de RNA após irradiação com UV, o que confirmou molecularmente o 

diagnóstico clínico de CS (72).  

 Em seguida, dois trabalhos são publicados com pacientes do estado de São Paulo. Em 

2006, um estudo no Hospital das Clínicas publicou oito casos de pacientes CS, todos com 

atraso de crescimento, problemas de desenvolvimento, microcefalia, caries dentárias, surdez, 

contratura muscular e sete deles com fotossensibilidade. Nesse trabalho cinco novas 

mutações foram identificadas no gene CSA (ERCC8); sendo quatro pacientes portadores de 

uma inserção no exon 4 do códon 104 (T104fs) que altera o quadro de leitura do mRNA, dois 

pacientes composto heterozigotos para essa mutação e uma alteração missense T204K, com 

dois pacientes homozigotos para outra alteração missense D266G e dois pacientes com 

mutações em sítio 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 criança de três anos com 

fotossensibilidade em regiões expostas ao sol, que começou aos seis meses, retardo 

psicomotor e deficiência intelectual, problemas dentários, atrofia óptica, surdez, perda 

gradativa da visão e microcefalia (74).  

 Ainda em 2012, dois novos casos em Porto Alegre (RS). Irmãos, uma menina de 8 anos e 

um menino de 13 anos, ambos com deficiência global do desenvolvimento, microcefalia, 

nanismo, face característica de CS (com ossos faciais proeminentes, microftalmia, olhos 

encovados, micrognatia e nariz fino), surdez e fotossensibilidade. A análise genética 

identificou duas alterações em sítio de splicing em CSA, uma no sítio doador do intron 7, G/A 

int7spl.donor; cDNA ins83; proteína Q228fs+X e outra no sítio aceptor do mesmo intron, G/A 

int7spl.acc; cDNA del 9nt; proteína del207-209 (75). 
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 Em 2014, o último caso de CS relatado, um menino de 12 anos, nascido e criado em 

Salvador (BA) que procurou assistência médica com sintomas de fraqueza, tosse e recusa em 

se alimentar. A criança desenvolveu deficiência intelectual, não fala, não anda e interage 

socialmente somente com sorriso no rosto. Uma tomografia revelou atrofia cortical difusa, 

uma extensa calcificação cerebral e o espaço do liquido cerebrospinal aumentado (76).  

 Com relação ao que já foi descrito e caracterizado de XP no Brasil foram quatro relatos 

de caso (em 2003, 2004, 2011 e 2012) e três trabalhos de caracterização genética dos 

pacientes (em 2009, 2012 e 2015). Em 2003, em Santa Catarina, um relato de caso de uma 

criança de sete anos, com a face extremamente afetada por inúmeras cirurgias (77). Em 2004, 

Soares de Sá e colaboradores publicam um estudo de 20 anos de acompanhamento de 

pacientes, menores de 18 anos, com casos de câncer no Hospital do Câncer de São de São 

Paulo. Dentre esses pacientes três XP de 8, 16 e 17 anos com casos de melanoma nos 

membros, tronco, cabeça e pescoço (78). Em 2011, em Jundiaí, Pasquale relata 4 casos de 

pacientes XP extremamente afetados com um óbito durante a realização do estudo. A 

paciente que veio ao óbito em decorrência de complicações tumorais, dentre essas, uma 

neoplasia ginecológica devido a uma infecção por HPV, o que nos evidencia ao fato de que 

pacientes XP devem ser advertidos não somente com relação à proteção solar, mas também 

de infecções por HPV (79). Alguns estudos já mostraram que linhagens de células XP têm um 

aumento de instabilidade genômica e ficam extremamente mais sensíveis à morte induzida 

por UV ou por quimioterápicos como cisplatina quando transformadas por HPV (80). Ainda 

em São Paulo, em 2012, Cardoso e colaboradores, da Universidade de Bauru, publicam um 

relato de paciente XP de 41 anos com graves problemas odontológicos, leve problema 

neurológico, fotossensibilidade, com excisão de tumores no rosto, lábios, língua e mucosa 

bucal. As recorrentes cirurgias nessa região da boca levaram à microtomia o que dificultou a 

higienização bucal do paciente e até mesmo sua respiração (81).   

 Os estudos de caracterização genética envolvem os trabalhos de nosso grupo de 

pesquisa (2009 e 2013) e dois trabalhos de Santiago e colaboradores (2015 e 2016, em 

preparação) do Hospital do Câncer AC Camargo. Em 2009, foram relatados três pacientes XP, 

com duas mutações no gene XPC, sendo uma delas não descrita, c.1969G>T, e uma já descrita 

em pacientes na Europa, c.1643-1644delTG (82, 83). Esta segunda mutação foi reportada 

posteriormente como sendo resultado de um efeito fundador no norte da África (84). Em 
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2015, a partir de estudo de 26 pacientes XP, é descrita descreve a baixa incidência de 

pacientes XP-A no Brasil, com a descrição de uma mutação já descrita na literatura (85). A 

tabela 2 a seguir resume as mutações já descritas no Brasil a partir de 2000 até 2015. 

 

Tabela Tabela Tabela Tabela 2222    ----    MutaMutaMutaMutações de Pacientes XP e CS já publicadasções de Pacientes XP e CS já publicadasções de Pacientes XP e CS já publicadasções de Pacientes XP e CS já publicadas    no Brasil entre 2000 e 2015no Brasil entre 2000 e 2015no Brasil entre 2000 e 2015no Brasil entre 2000 e 2015. São. São. São. São    16161616    pacientes pacientes pacientes pacientes 
estudados e estudados e estudados e estudados e 14141414    mutações descritas, sendo 1mutações descritas, sendo 1mutações descritas, sendo 1mutações descritas, sendo 11111    não descritas anteriormentenão descritas anteriormentenão descritas anteriormentenão descritas anteriormente    e e e e 3333    já descritas na literatura.já descritas na literatura.já descritas na literatura.já 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 c.1969G>T (exon 9) p.E657X stop codon novel

XPC c.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) c.2904G>C p.Trp968Cys Missense novel

2015 Santiago 1 XPA  c.619C>T (exon 5) p.R207X stop codon Bartels, C.L. 2007; Vasquez, K.M.2002; Satokata, I. 1992

2016 Santiago in press 31 XPA c.619C>T p.Arg207Ter Nonsense Satokata et al. 1992
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2.2 Objetivos Específicos 

• Caracterizar geneticamente os pacientes XP e familiares da comunidade de Araras (GO); 

 

• Desenvolver um método para diagnóstico molecular destes pacientes e avaliar a 

distribuição dos alelos mutados na comunidade, assim como nas regiões vizinhas à 

essa;   

 

• Estudar o efeito das mutações em sitio de splicing no gene POLH das linhagens XP06GO 

e XP05MG; 

 

•   Identificar as mutações responsável pelo fenótipo de pacientes de diferentes regiões 

do Brasil com diagnóstico clínico de XP, CS e TTD.  
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2.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.3.1 Cultura de células 

 Cinco linhagens de fibroblastos primários foram isoladas a partir de biópsia da pele dos 

pacientes e familiares; GO-01, XP03GO, XP04GO, GO-05 e XP06GO, e três linhagens de células 

primárias obtidas neste laboratório ou gentilmente cedidas pelo Dr. Alain Sarasin (Institut 

Gustave Roussy, Villejuif, França): FHN, XP865VI (86) e XP05MG (Tabela 3). A biópsia foi 

realizada a partir de regiões livres de tumores e normalmente não expostas à luz. Após 

identificação da mutação, amostras de saliva (50 amostras), incluindo todos os pacientes da 

comunidade e familiares, foram coletadas para posteriores ensaios de caracterização 

genotípica e construção da genealogia. Todas as coletas, incluindo de biópsias e saliva, foram 

feitas sob autorização e conhecimento do comitê de ética de pesquisa Humana do Instituto 

de Ciências Biomédicas da Universidade de São 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 presença de 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina, 0,25 µg/mL de 

anfotericina. 

Tabela Tabela Tabela Tabela 3333    ----    Linhagens utilizadas para estudo fenotípico e genotípico dos pacientes. A idade é referente ao Linhagens utilizadas para estudo fenotípico e genotípico dos pacientes. A idade é referente ao Linhagens utilizadas para estudo fenotípico e genotípico dos pacientes. A idade é referente ao Linhagens utilizadas para estudo fenotípico e genotípico dos pacientes. A idade é referente ao 
momento da coleta da biópsia para estabelecimento da cultura de células.momento da coleta da biópsia para estabelecimento da cultura de células.momento da coleta da biópsia para estabelecimento da cultura de células.momento da coleta da biópsia para estabelecimento da cultura de células.    

Tabela 1:

Linhagem Fenótipo Idade (Anos) Mutação genômica
1 Genótipo

FHN Normal - - Homozigoto

XP865VI
2 XP-V Homen 16

c.1075–2162 1244+1432del (del 

Exon 10)
Homozigoto

XP05MG
3 XP-V Homen - c.1249-1 G>A (intron 10) Homozigoto

GO-01
3 Normal Homen 35 c.764+1 G>A (intron 6) Heterozigoto

c.764+1 G>A (intron 6) Heterozigoto

c.907 C>T [p.(Arg303*)] (exon 8) Heterozigoto

c.764+1 G>A (intron 6) Heterozigoto

c.907 C>T [p.(Arg303*)] (exon 8) Heterozigoto

GO-05
3 Normal Mulher 33  c.764+1 G>A (intron 6) Heterozigoto

XP06GO
3 XP-V Homen 7  c.764+1 G>A (intron 6) Homozigoto

1. Referência hg19.

3. Células isoladas de pacientes XP brasileiros – Laboratório de Reparo de DNA,  USP, Brasil.

2. Linhagens gentilmente cedidas pelo Dr. Alain Sarasin, Institut Gustave Roussy, Villejuif (IGR), 

França.

XP03GO
3 XP-V 31

XP04GO
3 XP-V 35

Mulher

Mulher
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2.3.2 Sequenciamento pelo método de Sanger 

 A reação da polimerase em cadeia (PCR) para amplificação do gene POLH foi feita a 

partir de 25 ng de DNA genômico, extraído da cultura de fibroblastos primários e/ou de 

amostras de saliva. Para reação utilizou-se 0,1 U da enzima High Fidelity Platinum Taq DNA 

Polymerase (Invitrogen/Thermo Fisher), 2 mM de MgSO4, 0,2 mM de dNTPs e 0,3 µM dos 

iniciadores. O oligos utilizados para amplificação dos exons estão listados na tabela 4 (87). 

 

Tabela Tabela Tabela Tabela 4444    ----    OlOlOlOligos usados para amplificação e sequenciamento dos onze exons do gene igos usados para amplificação e sequenciamento dos onze exons do gene igos usados para amplificação e sequenciamento dos onze exons do gene igos usados para amplificação e sequenciamento dos onze exons do gene POLH POLH POLH POLH 

(NM_006502), sendo o exon 11 subdivido em 4 conjuntos de iniciadores(NM_006502), sendo o exon 11 subdivido em 4 conjuntos de iniciadores(NM_006502), sendo o exon 11 subdivido em 4 conjuntos de iniciadores(NM_006502), sendo o exon 11 subdivido em 4 conjuntos de iniciadores    (87)(87)(87)(87)....    

Exon Produto da PCR Oligo

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 reação foi incubada por 3 min à 95 °C para desnaturação da dupla fita de DNA, 

seguido por 35 ciclos de: 30 s à 95 °C, 45 s à 55 °C para anelamento dos iniciadores e 1 

minuto à 68 °C para extensão do produto. Por fim, a reação teve mais uma etapa de extensão 

à 68 °C por 5 min. Em seguida, utilizou-se 5 µL da PCR para purificação, utilizando 0,5 µL da 

enzima ExoSap IT (USB/Cleveland, OH, EUA), 0,2 µL de TE e 1,3 µL de água, para um volume 

final de 7 µL de reação. A reação foi incubada por 15 min à 37 °C e a enzima inativada por 

incubação à 80 °C por 15 min. Para o sequenciamento utilizou-se o kit BigDye® Terminator 
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v3.1 (Thermo Fisher) na reação com; 1 µL da enzima BigDye, 0,3 µL dos iniciadores (os 

mesmos utilizados para amplificação de cada exon), 1,5 µL do tampão SaveMoney (5x) e 3,7 

µL de água. Foram programadas as seguintes etapas para reação; uma pré incubação por 2 

min à 95 °C, 40 ciclos das etapas 18 s à 95 °C, 18 s à 55 °C e por fim 4 min à 60 °C. As amostras 

forma mantidas em geladeira cobertas com alumínios até o dia seguinte. Para precipitação da 

reação 2 µL da mistura, EDTA 125 mM pH 8 e acetato de sódio 3 M na proporção 1:1, foi 

adicionado aos 10 µL do volume total da reação de sequenciamento e a placa contendo as 

amostras foi centrifugada por 15 s à 290 g. À solução adicionou-se 25 µL de etanol 100% a 

temperatura ambiente e incubada por 15 min no escuro. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas à 2800 g por 30 min à 4 °C. O sobrenadante foi descartado vertendo-se a placa, 

a qual foi novamente centrifugada invertida no lenço de papel por 10 s à 650 rpm, com 

aceleração e desaceleração de 2. A placa foi mantida à -20 °C até ser enviada à Dra. Tatiana 

Corrêa, especialista em laboratório no GaTE Lab, Departamento de Botânica, 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 variações encontradas seguem as 

recomendações disponíveis no site da Human Genome Variation Society (HGVS). 

    

2.3.3 Extração de DNA de saliva 

 Para genotipagem das mutações de alguns pacientes de Goiânia utilizou-se coletores de 

saliva da Oragene™ (Oragene™ DNA self-collection kit, DNA Genotek, Canadá) específicos 

para extração de DNA. Após a coleta da saliva os tubos coletores foram cuidadosamente 

invertidos dez vezes. As amostras de saliva foram armazenadas a temperatura ambiente e 

processadas, seguindo especificações do fabricante. Para a extração do DNA de algumas 

amostras, o material foi inicialmente pré-aquecimento a 50 °C por 1 h, em incubador de água 

banho-maria e, em seguida, de um total de 4 mL de amostra, foram retirados 500 μL para 

purificação do DNA. A esta alíquota adicionou-se 20 μL do reagente de purificação PT-L2P® 

(Oragene™), a solução foi homogeneizada e incubada no gelo por 15 min.  Após centrifugação 

de 290 g por 15 min, o sobrenadante (aproximadamente 450 µL) foi transferido para um tubo 

novo de 1,5 mL onde adicionou-se isopropanol na proporção de 1:1. Homogeneizou-se a 
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solução invertendo os tubos e, em seguida, incubado à 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 μL de TE pré-aquecido à 37 

°C.  

2.3.4 Ensaio de discriminação alélica 

 Para a otimização de um método para a identificação da presença dos alelos mutados 

utilizou-se a metodologia Taqman SNP Genotyping assay® (Applied Biosystems/Thermo 

Fisher, Pittsburgh, PA, USA). Este ensaio baseia-se na amplificação de duas diferentes sondas 

marcadas com os fluoróforos VIC® e FAM®, em que uma dessas irá se ligar ao alelo selvagem 

e a outra ao alelo mutado. A diferença na amplificação de cada alelo será resultado da 

discriminação alélica de cada amostra. A partir de uma garrafa de 75 cm2 de cada uma das 

culturas celulares, o DNA genômico foi extraído utilizando o kit Blood & Cell Culture DNA® 

seguindo as especificações do fabricante (Qiagen, Hilden, DE). O ensaio de genotipagem foi 

realizado utilizando o Taqman® SNP genotyping (Thermo Fisher), seguindo especificações do 

fabricante. Para a reação de amplificação utilizou-se o PCR em tempo real, 7500 Real Time 

PCR System (Thermo Fisher), em que  60 ng de DNA, acrescido de 2 X Taqman® Universal PCR 

Master Mix e 20 X SNP Genotyping Assay Mix, em um volume final de 25 μL. Antes da reação 

de amplificação foi feita uma pré-leitura da placa por 1 min a 60 °C, seguido pela amplificação 

de uma etapa de 10 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 15 s a 95 °C e uma última etapa de 1 minuto 

à 60 °C. Ao final da reação é feita uma pós-leitura da fluorescência total, a qual é usada para 

análise de discriminação alélica. O software utilizado para análise foi o TaqMan Genotyper 

v1.3 (Thermo Fisher). 

2.3.5 Genealogia 

 Para melhor entendimento das relações de parentesco existentes entre os pacientes da 

comunidade de Araras, GO, foi elaborada uma arvore genealógica baseada nas informações 

coletadas em duas viagens à comunidade, bem como baseado nas informações relatadas no 

livro “Nas Asas da Esperança” (90).  

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

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

 O RNA total das linhagens foi extraído das células com kit da Qiagen® (AllPrep DNA/RNA 

Mini Kit, cat n°80204 ). O RNA resultante teve sua integridade e quantificação verificadas 

através da visualização em gel de agarose 1% e a quantificação realizada em 

espectrofotômetro (modelo DU-640, Beckman, EUA ou NanoDrop 1000, ThermoScientific).  

Em seguida 2 μg deste RNA, tratado com DNase (Promega® RQ1 RNase-Free DNase), foi 

utilizado para síntese do cDNAs, com a enzima SuperScript IV (Applied Bbiosystems, Foster 

City, CA cat n° 4374966) seguindo especificações do fabricante. O cDNA produzido nesta 

reação foi utilizado na reação de PCR em tempo Real utilizando sondas fluorescentes 

intercalantes de DNA dupla fita (SyberGreen da Apllied Biosystems®) e utilizando iniciadores 

para região do cDNA correspondente à junção 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 CCC TAG CTT TC  3´.  A 

análise dos dados seguiu método comparativo de Cts (cycle treshold), após normalização 

baseada na expressão do mRNA do gene endógeno GAPDH. . . .     

    Para estudo das isoformas da POLH consequentes da mutação em sítio de splicing dos 

pacientes XP06GO e XP05MG, 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 genômico das novas amostras foram sequenciadas utilizando a plataforma 

MiSeq da Ilumina© (San Diego, CA, EUA) com o kit de captura SureSelectQXT da Agilent 

Technologies© (Santa Clara, CA, EUA). Para o enriquecimento das regiões 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 (Ilumina) que gerou leituras (reads) de 

150 bases. 
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 O crescente número de amostras de pacientes nos levou a adotar a forma clássica de 

padronização de identificação dos pacientes, em que as letras iniciais correspondem ao 

fenótipo clinico XP, CS ou TTD e as letras finais ao estado de origem do paciente: como em 

XP05MG, de fenótipo XP que foi relatado como morador de Minas Gerais. Nos casos dos 

pacientes de Goiás, 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 útil em todo o mundo, no qual adicionamos ao final 

do nome a extensão normalmente utilizada em internet: “.br” (Munford, Castro et al, 2016 in 

press). Entretanto, para facilitar a leitura deste trabalho a extensão “.br” não foi adotada, 

porém para futuras publicações  científicas, desses dados deveremos seguir com o padrão 

adotado.   

 

2.3.7.2 Análise dos dados de sequenciamento: identificação de 

variantes. 
 

 A análise das sequencias geradas foram mapeadas utilizando o software de alinhamento 

BWA 7.0.10 com a referência genômica hg19. Com o software Picard (versão 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 função Haplotype Caller obtivemos o arquivo 

com das variantes finais (vcf), utilizadas para estudo da mutação responsável pelo fenótipo do 

paciente. Esse processamento foi feito utilizando a interface web construída pela aluna de 

mestrado do nosso laboratório, Ms. Livia Moura, que está localizada e disponível em; 

http://varfinderhg.com.br. O software da Agilent Technologies, SureCAll®,  também foi 

utilizado para análise dos dados com o objetivo de confirmação e comparação dos dados 

obtidos com o varfinerhg.com.br.  

 A estatística da análise dessas amostras nos mostrou que tivemos uma média de 47% 

de sequencias alinhadas nos genes de interesse, gerando em torno de 72,5 milhões de bases 

mapeadas por amostra, com cobertura média de 222 X. 
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  Como estratégia de estudo da variante responsável pela síndrome, utilizamos alguns 

filtros; na primeira filtragem utilizamos o valor da frequência das variantes na população (FA, 

frequência alélica). Adotamos o valor 0,5, ao invés de 0,1 (usualmente utilizado) em função da 

alta frequência de alguns polimorfismos, em heterozigose, por exemplo no gene XPC. Essa 

alta frequência poderia mascarar algumas mutações que, em homozigose ou em casos de 

heterozigosidade composta, poderiam ter efeito na função do gene.  

 Em seguida avaliamos as variantes com alterações na função do gene (mutações); 

missense (trocas de nucleotídeos, inserções e/ou deleções com alteração na codificação dos 

aminoácidos da proteína), parada de leitura, com alteração no quadro de leitura ou em sítios 

de splicing. Mutações de grande escala da estrutura do cromossomo não foram avaliadas. A 

partir dessas filtragens indicou-se a provável variante como mutação responsável pelo 

fenótipo dos pacientes. O estudo do efeito da mutação na proteína do gene em questão foi 

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

2.4.1 História da descoberta de uma doença rara, não tão rara em 

Araras 

 A narrativa desta história começa com uma mãe angustiada e uma criança ruiva de 

cinco anos de idade que vivem em uma comunidade pequena e isolada. Aos dois anos de 

idade, sua mãe começou 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 consequência de uma doença que denominaram "doença da pele ruim". Desconfiando 

que seu filho pudesse ser mais um dos acometidos, a mãe passou a levá-lo para capital para 

consultas ao médico. A viagem de 240 Km até Goiânia é cansativa, parte das estradas são de 

terra e com trechos de difícil acesso (Figura 4). Os médicos, todavia, insistiam em dizer que a 

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

 

Figura Figura Figura Figura 4444    ----    Localização e paisagem de Araras. (Localização e paisagem de Araras. (Localização e paisagem de Araras. (Localização e paisagem de Araras. (A) Localizada no estado de Goiás, centro do Brasil, com alta ) Localizada no estado de Goiás, centro do Brasil, com alta ) Localizada no estado de Goiás, centro do Brasil, com alta ) Localizada no estado de Goiás, centro do Brasil, com alta 
incidência de radiação solar durante todo o ano. (incidência de radiação solar durante todo o ano. (incidência de radiação solar durante todo o ano. (incidência de radiação solar durante todo o ano. (B) ) ) ) Percurso entre Goiânia, capital do Estado de GoPercurso entre Goiânia, capital do Estado de GoPercurso entre Goiânia, capital do Estado de GoPercurso entre Goiânia, capital do Estado de Goiás, iás, iás, iás, 
e Ararase Ararase Ararase Araras. De Goiânia à Faina são 200 Km, com estrada asfaltada, porém o trecho de 40. De Goiânia à Faina são 200 Km, com estrada asfaltada, porém o trecho de 40. De Goiânia à Faina são 200 Km, com estrada asfaltada, porém o trecho de 40. De Goiânia à Faina são 200 Km, com estrada asfaltada, porém o trecho de 40    kkkkm entre Faina e m entre Faina e m entre Faina e m entre Faina e 
ArarasArarasArarasAraras,,,,    a estrada é de terra, com muitas pontes quebradas, o que muitas vezes nos leva a preferir passar a estrada é de terra, com muitas pontes quebradas, o que muitas vezes nos leva a preferir passar a estrada é de terra, com muitas pontes quebradas, o que muitas vezes nos leva a preferir passar a estrada é de terra, com muitas pontes quebradas, o que muitas vezes nos leva a preferir passar 
com o carro pelos córregos. com o carro pelos córregos. com o carro pelos córregos. com o carro pelos córregos. É uÉ uÉ uÉ uma comunidadema comunidadema comunidadema comunidade    isolada, o que dificulta a chegada de assistência médica isolada, o que dificulta a chegada de assistência médica isolada, o que dificulta a chegada de assistência médica isolada, o que dificulta a chegada de assistência médica 
aos pacientes. (aos pacientes. (aos pacientes. (aos pacientes. (C) ) ) ) Vista aérea do vilarejo de Araras e (Vista aérea do vilarejo de Araras e (Vista aérea do vilarejo de Araras e (Vista aérea do vilarejo de Araras e (D e E) fotos da região) fotos da região) fotos da região) fotos da região. O isolamento preservou a . O isolamento preservou a . O isolamento preservou a . O isolamento preservou a 
paisagem e suas paisagem e suas paisagem e suas paisagem e suas aaaararas, o que deu nome à comunidade.raras, o que deu nome à comunidade.raras, o que deu nome à comunidade.raras, o que deu nome à comunidade. 

  



50 
 

 Após insistência da mãe na descrição da doença da “pele ruim”, um comentário 

chamou a atenção 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 começou a pensar em uma doença genética e, depois de algumas 

perguntas mais detalhadas, chegou ao diagnóstico de uma doença genética rara Xeroderma 

pigmentoso (XP). A falta de um diagnóstico precoce, em função do fenótipo mais ameno em 

comparação a outros grupos de complementação de XP, é frequente em todo o mundo (91, 

92). 

 Assim, após o diagnóstico e a explicação da médica a respeito da genética da doença a 

mãe, Gleice Machado, volta para comunidade com o objetivo de resgatar o histórico familiar 

dos pacientes. Ela procura a anciã da comunidade, com 103 anos na época, e anota todas as 

recordações relatadas de doentes e familiares desde os primeiros ancestrais da comunidade. 

E assim publica o livro intitulado ‘Nas asas da esperança’, descrevendo a história de alguns 

pacientes, suas características e uma genealogia correlacionando as famílias dos pacientes, 

figura 5 (90). 

 

Figura Figura Figura Figura 5555    ----    Arvore genealógica desenhada Arvore genealógica desenhada Arvore genealógica desenhada Arvore genealógica desenhada porporporpor    GGGGleice Machado a partir das lembranças de Dona leice Machado a partir das lembranças de Dona leice Machado a partir das lembranças de Dona leice Machado a partir das lembranças de Dona 
Clementina, Clementina, Clementina, Clementina, na época na época na época na época a pessoa mais a pessoa mais a pessoa mais a pessoa mais idosaidosaidosaidosa    da comunidade, de quem resgatou a memória de todos os da comunidade, de quem resgatou a memória de todos os da comunidade, de quem resgatou a memória de todos os da comunidade, de quem resgatou a memória de todos os 
casos de Xerodermacasos de Xerodermacasos de Xerodermacasos de Xeroderma. Em asteriscos vermelhos estão indicados todos os indivíduos que t. Em asteriscos vermelhos estão indicados todos os indivíduos que t. Em asteriscos vermelhos estão indicados todos os indivíduos que t. Em asteriscos vermelhos estão indicados todos os indivíduos que têêêêm, ou m, ou m, ou m, ou 
eventualmente tiveram, eventualmente tiveram, eventualmente tiveram, eventualmente tiveram, sintomas clínicos de XPsintomas clínicos de XPsintomas clínicos de XPsintomas clínicos de XP    (90)(90)(90)(90). . . .  

 

 Na comunidade vivem cerca de 200 famílias, 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. Há cerca de seis anos, Gleice 

fundou a Associação Brasileira de Xeroderma pigmentosum (ABRAXP). Hoje ela consegue 
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ajuda do Governo do Estado de Goiás, 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 proteção 100, 

para cerca de 100 pacientes de todo Brasil. Para a comunidade, a associação conseguiu 

adquirir uma ambulância só para os pacientes, que os levam para consultas em Goiânia e um 

ambulatório dentro da comunidade com uma estrutura básica de atendimento médico. 

 

2.4.2. Características clínicas e genótipo dos pacientes 

 Em 2010, o caso foi noticiado na mídia, o que chamou a atenção de nosso grupo de 

pesquisa. Diante do problema, a equipe assumiu investigar e caracterizar a mutação 

responsável pela síndrome dos pacientes XP de Araras. Com o objetivo de estabelecermos 

culturas celulares para caracterização fenotípica dos pacientes a Dra. Juliana B. Vilar, 

juntamente com a dermatologista do Hospital Geral de Goiás, Dra. Sulamita Chaibub, 

realizaram a coleta de biópsias, de regiões não expostas ao sol, de três pacientes, sendo duas 

irmãs, XP03GO e XP04GO, e da criança, XP06GO, bem como de três indivíduos não afetados: 

GO01 e GO05 (pais do XP06GO) e GO07 (Tabela 5).  

 

Tabela 5 - Informações geraisInformações geraisInformações geraisInformações gerais    dos indivíduos dos quais foram coletadas biópsias para a caracterização dos indivíduos dos quais foram coletadas biópsias para a caracterização dos indivíduos dos quais foram coletadas biópsias para a caracterização dos indivíduos dos quais foram coletadas biópsias para a caracterização 
genotípica dos pacientes de Araras.genotípica dos pacientes de Araras.genotípica dos pacientes de Araras.genotípica dos pacientes de Araras.    

Amostra
Diagnóstico 

Clínico

Nascimento/ 

Gênero
Cosanguinidade

Idade do 

Diagnóstico (a)

Idade dos primeiros 

sintomas (a)
Xerosis

Problemas 

Oculares
Fotofobia

Primeira lesão de 

pele (a)

GO01 1 1974/H - - - - - -

XP03GO 2 XP 1978/M não 32 7 sim sim sim 25

XP04GO 2 XP 1974/M não 36 7 sim sim sim 13

GO05 1 1977/M - - não não não -

XP06GO XP 2002/H sim 5 2 sim sim sim 2
GO07 1956/M - - - - - -

1 Pais XP06GO
2
 Irmãs  

 

O estabelecimento da cultura de fibroblastos primários dessas amostras nos permitiu, 

primeiramente, caracterizar o fenótipo dessas linhagens frente aos danos induzidos por UV. 

Os ensaios de viabilidade celular, conduzidos pela Dra. Veridiana Munford, mostraram um 

aumento de sensibilidade à luz UVC das linhagens afetadas, apenas após co-tratamento com 

cafeína, quando comparadas à cultura de fibroblastos primários selvagens, AS405. Trabalhos 

anteriores (93, 94) indicam que este tipo é um fenótipo comumente observado em células 
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com deficiência na Pol eta (XP-V). Indicando que a provável via de reparo comprometida 

nessas células seria a via de síntese de translesão realizada por esta proteína.  

Corroborando este dado, os ensaios de UDS, realizados em colaboração com o grupo 

do pesquisador Dr. Alain Sarasin (Institut Gustave Roussy, Villejuif, França), e de remoção de 

lesões (André P. Schuch, comunicação pessoal) nos indicaram que as células dos pacientes de 

Araras são 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 são proficientes para via de NER.  

Finalmente, o ensaio de Western blot (WB), realizado pela Dra. Leticia Lerner, 

demonstrou a ausência da proteína Pol eta nas linhagens XP03GO, XP04GO e uma pequena 

expressão dessa proteína na linhagem XP06GO (Figura 6). Todos estes resultados indicaram 

que o quadro clínico apresentado pelos pacientes de Araras estaria relacionado a deficiência 

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

 

Figura 6 - Células de pacientes XP de Araras apresentam menor expressão da proteína Pol eta. 
Wester BlotWester BlotWester BlotWester Blot    para proteína Pol etapara proteína Pol etapara proteína Pol etapara proteína Pol eta    indicando ausência da proteína nas linhagens XP03GO e XP04GO e indicando ausência da proteína nas linhagens XP03GO e XP04GO e indicando ausência da proteína nas linhagens XP03GO e XP04GO e indicando ausência da proteína nas linhagens XP03GO e XP04GO e 
pequena epequena epequena epequena expressão na linhagem XP06GO, como controle positivos utilizamos o extrato proteico dos xpressão na linhagem XP06GO, como controle positivos utilizamos o extrato proteico dos xpressão na linhagem XP06GO, como controle positivos utilizamos o extrato proteico dos xpressão na linhagem XP06GO, como controle positivos utilizamos o extrato proteico dos 
fibroblastos proficientes em reparo, FHN, GO01 e GO07.fibroblastos proficientes em reparo, FHN, GO01 e GO07.fibroblastos proficientes em reparo, FHN, GO01 e GO07.fibroblastos proficientes em reparo, FHN, GO01 e GO07. 

 

O sequenciamento, metodologias Sanger e NGS, indicou a alteração em sítio de 

splicing c.764+1 G>A (intron 6) e a troca de nucleotídeo que caracteriza uma parada de leitura 

do mRNA, c.907 C>T (exon 8), como mostra a figura 7 a seguir. A mutação do exon 8 foi 

descrita previamente em um paciente de Kosovo, na Europa (86). Uma outra troca de G para 

C no mesmo sítio da mutação 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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Figura Figura Figura Figura 7777    ----    Identificação das mutações associadas aos pacientes de Araras/Goiás. Identificação das mutações associadas aos pacientes de Araras/Goiás. Identificação das mutações associadas aos pacientes de Araras/Goiás. Identificação das mutações associadas aos pacientes de Araras/Goiás. SequenciamentoSequenciamentoSequenciamentoSequenciamento    dos dos dos dos 
fibroblastos primários dos pacientes de Ararasfibroblastos primários dos pacientes de Ararasfibroblastos primários dos pacientes de Ararasfibroblastos primários dos pacientes de Araras::::    XP03GO, XP04GO (irmãs) e XP06GO (filho de GO01 e XP03GO, XP04GO (irmãs) e XP06GO (filho de GO01 e XP03GO, XP04GO (irmãs) e XP06GO (filho de GO01 e XP03GO, XP04GO (irmãs) e XP06GO (filho de GO01 e 
GO05). Parte do sequenciamento do exon 6 (I) e exon 8 (II) do gene GO05). Parte do sequenciamento do exon 6 (I) e exon 8 (II) do gene GO05). Parte do sequenciamento do exon 6 (I) e exon 8 (II) do gene GO05). Parte do sequenciamento do exon 6 (I) e exon 8 (II) do gene POLHPOLHPOLHPOLH    indicando as alterações em indicando as alterações em indicando as alterações em indicando as alterações em 
sítio de sítio de sítio de sítio de splicingsplicingsplicingsplicing    c.764+1 G>A (intron 6) e c.907 C>T (ec.764+1 G>A (intron 6) e c.907 C>T (ec.764+1 G>A (intron 6) e c.907 C>T (ec.764+1 G>A (intron 6) e c.907 C>T (exon 8), caracterizando uma parada de leitura na xon 8), caracterizando uma parada de leitura na xon 8), caracterizando uma parada de leitura na xon 8), caracterizando uma parada de leitura na 
arginina 303 da proteína. Os pais, GO01 e GO05, do paciente XP06GO (homozigoto para o intron 6) arginina 303 da proteína. Os pais, GO01 e GO05, do paciente XP06GO (homozigoto para o intron 6) arginina 303 da proteína. Os pais, GO01 e GO05, do paciente XP06GO (homozigoto para o intron 6) arginina 303 da proteína. Os pais, GO01 e GO05, do paciente XP06GO (homozigoto para o intron 6) são, são, são, são, 
heterozigotos, heterozigotos, heterozigotos, heterozigotos, portadores do alelo mutado e as pacientes XP03GO e XP04GO heterozigotas compostas portadores do alelo mutado e as pacientes XP03GO e XP04GO heterozigotas compostas portadores do alelo mutado e as pacientes XP03GO e XP04GO heterozigotas compostas portadores do alelo mutado e as pacientes XP03GO e XP04GO heterozigotas compostas 
para as mupara as mupara as mupara as mutações no intron 6 e exon 8. Referência hg 19, POLH: NM_006502.tações no intron 6 e exon 8. Referência hg 19, POLH: NM_006502.tações no intron 6 e exon 8. Referência hg 19, POLH: NM_006502.tações no intron 6 e exon 8. Referência hg 19, POLH: NM_006502. 

 

A partir da identificação das mutações responsáveis pelo fenótipo dos pacientes de 

Araras, otimizamos um ensaio de PCR em tempo real utilizando sondas Taqman®, para 

discriminação dos alelos mutados e selvagem. Essa metodologia foi usada como um teste de 

diagnóstico molecular, permitindo a identificação de indivíduos afetados, assim como 

indivíduos heterozigotos, portadores. Esse teste foi utilizado como confirmação de 

diagnóstico clínico, para aconselhamento genético de famílias com histórico de XP, assim 

como para casais de primos (figura 8). Avaliamos a qualidade de amplificação do DNA das 

amostras extraídas tanto da cultura de células de alguns pacientes, quanto da saliva. Apesar 

do DNA da saliva permanecer com alguma impureza, observada na relação 260/280 nm 

(equipamento Nanodrop), não houve interferência na discriminação alélica das mutações. Um 

teste foi realizado com a sonda alinhando em uma troca de nucleotídeo logo após o 

nucleotídeo mutado e o alelo não é amplificado, mostrando a alta especificidade das sondas 

na discriminação alélica dessas mutações. Na figura 9 ilustramos resultados desse ensaio de 

genotipagem para alguns pacientes. 
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Figura Figura Figura Figura 8888    ----    Coleta de amostra de saliva Coleta de amostra de saliva Coleta de amostra de saliva Coleta de amostra de saliva de pacientde pacientde pacientde pacientes e familiares es e familiares es e familiares es e familiares para teste de diagnóstico molecular na para teste de diagnóstico molecular na para teste de diagnóstico molecular na para teste de diagnóstico molecular na 
comunidade de Araras.  comunidade de Araras.  comunidade de Araras.  comunidade de Araras.      

    

Os resultados apresentados permitiram identificar pacientes e portadores 

heterozigotos da comunidade, assim como de regiões vizinhas. Foram testados 58 indivíduos, 

dentre esses 41 não portadores de XP e 17 foram confirmados como pacientes XP. A alta 

frequência 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 região, pelo Dr. Rafael Souto (Secretaria de Saúde de Goiás). 

 

 

Figura 9 - Ensaio de genotipagem com sondas Taqman® específicas para as mutações do intron 6 (A) e Ensaio de genotipagem com sondas Taqman® específicas para as mutações do intron 6 (A) e Ensaio de genotipagem com sondas Taqman® específicas para as mutações do intron 6 (A) e Ensaio de genotipagem com sondas Taqman® específicas para as mutações do intron 6 (A) e 
exon 8 (B).  O grupo em azul representa os pacientes homozigotos mutexon 8 (B).  O grupo em azul representa os pacientes homozigotos mutexon 8 (B).  O grupo em azul representa os pacientes homozigotos mutexon 8 (B).  O grupo em azul representa os pacientes homozigotos mutados, em verde heterozigotos e ados, em verde heterozigotos e ados, em verde heterozigotos e ados, em verde heterozigotos e 
em vermelho, homozigotos para o alelo selvagem. O quadrado preto (canto inferior esquerdo) em vermelho, homozigotos para o alelo selvagem. O quadrado preto (canto inferior esquerdo) em vermelho, homozigotos para o alelo selvagem. O quadrado preto (canto inferior esquerdo) em vermelho, homozigotos para o alelo selvagem. O quadrado preto (canto inferior esquerdo) 
representa o controle negativo da reação. Este resultado é representativo do que foi observado em pelo representa o controle negativo da reação. Este resultado é representativo do que foi observado em pelo representa o controle negativo da reação. Este resultado é representativo do que foi observado em pelo representa o controle negativo da reação. Este resultado é representativo do que foi observado em pelo 
menos 3 experimentos independenmenos 3 experimentos independenmenos 3 experimentos independenmenos 3 experimentos independentes.tes.tes.tes.    
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Dos pacientes encontrados, 11 são homozigotos para a mutação no intron 6, um é 

homozigoto para mutação no exon 8 (XP88GO) e cinco são heterozigotos compostos para as 

duas mutações (Tabela 6). Dois pacientes negros, os irmãos XP08GO e XP33GO, homozigotos 

para a mutação do intron 6, são residentes de Faina e relatam não ter relação de parentesco 

com as famílias de Araras. A severidade dos sintomas dos pacientes foi classificada como leve, 

até 10 lesões, média, entre 10 e 50 lesões, ou agressiva com mais de 50 lesões.  
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Tabela 6 - Genótipo e características clínicas dos 17 pacientes residentes em Araras e regiões vizinhas.Genótipo e características clínicas dos 17 pacientes residentes em Araras e regiões vizinhas.Genótipo e características clínicas dos 17 pacientes residentes em Araras e regiões vizinhas.Genótipo e características clínicas dos 17 pacientes residentes em Araras e regiões vizinhas.    

Paciente
Genealogia 

ID
Sexo Nascimento Cidade Natal

Severidade 

dos 

Sintomas*

Fototipo
Lesões 

Removidas
Enxerto

1 XP06GO IV.1 (A) Masculino 2002 Araras (GO) Leve I <10 Não

2 XP110GO III.1 (A) Masculino 1997 Araras (GO) Leve III <10 Não

3 XP100GO III.2 (A) Masculino 1992 Araras (GO) Leve III <10 Não

4 XP78GO - Masculino 1983 Matrinchã (GO) Leve V <10 Não

5 XP33GO I.8 (B) Feminino 1981 Faina (GO) Leve IV <10 Não

6 XP08GO I.3 (B) Masculino 1976 Faina (GO) Leve IV <10 Não

7 XP45GO II.22 (A) Feminino 1975 Araras (GO) Leve II <10 Não

8 XP52GO II.17 (A) Masculino 1969 Araras (GO) Agressivo III >50 Yes 
1

9 XP25GO II.16 (A) Masculino 1968 Araras (GO) Leve III <10 Não 
2

10 XP11GO I.20 (A) Feminino 1949 Araras (GO) Medium III >10 Não 
3

11 XP85GO I.4 (A) Masculino 1936 Araras (GO) Agressivo III >50 Sim
4

12 XP63GO III.7 (A) Masculino 1981 Araras (GO) Leve IV <10 Não

13 XP56GO III.6 (A) Masculino 1979 Araras (GO) Leve III <10 Não

14 XP03GO II.31 (A) Feminino 1978 Araras (GO) Leve III <10 Não

15 XP39GO II.29 (A) Masculino 1975 Araras (GO) Agressivo III >50 Sim 
5

16 XP04GO II.28 (A) Feminino 1974 Araras (GO) Medium III >10 Sim 
6

17 XP88GO I.31 (A) Masculino 1934 Hidrolândia (GO) Leve II <10 Não

2
 Possui uma cicatriz no nariz.

3
 Ela passou por uma cirurgia que removeu grande parte de seu queixo.

4
 Ele tem uma cirurgia no rosto em que se removeu grande parte do queixo, boca e nariz.

5
 Toda a região direita do rosto, incluido olho, nariz e boca, foi removida e substituida por uma prótese. Falecido em 2015.

6
 Ela possui um enxerto no nariz e já teve quatro diagnóstico de melanoma.

* Para classificação da severidade dos sintomas considerou-se; Leve até 10 lesões, média entre 10 e 50 e severa para mais 

de 50 lesões.

1 
 Ele tem uma prótese no rosto.

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

Intron 6 and Exon 8 heterozygotes

Intron 6 homozigoto

Exon 8 homozygote

 

 

 Apesar da alta frequência de casamentos consanguíneos, as manifestações clínicas da 

doença nos pacientes de Araras é bem heterogênea, com alguns casos mais amenos e outros 

extremamente agressivos (Figura 10). Os dados clínicos que conseguimos coletar se basearam 

principalmente nos relatos dos pacientes. Apesar da frequência com que esses pacientes se 

consultaram com diversos médicos dos hospitais em Goiânia, esses dados não estão reunidos 

de forma que pudessem ser coletados.  

 Na comunidade existem pacientes com mais de 80 anos e durante a vida tiveram 

poucas lesões, apesar da vida na lavoura no sol, e alguns pacientes que viveram por cerca de 

vinte anos com muitas cirurgias e complicações da doença. A heterogeneidade das 

manifestações pode ser identificada tanto entre pacientes com os diferentes genótipos, 

quanto entre pacientes com o mesmo alelo mutado, como é o caso de três irmãos 

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 três 
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lesões (não melanoma), porém sua irmã aos 36 já havia removido quatro tumores malignos, 

no nariz, lábio inferior, no pulso direito (um melanoma de segundo grau) e recentemente, nas 

costas. Seu irmão, XP39GO, infelizmente, faleceu no ano passado, aos 39 anos, 

provavelmente em decorrência de complicações de uma metástase de melanoma maligno. 

Segundo o seu próprio relato, ele já havia retirado inúmeras lesões e feito rádio e 

quimioterapia com cisplatina, o que quase o levou à morte. Aos 30 anos acabou tendo que 

colocar uma prótese em parte da boca, nariz e olho do lado direito do rosto, em função das 

consecutivas remoções cirúrgicas. Nesta família, quatro dos sete filhos nasceram com XP, 

tendo um deles falecido aos 21 anos de idade. 

 Atualmente, as características mais agressivas incluem outros dois pacientes; XP52GO 

(46 anos), figura 10e, e XP85GO (80 anos), figura 10f. O primeiro (XP52GO) teve seus 

primeiros sintomas aos 7 anos, com manchas vermelhas na pele. Aos 10 anos tirou a primeira 

lesão 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 lesões. Aos 25, teve que 

colocar uma prótese no rosto, a mesma usada até os dias de hoje. Atualmente, com 

acompanhamento semanal de um dermatologista, relata que tem tratado suas lesões com 

Imiquimod®, o que tem sido eficaz na redução e muitas vezes desaparecimento das lesões 

tratadas. O segundo paciente, XP85GO, aos 80 anos possui grande parte do queixo, boca e 

nariz removido. As tentativas de enxerto não tiveram sucesso e a região é coberta por gaze. 

Dentre os pacientes negros suas manifestações clínicas são mais amenas, provavelmente em 

virtude da melanina como um fator protetor. Porém as manifestações oculares os 

acometeram mais cedo, comparados ao acometimento dessas lesões 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 hiperpigmentação da 

pele, xerosis (pele seca) em regiões expostas ao sol e alterações oculares. Na maioria dos 

casos os primeiros sinais começaram a surgir com a idade escolar, uma vez que era necessário 

andar pela estrada sem proteção solar. Já para o paciente XP06GO, o sintoma inicial se 

manifestou ainda quando bebê, com o surgimento de bolhas no rosto ao se expor no sol por 

cerca de 30 a 60 minutos. Inicialmente a mãe 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 mãe a procurar a dermatologista. Esse sintoma de surgimento de bolhas, 

como queimaduras, só foi relatado pelo paciente XP06GO, em nenhum outro caso há relatos 

de queimaduras de sol.  

 A relação entre genótipo e fenótipo desses pacientes não é clara. Muitos outros fatores 

estão envolvidos na frequência e no tipo de tumor que esses pacientes desenvolveram na 

vida. Variáveis como o gênero podem influenciar na quantidade de exposição ao sol que a 

pessoa se expôs na vida. As mulheres da comunidade possuem um papel de donas de casa, o 

que 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 não o poupou das muitas lesões 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 constância em passar protetor solar e se proteger do sol.   

 Dessa forma, a heterogeneidade das características clínicas entre os pacientes da região 

é consequência não só da genética, mas também resultado da atividade socioeconômica do 

paciente na comunidade, o que envolve o nível de exposição solar ao qual o paciente se 

expõe.  
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Figura 10 -    Fotos de pFotos de pFotos de pFotos de pacientes XP de Araras, GO. Fotosacientes XP de Araras, GO. Fotosacientes XP de Araras, GO. Fotosacientes XP de Araras, GO. Fotos    de doze, dos dezessete pacientes XP da de doze, dos dezessete pacientes XP da de doze, dos dezessete pacientes XP da de doze, dos dezessete pacientes XP da 
comunidade de Araras. comunidade de Araras. comunidade de Araras. comunidade de Araras. Em Em Em Em (a)(a)(a)(a)    XP06GOXP06GOXP06GOXP06GO, , , , ((((bbbb))))    XP03GOXP03GOXP03GOXP03GO    e e e e ((((cccc))))    XP04GOXP04GOXP04GOXP04GO    os pacientes cujas linhagens celulares os pacientes cujas linhagens celulares os pacientes cujas linhagens celulares os pacientes cujas linhagens celulares 
fffforam estabelecidas em laboratório para os ensaios fenotípicos e caracterização genética. oram estabelecidas em laboratório para os ensaios fenotípicos e caracterização genética. oram estabelecidas em laboratório para os ensaios fenotípicos e caracterização genética. oram estabelecidas em laboratório para os ensaios fenotípicos e caracterização genética. (d(d(d(d) XP39) XP39) XP39) XP39GO GO GO GO 
(e) XP52GO, (f) XP85(e) XP52GO, (f) XP85(e) XP52GO, (f) XP85(e) XP52GO, (f) XP85GOGOGOGO, (g) XP88GO, os dois irmãos , (g) XP88GO, os dois irmãos , (g) XP88GO, os dois irmãos , (g) XP88GO, os dois irmãos (h) XP56(h) XP56(h) XP56(h) XP56GOGOGOGO    e (i) XPe (i) XPe (i) XPe (i) XP63636363GOGOGOGO, dentre os outros , dentre os outros , dentre os outros , dentre os outros 
pacientes de Araras os dois são os que possuem maior fotossensipacientes de Araras os dois são os que possuem maior fotossensipacientes de Araras os dois são os que possuem maior fotossensipacientes de Araras os dois são os que possuem maior fotossensibilidade e problemas oftalmobilidade e problemas oftalmobilidade e problemas oftalmobilidade e problemas oftalmológicos; (jlógicos; (jlógicos; (jlógicos; (j) ) ) ) 
XP45GO,  aos 41 anos possui um dos fenótipos mXP45GO,  aos 41 anos possui um dos fenótipos mXP45GO,  aos 41 anos possui um dos fenótipos mXP45GO,  aos 41 anos possui um dos fenótipos mais ameno entre os pacientes; (kais ameno entre os pacientes; (kais ameno entre os pacientes; (kais ameno entre os pacientes; (k) XP11GO, com a pele ) XP11GO, com a pele ) XP11GO, com a pele ) XP11GO, com a pele 
bem clara, aos 66 anos já retirou diversas lesões no rosto incluindo uma cirurgia embem clara, aos 66 anos já retirou diversas lesões no rosto incluindo uma cirurgia embem clara, aos 66 anos já retirou diversas lesões no rosto incluindo uma cirurgia embem clara, aos 66 anos já retirou diversas lesões no rosto incluindo uma cirurgia em    que retirou parte do que retirou parte do que retirou parte do que retirou parte do 
queixo e (queixo e (queixo e (queixo e (llll) XP78GO paciente de 32 anos cuja pele negra o protegeu dos efeitos do sol. ) XP78GO paciente de 32 anos cuja pele negra o protegeu dos efeitos do sol. ) XP78GO paciente de 32 anos cuja pele negra o protegeu dos efeitos do sol. ) XP78GO paciente de 32 anos cuja pele negra o protegeu dos efeitos do sol.     De forma geral, De forma geral, De forma geral, De forma geral, 
os pacientes apresentamos pacientes apresentamos pacientes apresentamos pacientes apresentam    o fenótipo clássico de hiper e hipopigmentação da pele nas regiões expostas o fenótipo clássico de hiper e hipopigmentação da pele nas regiões expostas o fenótipo clássico de hiper e hipopigmentação da pele nas regiões expostas o fenótipo clássico de hiper e hipopigmentação da pele nas regiões expostas 
ao sol, incluindo ao sol, incluindo ao sol, incluindo ao sol, incluindo xerosisxerosisxerosisxerosis, e um aumento na frequência de cânce, e um aumento na frequência de cânce, e um aumento na frequência de cânce, e um aumento na frequência de câncer de pele, principalmente BCC e SCB.r de pele, principalmente BCC e SCB.r de pele, principalmente BCC e SCB.r de pele, principalmente BCC e SCB.    Em Em Em Em 
nenhum dos casos foram observadas alterações neurológicas.nenhum dos casos foram observadas alterações neurológicas.nenhum dos casos foram observadas alterações neurológicas.nenhum dos casos foram observadas alterações neurológicas. 

 

 No período entre 2011 e 2014, foram realizados trabalhos de campo com o objetivo de 

coletar dados referentes ao grau de parentesco entre os pacientes, cujo fenótipo das 

linhagens celulares estava sendo estudado no momento, XP03GO, XP04GO e XP06GO. Com 

base nos dados de genotipagem, na genealogia desenhada no livro “Nas Asas da Esperança”, 

e nas entrevistas feitas com pacientes e familiares, foi possível construir a genealogia das 

famílias de Araras (Figura 11) e de Faina (Figura 12). Nessas genealogias, somente estão 

representadas famílias 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 

mutações pudemos compreender a distribuição do alelo mutado entre os pacientes e 

familiares da região.  

 A referência de estudo na genealogia de Araras se encontra na anciã da comunidade 

(0.21, em amarelo) que faleceu em 2010 com 103 anos. Com a genealogia pudemos 

identificar a distribuição dos alelos mutados, assim como, o efeito dos casamentos 

consanguíneos fixando a mutação na comunidade. É possível também identificar dois efeitos 

fundadores desses alelos (intron 6 e exon 8).  

 O primeiro efeito fundador teria ocorrido no início do século XVIII, provavelmente com 

a família A (-III.2 e –III.3). Já o segundo efeito fundador, teria ocorrido na segunda metade do 

século XX com a chegada da família B (0.25 e 0.26), vinda de Hidrolândia (GO). Os pacientes 

heterozigotos compostos, intron 6 e exon 8, só aparecem após o casamento entre indivíduos 

de Araras e Hidrolândia; conforme é observado nos casamentos entre I.24, de Hidrolândia, e 

I.23, de Araras, dos sete filhos, quatro nasceram com XP (II.25, II.28, II.29 e II.31), e entre I.15 

(Araras) e II.32 (Hidrolândia), com os filhos afetados III.6 e III.7. É 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 são homozigotos mutados para o intron 6.  
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 Outra evidência desse efeito fundador, de todos os pacientes genotipados, o único 

paciente homozigoto mutado para o exon 8 (XP88GO, I.31) veio de Hidrolândia. Há relatos de 

que 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 remoção de lesões. Em sua família, dois 

irmãos faleceram com XP, o primeiro aos 27 anos e o segundo aos 79 (em 2011), segundo 

relatos, os dois com fenótipo mais grave comparado a ele. 
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Figura 11 -    Genealogia representando o grau de parentesco entre os pacientes e residentes de ArGenealogia representando o grau de parentesco entre os pacientes e residentes de ArGenealogia representando o grau de parentesco entre os pacientes e residentes de ArGenealogia representando o grau de parentesco entre os pacientes e residentes de Araras. aras. aras. aras. 
Quatro principais famílias de Araras: Família A (Quatro principais famílias de Araras: Família A (Quatro principais famílias de Araras: Família A (Quatro principais famílias de Araras: Família A (----III.2 e III.2 e III.2 e III.2 e ––––III.3), que muito provavelmente introduziu a III.3), que muito provavelmente introduziu a III.3), que muito provavelmente introduziu a III.3), que muito provavelmente introduziu a 
primeira e mais antiga mutação do intron 6 na comunidade, com os dois primeira e mais antiga mutação do intron 6 na comunidade, com os dois primeira e mais antiga mutação do intron 6 na comunidade, com os dois primeira e mais antiga mutação do intron 6 na comunidade, com os dois filhos, filhos, filhos, filhos, ----III.2 e III.2 e III.2 e III.2 e ––––III.3, que chegam III.3, que chegam III.3, que chegam III.3, que chegam 
à Araras de Portugal. Família B (à Araras de Portugal. Família B (à Araras de Portugal. Família B (à Araras de Portugal. Família B (----II.3, II.3, II.3, II.3, ––––II.4, II.4, II.4, II.4, ----II.7 e II.7 e II.7 e II.7 e ––––II.8). Família C (II.8). Família C (II.8). Família C (II.8). Família C (----II.5 e II.5 e II.5 e II.5 e ––––II.6). Família D (0.25 e 0.26), de II.6). Família D (0.25 e 0.26), de II.6). Família D (0.25 e 0.26), de II.6). Família D (0.25 e 0.26), de 
Hidrolândia, provável segundo efeito fundador da mutação no exon 8. Pacientes heterozigotos Hidrolândia, provável segundo efeito fundador da mutação no exon 8. Pacientes heterozigotos Hidrolândia, provável segundo efeito fundador da mutação no exon 8. Pacientes heterozigotos Hidrolândia, provável segundo efeito fundador da mutação no exon 8. Pacientes heterozigotos 
compostos para as mutações do intron 6 e do exon 8 só aparecem após miscigenação das dcompostos para as mutações do intron 6 e do exon 8 só aparecem após miscigenação das dcompostos para as mutações do intron 6 e do exon 8 só aparecem após miscigenação das dcompostos para as mutações do intron 6 e do exon 8 só aparecem após miscigenação das duas famílias.  uas famílias.  uas famílias.  uas famílias.  
As setas em vermelho indicam os pacientes que inicialmente foram estudados para determinação da As setas em vermelho indicam os pacientes que inicialmente foram estudados para determinação da As setas em vermelho indicam os pacientes que inicialmente foram estudados para determinação da As setas em vermelho indicam os pacientes que inicialmente foram estudados para determinação da 
mutação e ensaios fenotípicos. A geração zero é referente à geração da pessoa cujos relatos basearam a mutação e ensaios fenotípicos. A geração zero é referente à geração da pessoa cujos relatos basearam a mutação e ensaios fenotípicos. A geração zero é referente à geração da pessoa cujos relatos basearam a mutação e ensaios fenotípicos. A geração zero é referente à geração da pessoa cujos relatos basearam a 
construção da genealogia, 0.21construção da genealogia, 0.21construção da genealogia, 0.21construção da genealogia, 0.21....  

 

 

Figura 12 -    Genealogia da família de pacientes negros residentes em Faina (GO). Segundo eles não há Genealogia da família de pacientes negros residentes em Faina (GO). Segundo eles não há Genealogia da família de pacientes negros residentes em Faina (GO). Segundo eles não há Genealogia da família de pacientes negros residentes em Faina (GO). Segundo eles não há 
relação de ancestralidade conhecida entre as duas famílias. Os dois afetados (I.3, XP08GO e I.8, XP33GO) relação de ancestralidade conhecida entre as duas famílias. Os dois afetados (I.3, XP08GO e I.8, XP33GO) relação de ancestralidade conhecida entre as duas famílias. Os dois afetados (I.3, XP08GO e I.8, XP33GO) relação de ancestralidade conhecida entre as duas famílias. Os dois afetados (I.3, XP08GO e I.8, XP33GO) 
têm fenótipo mais ameno quando cotêm fenótipo mais ameno quando cotêm fenótipo mais ameno quando cotêm fenótipo mais ameno quando comparado aos outros paciemparado aos outros paciemparado aos outros paciemparado aos outros pacientes XPntes XPntes XPntes XP. A pele negra é um fator protetor . A pele negra é um fator protetor . A pele negra é um fator protetor . A pele negra é um fator protetor 
aos efeitos da radiação aos efeitos da radiação aos efeitos da radiação aos efeitos da radiação UVUVUVUV, assim como para os pacientes negros de Araras que, comparados àqueles de , assim como para os pacientes negros de Araras que, comparados àqueles de , assim como para os pacientes negros de Araras que, comparados àqueles de , assim como para os pacientes negros de Araras que, comparados àqueles de 
pele clara, são menos afetados.pele clara, são menos afetados.pele clara, são menos afetados.pele clara, são menos afetados.    
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2.4.3. Outra mutação, outro Estado e o mesmo gene. 

 A cultura primária de fibroblastos, XP05MG, foi estabelecida e caracterizada como XP-V 

pelas Dras. Daniela Soltys e Leticia Lerner. O paciente do qual a biópsia foi retirada nasceu em 

1995, apresenta sintomas clínicos brandos de pigmentação na pele e ausência de problemas 

neurológicos. Apesar do fenótipo leve, o paciente já apresentou uma lesão maligna na pele 

do rosto, em idade precoce para a média dos pacientes XP-V. Para identificação da mutação 

responsável pelo fenótipo do paciente a amostra foi sequenciada por NGS e analisada em 

colaboração pelo pesquisador Dr. Pedro Galante (Hospital Sírio Libanês), que indicou como 

alteração candidata a troca de nucleotídeo no gene POLH em sitio de splicing, c.1249-1 G>A 

(intron 10). A mutação foi confirmada por sequenciamento Sanger e amostras dos pais e do 

irmão foram enviadas ao laboratório para genotipagem (Figura 13). 

 

Figura 13 -    Identificação de mutações na família residente em Poços de Caldas, MG. Identificação de mutações na família residente em Poços de Caldas, MG. Identificação de mutações na família residente em Poços de Caldas, MG. Identificação de mutações na família residente em Poços de Caldas, MG. Sequenciamento do Sequenciamento do Sequenciamento do Sequenciamento do 
DNA extraído de células do paciente de Poços de Caldas (MG), XP05MG, seusDNA extraído de células do paciente de Poços de Caldas (MG), XP05MG, seusDNA extraído de células do paciente de Poços de Caldas (MG), XP05MG, seusDNA extraído de células do paciente de Poços de Caldas (MG), XP05MG, seus    pais MG06 e MG07 e seu pais MG06 e MG07 e seu pais MG06 e MG07 e seu pais MG06 e MG07 e seu 
irmão MG08. irmão MG08. irmão MG08. irmão MG08. (A) O eletroferograma corresponde ao sequenciamento do exon 11 do gene POLH. Para O eletroferograma corresponde ao sequenciamento do exon 11 do gene POLH. Para O eletroferograma corresponde ao sequenciamento do exon 11 do gene POLH. Para O eletroferograma corresponde ao sequenciamento do exon 11 do gene POLH. Para 
análise do sequenciamento utilizamos as ferramentas Phred, Phrap e Consed, tendo como referência análise do sequenciamento utilizamos as ferramentas Phred, Phrap e Consed, tendo como referência análise do sequenciamento utilizamos as ferramentas Phred, Phrap e Consed, tendo como referência análise do sequenciamento utilizamos as ferramentas Phred, Phrap e Consed, tendo como referência 
para alinhamento o genoma hg19. para alinhamento o genoma hg19. para alinhamento o genoma hg19. para alinhamento o genoma hg19. (B)    HeredHeredHeredHeredograma da família do paciente XP05MG evidenciando a ograma da família do paciente XP05MG evidenciando a ograma da família do paciente XP05MG evidenciando a ograma da família do paciente XP05MG evidenciando a 
herança autossômica recessiva do alelo mutado. Amostras de saliva dos pais e irmão foram enviadas ao herança autossômica recessiva do alelo mutado. Amostras de saliva dos pais e irmão foram enviadas ao herança autossômica recessiva do alelo mutado. Amostras de saliva dos pais e irmão foram enviadas ao herança autossômica recessiva do alelo mutado. Amostras de saliva dos pais e irmão foram enviadas ao 
laboratório para confirmação e genotipagem da alteração.laboratório para confirmação e genotipagem da alteração.laboratório para confirmação e genotipagem da alteração.laboratório para confirmação e genotipagem da alteração.    

  

 Assim como para as mutações do intron 6 e exon 8, desenhamos sondas Taqman® para 

genotipagem da mutação do intron 10. A partir desse momento, todas as amostras de saliva 
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de pacientes com fenótipo de XP leve, encaminhadas ao laboratório de Reparo de DNA, foram 

testadas por Taqman® para as três mutações previamente identificadas no gene POLH, e 

sendo essas negativas as amostras foram encaminhadas para sequenciamento de nova 

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

 Inicialmente três novas amostras de saliva, de pacientes do estado de Goiás, foram 

testadas com sondas para a mutação no intron 6, exon 8 e intron 10. O DNA da amostra de 

saliva do paciente XP133GO, da Cidade de Goiás, foi genotipado como homozigoto para 

mutação do intron 6. Segundo relatos do paciente, não 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 famílias.  

 Os outros dois pacientes, XP02GO e XP24GO (irmãos), residentes em Goiânia, 

curiosamente foram genotipados como selvagens para as duas mutações, do intron 6 e exon 

8, do estado de Goiás. Entretanto, foram caracterizados como homozigotos para a mutação 

do intron 10, identificada no paciente de Minas Gerais, XP05MG. Segundo relatos do paciente 

XP02GO, há recordação de seus bisavôs terem vindo de Minas Gerais para Goiânia. O 

paciente também relatou ser filho de casamento consanguíneo sem recordações de 

ancestrais com XP na família. Esse paciente e sua irmã, nascidos em 1952 e 1947, possuem a 

pele bem clara e, apesar da idade avançada, os sintomas clínicos são brandos com relação aos 

pacientes XP-V nessa idade. É importante ressaltar que desde jovem o paciente XP02GO 

percebendo sua sensibilidade ao sol passou a trabalhar de motorista de ambulância no 

período noturno, provavelmente o cuidado em não se expor ao sol o preveniu de sintomas 

clínicos mais graves.  

 Assim, a partir das sondas desenhadas para as três novas mutações no gene POLH 

(intron 6, exon 8 e do intron 10) pudemos identificar a distribuição dessas no estado de Goiás, 

assim como a presença desse alelo em um paciente de Minas Gerais, como mostra a figura 14 

a seguir.  
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Figura 14 - Mapa da distribuição dos três alelos mutado, c.764+1 G>A (intron 6), c.907 C>T (exon 8) 
e c.1249-1 G>A (intron 10) no gene POLH no estado de Goiás. Foram identificados até o momento 
vinte pacientes XP-V em Goiás, 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 Poços de Caldas, Minas 
Gerais (XP05MG).    

 

 Devido aos resultados iniciais obtidos em Goiás e possibilidade de desenvolvimento de 

diagnóstico molecular através de NGS, nosso grupo passou a aceitar amostras de saliva de 

pacientes de várias localidades do Brasil. Sendo assim, participamos no desenvolvimento de 

um painel de genes de reparo para investigar outros possíveis genes envolvidos nos fenótipos 

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 Tabela 7 Tabela 7 Tabela 7 ----    Painel de genes de reparo para Painel de genes de reparo para Painel de genes de reparo para Painel de genes de reparo para identificação de variantes genidentificação de variantes genidentificação de variantes genidentificação de variantes genéticos em pacientes com éticos em pacientes com éticos em pacientes com éticos em pacientes com 
deficiência em reparo de DNAdeficiência em reparo de DNAdeficiência em reparo de DNAdeficiência em reparo de DNA....    
 

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 USP7

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

Painel de Genes de Reparo

 

 

2.4.4 Caracterização genética de novos pacientes brasileiros 

 Dezenove amostras de saliva provenientes de 17 afetados e dois indivíduos não 

afetados, foram sequenciadas para identificação das mutações responsáveis pelo fenótipo 

dos pacientes.  Entre essas amostras treze pacientes foram diagnosticados clinicamente como 

XP; outros fenótipos além de XP foram incluídos em nossa pesquisa, sendo três com 

Tricotiodistrofia (TTD) e um com Síndrome de Cockayne (CS).  

 A análise do sequenciamento partiu do alinhamento das sequencias geradas utilizando 

o software BWA v0.7.12, tendo como referência o genoma humano hg19. O arquivo gerado 

(.bam) foi analisado pela interface web Human Variants Finder http://varfinderhg.com.br, 

desenvolvida durante o mestrado da aluna Ms. Lívia Moura em nosso laboratório. 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 mutação responsável pelo fenótipo de 
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cada paciente.  

 Como explicado em Materiais e Métodos, a estratégia para identificação da possível 

mutação candidata ao fenótipo dos pacientes partiu da busca por variantes que alterassem a 

função de um gene, tais como: deleções, inserções, trocas de nucleotídeos não-sinônimas ou 

que afetassem regiões de splicing. As mutações classificadas como P (patogênicas) ou PI 

(Patogenicidade Incerta) seguiram os seguintes critério: P- aquelas que foram preditas 

computacionalmente com alteração na função do gene, não está relatada na literatura como 

polimorfismo (SNP) ou que já foi descrita na literatura com associação ao fenótipo clínico em 

questão, PI- para alterações preditas ou não como deletérias na função do gene, depositadas 

nos bancos de dados como polimorfismo ou em heterozigosidade sem associação com uma 

segunda mutação no mesmo gene.   

 Para os 17 pacientes estudados identificamos dezesseis mutações; 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 alterações no gene ERCC6 (CSB), como mostra a tabela 8 a seguir. 
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Tabela 8 -    Mutações canMutações canMutações canMutações candidatas para os fenótipos dos 17 pacientes estudados, sendo trezedidatas para os fenótipos dos 17 pacientes estudados, sendo trezedidatas para os fenótipos dos 17 pacientes estudados, sendo trezedidatas para os fenótipos dos 17 pacientes estudados, sendo treze    XP, três TTD e um CS.XP, três TTD e um CS.XP, três TTD e um CS.XP, três TTD e um CS.    

GeneGeneGeneGene AmostraAmostraAmostraAmostra SindromeSindromeSindromeSindrome GrupoGrupoGrupoGrupo EtinicidadeEtinicidadeEtinicidadeEtinicidade ChrChrChrChr GenótipoGenótipoGenótipoGenótipo RegiãoRegiãoRegiãoRegião VariaçãoVariaçãoVariaçãoVariação Classificação*Classificação*Classificação*Classificação* GenômicoGenômicoGenômicoGenômico ProteinaProteinaProteinaProteina LiteraturaLiteraturaLiteraturaLiteratura

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 Iporá (GO) 3 Homozigose Exon 9 Deleção P c.1108delG p.E370fs nova

3 XPC XP01PE XP XP-C Recife (PE) 3 Heterozigose Exon 10 Parada de Leitura P c.G1969T p.E657X Leite et al 2009

- Heterozigose Exon 15 Deleção P c.2564delT p.L855fs nova

4 XPC XP140GO XP XP-C Silvânia (GO) 3 Heterozigose Exon 13 Troca Não sinônima PI 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) TTD02SP TTD XP-D São Paulo (SP) 19 Heterozigose Intron 10 Splicing P c.949+5G>A - nova

19 Heterozigose Exon 18 Troca Não sinônima P c.T1742C p.L581P nova

7 POLH (XPV) XP136GO XP XP-V Jataí (GO) 6 Homozigose Exon 5 Parada de Leitura P c.C638G p.S213X nova

8 POLH (XPV) XP01RN XP XP-V São João do Sabugi  (RN) 6 Homozigose Exon 5 Parada de Leitura P c.C638G p.S213X nova

9 POLH (XPV) XP01BA XP XP-V Salvador (BA) 6 Heterozigose Exon 6 Inserção PI c.672_673insT p.K224fs nova

- - - - - - - -

10 POLH (XPV) XP11 XP XP-V São Paulo (SP) 6 Homozigose Exon 5 Troca Não sinônima P c.A571C p.T191P nova

11 POLH (XPV) XP28 XP XP-V São Paulo (SP) 6 Homozigose Exon 5 Troca Não sinônima P c.T634C p.C212R nova

12 DDB2 (XPE) XP03AM XP XP-E Manaus (AM) 11 Homozigose Exon 7 Troca Não sinônima P c.C1003T p.Q335X nova

13 ERCC6 (CSB) CS01RS CS CSB Porto Alegre (RS) 10 Heterozigose Exon 18 Troca Não sinônima PI c.A3637G p.R1213G rs2228527

10 Heterozigose Exon21 Troca Não sinônima PI c.A4238G p.Q1413R rs2228529

14 - XP01TO XP - Ponte Alta do Tocantins (TO) - - - - - - - -

15 - TTD01SP TTD XP-D São Paulo (SP) - - - - - - - -

16 - TTDO1ES TTD XP-D Vitória (ES) - - - - - - - -

17 - XP05AM XP - Manaus (AM) - - - - - - -

* PPPP de Patogênica e PIPIPIPI de Patogenicidade Incerta  
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Paciente XP-A; XP137GO 
 

 A paciente XP137GO nasceu em 2004 na cidade de Ipamerí (GO). A paciente é filha de 

casamento consanguíneo de 2° grau, tem deficiência motora, nunca falou, apresenta 

dificuldades para caminhar, possui as pernas um pouco torta sendo necessário o uso de botas 

com suporte para ajudá-la. Em 2015 fez uma cirurgia no pé para corrigi-lo. Tem problemas 

auditivos, deficiência intelectual, microcefalia, hiperpigmentação da pele e fotossensibilidade 

(Figura 15). Entre 2008 e 2013 a paciente retirou 23 lesões na pele, 14 na região da cabeça, 

três no tronco e seis nos membros. Dentre essas lesões; seis carcinomas basocelulares (CBC), 

um carcinoma espinocelular (CEC) e seis nevus melanocíticos. 

 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 mãe ir em busca de médicos foi o fato da pele da 

criança descamar muito. O primeiro pediatra, em Uberlândia (a uma distância de 170 km de 

Ipamerí) receitou o uso da pomada Trok®, a base de cetoconazol indicado para o tratamento 

de dermatoses inflamatórias. Após o uso não resolver o problema da descamação, a mãe 

procurou outro pediatra para a filha, dessa vez o diagnóstico foi de celulite facial. Aos cinco 

meses surgiu a primeira lesão na bochecha, segundo a mãe como uma pinta escura e com 

sangue. O primeiro diagnóstico clínico foi feito por um oftalmologista, já no Hospital das 

Clínicas em Goiânia que olhando a pele pigmentada, o problema neurológico e motor da 

criança chegou ao diagnóstico de XP/CS.  

 Desde o diagnóstico e compreensão da doença, a mãe tem feito uso constante de 

protetor solar na filha. De 2013 até hoje não foram feitas mais cirurgias de retirada de lesões. 

A mãe tem feito uso tópico de Imiquimod® nas lesões que têm surgido e relata que as 

mesmas desaparecem, em média, após um mês de uso.  
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Figura 15 - A.    Heredograma da família da paciente XP137GO (II.2), homozigota para p.Q216X no gene Heredograma da família da paciente XP137GO (II.2), homozigota para p.Q216X no gene Heredograma da família da paciente XP137GO (II.2), homozigota para p.Q216X no gene Heredograma da família da paciente XP137GO (II.2), homozigota para p.Q216X no gene 
XPA e sua mãe GO138 (I.2), portadora da mutação. O pai da paciente é falecido e amostra do irmão não XPA e sua mãe GO138 (I.2), portadora da mutação. O pai da paciente é falecido e amostra do irmão não XPA e sua mãe GO138 (I.2), portadora da mutação. O pai da paciente é falecido e amostra do irmão não XPA e sua mãe GO138 (I.2), portadora da mutação. O pai da paciente é falecido e amostra do irmão não 
foi coletada foi coletada foi coletada foi coletada B.    Foto da mãeFoto da mãeFoto da mãeFoto da mãe    e filha, com estatura normal e leve hiperpigmentação da pele nas regiões e filha, com estatura normal e leve hiperpigmentação da pele nas regiões e filha, com estatura normal e leve hiperpigmentação da pele nas regiões e filha, com estatura normal e leve hiperpigmentação da pele nas regiões 
mais expostas ao sol.mais expostas ao sol.mais expostas ao sol.mais expostas ao sol. 

  

 A análise dos dados de sequenciamento nos indicou como mutação candidata, uma 

troca de nucleotídeo, C/T no exon 5 ainda não descrita pela literatura (c.C646T), que 

caracteriza uma parada de leitura do gene XPA (NM_000380) no aminoácido 216, p.Q216X 

(figura 16). Como é possível observar nessa figura, a amostra GO138 (mãe da paciente 

XP137GO) apresenta a mesma mutação em heterozigose.  

 

 

Figura 16 -    Imagem do aImagem do aImagem do aImagem do alinhamento na região da mutação c.C646T, p.Q216X, para a amostra afetada linhamento na região da mutação c.C646T, p.Q216X, para a amostra afetada linhamento na região da mutação c.C646T, p.Q216X, para a amostra afetada linhamento na região da mutação c.C646T, p.Q216X, para a amostra afetada 
XP137GO (homozigota), e sua mãe, não afetada GO138 (heterozigota). As barras cinzas representam a XP137GO (homozigota), e sua mãe, não afetada GO138 (heterozigota). As barras cinzas representam a XP137GO (homozigota), e sua mãe, não afetada GO138 (heterozigota). As barras cinzas representam a XP137GO (homozigota), e sua mãe, não afetada GO138 (heterozigota). As barras cinzas representam a 
leitura da região sequenciada.leitura da região sequenciada.leitura da região sequenciada.leitura da região sequenciada. 
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 A família da mãe da paciente é do município de Canápolis (Bahia) e se mudou para 

Ipamerí (GO) antes do nascimento da filha, onde moram atualmente e possuem 

acompanhamento e atendimento no Hospital das Clínicas de Goiânia. 

  

Pacientes XP-C; XP141GO, XP01PE e XP02TO; 
 

- PACIENTE XP141GO 

 O paciente, nascido em 1995 na cidade de Iporá (GO) e residente em Rio Verde (GO), 

tem a pele negra (fototipo V) e extremamente afetada por lesões e cirurgias. Segundo ele 

seus pais eram primos de primeiro grau e além dele tem uma irmã também afetada. O 

paciente (Figura 17) tem se tratado no Hospital das Clínicas em Goiânia. Entre 2008 e 2014 

foram realizadas 41 cirurgias, entre essas, 14 carcinomas espinocelular (CEC), 13 basocelular 

(CBC) e três melanomas. 

 

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

 

 A análise do sequenciamento indicou como candidata à mutação responsável pelo 

fenótipo do paciente uma deleção em homozigose no gene XPC (NM_004628), c.1108delG no 

exon 9, ainda não descrita na literatura (figura 18). Essa deleção promove uma mudança de 

quadro de leitura, com a codificação predita de uma proteína truncada (p.E370fs). 
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Figura 18 -    Imagem do alinhamento na região da mutação c.1108delG, p.E370fs, identificada na Imagem do alinhamento na região da mutação c.1108delG, p.E370fs, identificada na Imagem do alinhamento na região da mutação c.1108delG, p.E370fs, identificada na Imagem do alinhamento na região da mutação c.1108delG, p.E370fs, identificada na 
amostra do pacienamostra do pacienamostra do pacienamostra do paciente XP141GO. Uma deleção em homozigose no gene XPC (exon 9). As barras cinzas te XP141GO. Uma deleção em homozigose no gene XPC (exon 9). As barras cinzas te XP141GO. Uma deleção em homozigose no gene XPC (exon 9). As barras cinzas te XP141GO. Uma deleção em homozigose no gene XPC (exon 9). As barras cinzas 
representam a leitura da região sequenciada, em vermelho a posição da base excluída.representam a leitura da região sequenciada, em vermelho a posição da base excluída.representam a leitura da região sequenciada, em vermelho a posição da base excluída.representam a leitura da região sequenciada, em vermelho a posição da base excluída. 

 

- PACIENTE XP01PE     

 A paciente, nasceu em 2001, fototipo IV, não há relato de casamento consanguíneo 

entre os pais, seu primeiro diagnóstico 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 lesões pigmentares em áreas fotoexpostas e queimaduras solares. A criança 

teve o primeiro tumor de pele aos 2 anos, porém a mãe não sabe informar o tipo, uma vez 

que não possui os laudos e resumos de alta. Já teve seis CBC, dois CEC e nenhum caso de 

melanoma. Além das lesões, apresenta xeroses, rarefação capilar, alterações oftalmológicas 

como pterígio, xeroftalmia e fotofobia intensa. Segundo o médico, haviam lesões bilaterais na 

porção nasal da córnea e já foram tratados tumores palpebrais basocelulares. 

 Na amostra XP01PE foram identificadas duas variantes em heterozigose no gene XPC, 

que devem comprometer sua função: uma inserção que desloca o quadro de leitura da 

proteina (frameshift), c.2564delT, p.L855fs, e uma troca de nucleotídeo que caracteriza uma 

parada de leitura, c.G1969T, p.E657X (Figura 19). Apenas a segunda mutação já foi descrita 

em um paciente de São Paulo e caracterizada pelo trabalho de Leite e colaboradores (82). 
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Figura 19 -    Imagem do alinhamento na rImagem do alinhamento na rImagem do alinhamento na rImagem do alinhamento na região das mutações c.G1969T [p.E657X] e c.2564delT [p.L855fsegião das mutações c.G1969T [p.E657X] e c.2564delT [p.L855fsegião das mutações c.G1969T [p.E657X] e c.2564delT [p.L855fsegião das mutações c.G1969T [p.E657X] e c.2564delT [p.L855fs]]]]    
da amostra XP01PE. A paciente é heterozigota composta para as alterações que codificam; uma parada da amostra XP01PE. A paciente é heterozigota composta para as alterações que codificam; uma parada da amostra XP01PE. A paciente é heterozigota composta para as alterações que codificam; uma parada da amostra XP01PE. A paciente é heterozigota composta para as alterações que codificam; uma parada 
de leitura no aminoácido 657 e deleção que altera o de leitura no aminoácido 657 e deleção que altera o de leitura no aminoácido 657 e deleção que altera o de leitura no aminoácido 657 e deleção que altera o frameframeframeframe    de leitura do mRNA do gene de leitura do mRNA do gene de leitura do mRNA do gene de leitura do mRNA do gene XPCXPCXPCXPC. As ba. As ba. As ba. As barras rras rras rras 
cinzas representam a leitura da região sequenciada.cinzas representam a leitura da região sequenciada.cinzas representam a leitura da região sequenciada.cinzas representam a leitura da região sequenciada.    

 

- PACIENTE XP02TO     

 A paciente XP02TO, fototipo IV, nascida em 2008 em Natividade (TO), teve seus 

primeiros sintomas aos três meses de idade quando começou a apresentar vermelhidão na 

pele ao se expor ao sol, o que resultou em um aumento de pigmentação nessas regiões 

(Figura 20). A paciente possui pele seca, com muitas manchas e queratoses actínicas, não há 

conhecimento de casos anteriores entre familiares e não há relato de casamento 

consanguíneo. Aos 16 anos já retirou muitos tumores, o primeiro melanoma foi retirado aos 5 

anos de idade. Durante um atendimento da SBD em Araras, foram retiradas algumas lesões 

da paciente, sendo sete melanomas. No exame de ressonância magnética do cérebro não foi 

observada nenhuma anormalidade e não há descrição de atraso no desenvolvimento 

cognitivo da paciente. 
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Figura 20 -    Foto da paciente XP02TO. Em A e B foto de uma lesão da paciente na região da face e em C e Foto da paciente XP02TO. Em A e B foto de uma lesão da paciente na região da face e em C e Foto da paciente XP02TO. Em A e B foto de uma lesão da paciente na região da face e em C e Foto da paciente XP02TO. Em A e B foto de uma lesão da paciente na região da face e em C e 
D regiões expostas ao sol com hiper e hipopigmentação D regiões expostas ao sol com hiper e hipopigmentação D regiões expostas ao sol com hiper e hipopigmentação D regiões expostas ao sol com hiper e hipopigmentação da pele, extremamente seca e fotossensível.da pele, extremamente seca e fotossensível.da pele, extremamente seca e fotossensível.da pele, extremamente seca e fotossensível.    

 

 A análise do sequenciamento da amostra nos indicou duas mutações em heterozigose 

em sítio de splicing no gene XPC, c.621+1G>A (intron 5) e c.780-2A>T (intron 6), ambas ainda 

não descritas na literatura. 

 

Paciente XP-D/TTD; TTD02SP 
 

 Com um quadro clínico bem diferente dos pacientes citados acima, recebemos uma 

amostra de paciente com diagnóstico de TTD, TTD02SP. Uma criança de 10 anos, sem 

fotossensibilidade, com “fio de cabelo de tigre”, ralo, pequeno e quebradiço, característico do 

fenótipo de TTD. Dentro dos genes envolvidos com a síndrome e que fizeram parte do nosso 

painel de genes de reparo estão as duas subunidades do fator de transcrição TFIIH, ERCC2 

(XPD) e ERCC3 (XPB), GTF2H5 (TTDA) e MPLKIP (TTDN1). Nenhuma alteração foi encontrada 

no gene MPLKI e das variações encontradas nos genes alvos a única não sinônima dentro de 

uma região codificante está no gene ERCC2, em heterozigose, que encontramos uma troca de 

nucleotídeo no exon 18, c.T1742C, p.L581P (tabela 9).  
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Tabela 9 -    Variantes finais encontradas para amostra nos genes, Variantes finais encontradas para amostra nos genes, Variantes finais encontradas para amostra nos genes, Variantes finais encontradas para amostra nos genes, ERCC2ERCC2ERCC2ERCC2    ((((XPDXPDXPDXPD), ), ), ), ERCC3ERCC3ERCC3ERCC3    ((((XPBXPBXPBXPB) e ) e ) e ) e GTF2H5GTF2H5GTF2H5GTF2H5    

(TTD)(TTD)(TTD)(TTD)    para amostra TTD02SP.para amostra TTD02SP.para amostra TTD02SP.para amostra TTD02SP.    Em vermelho as variantes candidatas no gene Em vermelho as variantes candidatas no gene Em vermelho as variantes candidatas no gene Em vermelho as variantes candidatas no gene ERCC2ERCC2ERCC2ERCC2....            

Gene Chr Posição dbSNP_ID Ref. Alt Região Genótipo Alteração RefSeq_ID EXON cDNA Proteina CLINVAR #ESP6500

ERCC2 chr19 45867239 . C T intronica het - - - c.949+5G>A - - 0

ERCC2 chr19 45856468 rs238417 G C intronica het - - - - - - 0.6785

ERCC2 chr19 45856516 . A G exonica het não sinônima NM_000400 exon18 c.T1742C p.L581P - 0

ERCC3 chr2 128050134 rs4150402 T C intronica hom - - - - - - 0.7365

ERCC3 chr2 128050000 rs4150404 A G intronica hom - - - - - - 0

ERCC3 chr2 128018192 rs1566823 A G intronica hom - - - - - - 0

ERCC3 chr2 128015367 rs4662718 C T intronica hom - - - - - - 0

ERCC3 chr2 128047998 rs112272587 C T intronica het - - - - - - 0

GTF2H5 chr6 158591619 rs6931532 T G intronica het - - - - - - 0.0701

GTF2H5 chr6 158615926 rs1019682 A T UTR3 hom - NM_207118 - c.*2737A>T - - 0

GTF2H5 chr6 158613374 rs3841147 TA T UTR3 het - NM_207118 - c.*186delA - - 0

GTF2H5 chr6 158616335 rs10946159 A C UTR3 het - NM_207118 - c.*3146A>C - - 0

GTF2H5 chr6 158613603 rs4425618 A C UTR3 het - NM_207118 - c.*414A>C - - 0

GTF2H5 chr6 158618449 . G GA UTR3 het - NM_207118 - c.*5260_*5261in - - 0

GTF2H5 chr6 158616173 rs72413565 C CT UTR3 het - NM_207118 - c.*2984_*2985in - - 0

GTF2H5 chr6 158619409 rs599345 G A UTR3 hom - NM_207118 - c.*6220G>A - - 0

GTF2H5 chr6 158616727 rs1047876 C T UTR3 het - NM_207118 - c.*3538C>T - - 0

GTF2H5 chr6 158589373 rs77941623 G A upstream het - - - - - - 0  

 

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

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

um aminoácido extremamente conservado fazendo parte do domínio Helicase da proteína 

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

indicada como mutação candidata. Pela análise da ferramenta Human Splicing Finder a 

alteração leva à mudança no padrão de processamento do mRNA do gene. Portanto, 

consideramos que essas duas mutações, no gene ERCC2, são potencialmente responsáveis 

pelo fenótipo observado.  

 

 

Figura 21 -    Região conservadaRegião conservadaRegião conservadaRegião conservada    da proteína XPDda proteína XPDda proteína XPDda proteína XPD    (Uniprot, P18074)(Uniprot, P18074)(Uniprot, P18074)(Uniprot, P18074),,,,    indicando a alteração no domínio indicando a alteração no domínio indicando a alteração no domínio indicando a alteração no domínio 
helicasehelicasehelicasehelicase    com provável alteração na função da proteína.com provável alteração na função da proteína.com provável alteração na função da proteína.com provável alteração na função da proteína.        
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Pacientes XP-V; XP136GO e XP01RN  
 

 O sequenciamento das amostras dos pacientes XP136GO e XP01RN indicou que ambas 

possuem a mesma mutação no gene POLH: uma troca não sinônima de C>G no nucleotídeo 

638 (exon 5). XP136GO nasceu na cidade de Jataí (GO) e tem 42 anos. Segundo seu médico 

em Goiânia, Dr. Luís Fernando do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Goiás 

(UFG), a paciente não tem nenhum sinal de neurodegeneração, possui fotossensibilidade e já 

teve caso de melanoma. O paciente XP01RN, 34 anos, tem a vista muito comprometida e aos 

9 anos já teve os primeiros sintomas de XP com o aparecimento de um caroço na região da 

pálpebra do olho. Após a primeira cirurgia, aos 10 anos para excisão de uma lesão na 

pálpebra, todos os anos passou por cirurgias para retirada de lesões na pele, CBC e CEC, 

sempre na região 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 (I.3), que 

faleceu aos 92 anos. No primeiro casamento seu pai teve 2 filhos com XP (II.1 e II.5) e no 

segundo mais dois filhos com XP, ele (II.10) e um irmão (II.8), falecido aos 26 anos de idade 

(Figura 22). 

 

 

Figura 22 - Genealogia do paciente XP01RN (II.10) do Rio Grande do Norte. O paciente relata que seu Genealogia do paciente XP01RN (II.10) do Rio Grande do Norte. O paciente relata que seu Genealogia do paciente XP01RN (II.10) do Rio Grande do Norte. O paciente relata que seu Genealogia do paciente XP01RN (II.10) do Rio Grande do Norte. O paciente relata que seu 
irmão (II.8) também era XP, chegou a fazer irmão (II.8) também era XP, chegou a fazer irmão (II.8) também era XP, chegou a fazer irmão (II.8) também era XP, chegou a fazer quimioterapia e faleceu aos 26 anosquimioterapia e faleceu aos 26 anosquimioterapia e faleceu aos 26 anosquimioterapia e faleceu aos 26 anos    de idadede idadede idadede idade....    

 

 A mutação encontrada nos pacientes ainda não está descrita nos bancos de dados, uma 

substituição de base de C para G em homozigose, c.C638G, que gera um códon de parada de 

leitura na proteína, p.S213X (Figura 23). O paciente de Goiás relata ter parentes em 
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Correntina, Bahia. Assim, é possível que a origem desse alelo seja única, com efeito fundador 

na região do Nordeste do país. 

  

Figura 23 -    Alinhamento do sequenciamento das amostras XP136GO e XP01RN na regiAlinhamento do sequenciamento das amostras XP136GO e XP01RN na regiAlinhamento do sequenciamento das amostras XP136GO e XP01RN na regiAlinhamento do sequenciamento das amostras XP136GO e XP01RN na região do gene da ão do gene da ão do gene da ão do gene da 
POLH (chr6: g.43560580, c.C638G, p.S213X). Os dois pacientes, de Goiás e do Rio Grande do Norte, POLH (chr6: g.43560580, c.C638G, p.S213X). Os dois pacientes, de Goiás e do Rio Grande do Norte, POLH (chr6: g.43560580, c.C638G, p.S213X). Os dois pacientes, de Goiás e do Rio Grande do Norte, POLH (chr6: g.43560580, c.C638G, p.S213X). Os dois pacientes, de Goiás e do Rio Grande do Norte, 
respectivamente, com a mesma mutação.respectivamente, com a mesma mutação.respectivamente, com a mesma mutação.respectivamente, com a mesma mutação.    

 

Pacientes com variantes de Patogenicidade Incerta (PI) 
 

-PACIENTE XP140GO         

 O paciente de Silvânia (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 mutirão 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 melanocítico displásico do coro cabeludo.  
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Figura 24 –    A.    PPPPaciente XP140GO com fenótipo ameno apesar da pele beaciente XP140GO com fenótipo ameno apesar da pele beaciente XP140GO com fenótipo ameno apesar da pele beaciente XP140GO com fenótipo ameno apesar da pele bem clara e extremamente seca. m clara e extremamente seca. m clara e extremamente seca. m clara e extremamente seca. 
B....    Nuca do paciente, onde já Nuca do paciente, onde já Nuca do paciente, onde já Nuca do paciente, onde já havia retirado uma lesão anteriormente.havia retirado uma lesão anteriormente.havia retirado uma lesão anteriormente.havia retirado uma lesão anteriormente.    

 

 O sequenciamento da amostra do paciente indicou uma alteração em heterozigose, 

uma troca de nucleotídeo não sinônima que potencialmente altera a funcionalidade da 

proteína XPC, c.G2404A, p.G802S. De todas as mutações identificadas nesse gene, como 

mostra a tabela 10, a única que poderia justificar alguma patogenicidade seria essa troca não 

sinônima.  

 

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

Gene chr3 Posição rs_ID Região Genótipo Alteração Gene_ID Exon cDNA 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 Não Sinônima NM_004628 exon9 c.C1496T p.A499V Neutra Tolerável sim 0.2006

XPC chr3 14187449 rs2228001 exonic het Não Sinônima NM_004628 exon16 c.C2815A p.Q939K Neutra Tolerável - 0.6421

XPC chr3 14190078 rs200148127 exonic het Não Sinônima NM_004628 exon13 c.G2404A p.G802S Deletéria Não Tolerável sim 0.0004

XPC chr3 14197987 rs2958057 exonic hom Sinônima NM_004628 exon10 c.T1881A p.A627A - 0  

 

 Assim, é bastante provável que este seja um paciente XP-C, porém será necessário 

identificarmos a segunda mutação no mesmo gene para que se justifique as alterações no 

gene XPC como responsáveis pelo fenótipo do paciente. É possível que uma análise menos 

restringente durante a filtragem dos polimorfismos nos responda essa questão. 

  

- PACIENTE XP01BA  

 A Paciente XP01BA (24 anos) que, segundo a Dra. Joanna Meira, médica geneticista que 

trabalha na área de Genética do Hospital das Clínicas em Salvador (BA), possui um quadro de 

carcinomas recorrentes de pele desde os 17 anos, sendo que, no último ano, a frequência de 
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aparecimento dos mesmos aumentou, assim como a necessidade de exérese e análise 

histopatológica das lesões.  Até o momento, já foram retiradas mais de 10 lesões malignas, 

dentre CBC, CEC e um melanoma em fase inicial, aos 21 anos. As principais regiões de 

acometimento são nas áreas fotoexpostas. Refere ainda que as lesões aparecem 

subitamente, já sob a forma de pequenas feridas. Com o sequenciamento da amostra, 

identificamos no gene POLH, em heterozigose, a inserção de um T no exon 6, c.672_673insT, 

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

 

Tabela 11 Tabela 11 Tabela 11 Tabela 11 ––––    Variantes encontradas na paciente XP01BA Variantes encontradas na paciente XP01BA Variantes encontradas na paciente XP01BA Variantes encontradas na paciente XP01BA com frequência alélicom frequência alélicom frequência alélicom frequência alélica menor que 0,5.ca menor que 0,5.ca menor que 0,5.ca menor que 0,5.    Em Em Em Em 

vermelhovermelhovermelhovermelho    indicado a alteração candidata.indicado a alteração candidata.indicado a alteração candidata.indicado a alteração candidata.    

Gene Chr Posição rs_ID Região Genótipo Variação Gene_ID Exon cDNA Proteina Clinvar

ATM 11 108183167 rs659243 exon hom não sinônima NM_000051 exon40 c.A5948G p.N1983S sim/Benigna

FANCA 16 89849480 rs2239359 exon hom não sinônima NM_000135 exon16 c.G1501A p.G501S sim/Benigna

FANCA 16 89836323 rs7195066 exon hom não sinônima NM_000135 exon26 c.G2426A p.G809D sim/Não testado

FANCD2 3 10088343 rs73126218 exon het não sinônima NM_001018115 exon15 c.A1214G p.N405S -

FANCG 9 35075969 rs4986939 exon het não sinônima NM_004629 exon9 c.C1133T p.S378L sim/Não testado

MRE11A 11 94203652 rs115244417 exon het não sinônima NM_005590 exon9 c.C1002G p.S334R sim/Benigna

POLH 6 43568736 . exon het inserção/frameshift NM_001291969 exon6 c.672_673insT p.K224fs -

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

 

 Porém, será necessário estudarmos melhor o gene em questão na busca de uma 

provável segunda mutação em heterozigose no mesmo gene, cuja alteração comprometa o 

funcionamento da proteína e justifique o fenótipo da paciente. Um segundo sequenciamento 

dessa amostra será necessário para identificarmos esse segundo alelo. 

 

-PACIENTE CS01RS 

 Duas amostras de DNA, de pacientes do Rio Grande do Sul, com fenótipo CS foram 

enviadas ao laboratório para sequenciarmos e identificarmos a mutação responsável pela 

síndrome. Até o momento sequenciamos uma dessas amostras, CS01RS. Ainda não temos o 

detalhamento do diagnóstico clínico, sabemos que o paciente CS01RS nasceu em 1998 em 

Três Passos (RS), tem a pele seca, com poucas manchas e não há relato de fotofobia. Em 

2014, aos 16 anos pesa 30 kg com 1,40 cm de altura. Não existem casos anteriores na família.  

 O fenótipo de CS já foi descrito com mutações nos genes ERCC6 (CSB), ERCC8 (CSA), 

ERCC2 (XPD), ERCC3 (XPD) e ERCC5 (XPG). Avaliando as variantes desses genes, com 

frequência alélica menor que 0,5, foi possível 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 indivíduos 

saudáveis na população (96). O estudo de todas as variantes encontradas no gene, tanto 

intrônicas, como em regiões 5´ e 3´ UTR não identificou nenhuma outra alteração que poderia 

estar em heterozigose composta com c.A760G [p.M254V] e justificar uma possível associação 

com o fenótipo do paciente. Encontramos também variantes no gene ERCC2, duas alterações 

não sinônimas, porém ambas já encontradas, juntas, em pacientes com fenótipos XP e TTD 

sequenciados por nós, além de serem descritas como polimorfismos da população (Tabela 

12).   

 A análise do sequenciamento nos indicou, em heterozigose, as trocas não sinônimas 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 à um aumento na frequência de CBC em um estudo feito com 900 pacientes com 

câncer de pele (CEC e CBC) e comparação a 900 pessoas sem câncer (96). Além disso, essas 

alterações não foram encontradas em nenhum dos 12 pacientes sequenciados neste 

trabalho. Sendo assim, neste caso há uma clara indefinição do gene responsável pela 

síndrome, tendo o gene ERCC6 como candidato, porém sem clareza se essas variantes, 

c.A4238G [p.Q1413R] e c.A3637G [p.R1213G] são realmente patogênicas.  

 

Tabela 12 - Variantes encontradas para a amostra do paciente CS01RS. Dos prováveis genes responsáveis 
pelo fenótipo CS; ERCC6 (CSB), ERCC8 (CSA), ERCC2 (XPD), ERCC3 (XPB) e ERCC5 (XPG) e com frequência 
alélica menor que 0,5.    

Gene Chr Posição dbSNP Região Genótipo Variação Exon cDNA Proteina Provean Sift Mutation Taster ClinVar

BIVM-ERCC5,ERCC5 13 103513944 rs1047769 exon het não sinônima exon7 c.A760G p.M254V Deleteria Prejudicial Polimorfismo sim/Benigna

ERCC2 19 45854919 rs13181 exon het não sinônima exon23 c.A2251C p.K751Q Neutra Tolerada Polimorfismo sim/não testado

ERCC2 19 45867259 rs1799793 exon het não sinônima exon10 c.G934A p.D312N Deleteria Tolerada Polimorfismo sim/não testado

ERCC6 10 50667105 rs2228529 exon het não sinônima exon21 c.A4238G p.Q1413R Neutra Tolerada Polimorfismo sim

ERCC6 10 50678717 rs2228526 exon het não sinônima exon18 c.A3289G p.M1097V Neutra Tolerada Polimorfismo sim/Benigna

ERCC6 10 50678369 rs2228527 exon het não sinônima exon18 c.A3637G p.R1213G Deleteria Tolerada Polimorfismo sim  

 

Paciente sem identificação da mutação 
 

- PACIENTE XP01TO 

 A paciente XP01TO, 58 anos, segundo a Dra. Ana Maria Quinteiro, dermatologista no 

Hospital Geral de Goiânia, nunca se protegeu do sol e ainda hoje não se cuida com relação à 

fotoproteção. Sua pele é branca (fototipo II) e com psoríase. A paciente tem formação no 
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ensino superior e é servidora pública federal, não apresentando nenhum tipo de 

neurodegeneração ou indicação de deficiência cognitiva. A médica relata um quadro bem 

leve de XP, com poucos casos de CBC e CEC (menos de 10 lesões), e nenhum caso de 

melanoma.   

 Dentre as variantes com provável alteração na função do gene e com frequência alélica 

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

 

Tabela 13 - Variantes não sinônimas eVariantes não sinônimas eVariantes não sinônimas eVariantes não sinônimas e    comcomcomcom    frequfrequfrequfrequência aléliência aléliência aléliência alélica menor e igual à 0,ca menor e igual à 0,ca menor e igual à 0,ca menor e igual à 0,5555    da amostra XP01TO.da amostra XP01TO.da amostra XP01TO.da amostra XP01TO.    

Gene Chr dbSNP Ref Alt RegiãoGenótipo Variação Exon cDNA Proteina ClinaVar Provean Sift MutationTaster

ERCC2 19 rs13181 T G exon het Não Sinonima exon23 c.A2251C p.K751Q sim Neutra Tolerada Polimorfismo

ERCC2 19 rs1799793 C T exon het Não Sinonima exon10 c.G934A p.D312N sim Deleterious Tolerada Polimorfismo

ERCC6 10 rs2228529 T C exon het Não Sinonima exon21 c.A4238G p.Q1413R sim Neutra Tolerada Polimorfismo

ERCC6 10 rs2228527 T C exon het Não Sinonima exon18 c.A3637G p.R1213G sim Deleterious Tolerada Polimorfismo

ERCC6 10 rs2228526 T C exon het Não Sinonima exon18 c.A3289G p.M1097V sim Neutra Tolerada Polimorfismo

FANCA 16 rs7195066 C T exon het Não Sinonima exon26 c.G2426A p.G809D sim Neutra Tolerada Polimorfismo

FANCA 16 rs2239359 C T exon het Não Sinonima exon16 c.G1501A p.G501S sim Neutra Tolerada Polimorfismo

BRCA1 17 rs16941 T C exon het Não Sinonima exon9 c.A2972G p.E991G sim Deleterious Prejudicial Polimorfismo

BRCA1 17 rs16942 T C exon het Não Sinonima exon9 c.A3407G p.K1136R sim Neutra Tolerada Polimorfismo

BRCA1 17 rs799917 G A exon het Não Sinonima exon9 c.C2471T p.P824L sim Neutra Tolerada Polimorfismo

BRCA1 17 rs4986850 C T exon het Não Sinonima exon9 c.G1936A p.D646N sim Neutra Prejudicial Polimorfismo

BRCA1 17 rs1799966 T C exon het Não Sinonima exon15 c.A1525G p.S509G sim Neutra Prejudicial Polimorfismo

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

  

 Todas as alterações encontradas FA<0,5 são do tipo não sinônimas. A análise de 

impacto dessas alterações, utilizando os programas Provean e Sift, indicou possíveis 

alterações na função dos genes; BRCA1, ERCC2 (XP-D) e ERCC6 (CSB). A alteração no gene 

ERCC2 (XPD) foi classificada como deletéria pelo programa Provean, porém tolerada pelo 

programa Sift. Uma terceira avaliação foi feita utilizando o programa Mutation Taster que 

apontou a alteração como polimorfismo. Existe uma alteração no aminoácido 991, deletéria e 

não tolerada, no gene BRCA1 que está descrita como benigna no Clinvar. As três alterações 

no gene ERCC6 estão descritas na literatura: c.A3637G [p.R1213G] e c.A4238G [p.Q1413R] 

como associadas a um aumento no risco de câncer de pele não melanoma (96) e a troca 

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

 

-PACIENTES TTD01SP E TTDO1ES  

 O paciente TTD01ES nasceu em 1994, fototipo III, de acordo com a Classificação de 

Fitzpatrick. Os pais vieram de Vitória e os avós de Campos de Goytacazes (RJ). Não há 

histórico de casamento consanguíneo. Existem casos anteriores na família de dois irmãos 

gêmeos que faleceram após algumas semanas de vida. O primeiro diagnóstico clínico do 
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paciente foi aos 17 anos, há dois anos se encontra acamado. Segundo sua tia, quando criança 

ficava avermelhado por inteiro, sua pele é seca, porém sem hipo/hiperpigmentação ou 

manchas e queratoses. Aos dois anos passou a ter crises convulsivas. A tia relata já ter tirado 

um tumor do pescoço aos 4 anos de idade. Os cabelos são secos e esparsos, sobrancelhas 

rarefeitas, pele seca em tronco e membros, porém oleosa com lesões vesico-papulosas na 

face, pescoço e cintura escapular. Paciente acamado, afásico, apresentando tetraparesia 

espástica, com impossibilidade de medir força resultante de uma atrofia muscular 

importante. 

 Com relação a paciente TT01SP não temos os dados clínicos, o contato com a médica 

responsável está em andamento. Dados anteriores do nosso grupo de pesquisa, através de 

ensaios de complementação com fibroblastos primários desse paciente, indicaram uma 

recuperação do fenótipo de sensibilidade à luz UV, com adenovírus portadores do gene XPD, 

indicando ser esse o gene afetado.  

 Para os dois pacientes estudamos as variantes nos genes relacionados à síndrome TTD; 

ERCC2, ERCC3, GTF2H e MPLIK, em que não foi encontrada nenhuma variante em regiões 

codificadoras ou em sitio de splicing, com alteração de função do gene e frequência alélica 

maior que 0,5. É muito provável que o gene XPD esteja envolvido no fenótipo desses 

pacientes, e uma nova análise dos dados, menos restringente deverá ser feita na tentativa de 

encontrarmos essa mutação.  

 

-PACIENTE XP05AM 

 Segundo o médico responsável Dr. Fábio 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 não nos indicou nenhuma mutação candidata para o 

fenótipo do paciente. Analisamos as alterações encontradas nos genes DDB2, POLH, UVSSA e 

XPC, cujo fenótipo conhecido de XP é mais ameno e com frequência alélica menor que 0.5 

(Tabela 14) e nenhuma alteração foi indicada como mutação da paciente.  
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Tabela 14 -    Variantes encontradas para os genes com fenótipo mais leve de XP.Variantes encontradas para os genes com fenótipo mais leve de XP.Variantes encontradas para os genes com fenótipo mais leve de XP.Variantes encontradas para os genes com fenótipo mais leve de XP.    

Gene Chr Posição dbSNP_ID Ref Alt Região Genótipo Variação RefSeq_ID Exon cDNA Proteina Clinvar #ESP6500

DDB2 chr11 47260319 rs901746 A G intronic hom - - - c.1235-32A>G - - 0.3821

POLH chr6 43582091 rs6941583 A T exonic het nonsynonymous NM_006502 exon11 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 exon10 c.G1497A p.A499A - 0.2825

XPC chr3 14188762 rs2733534 G C intronic het - - - - - - 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 UTR5 het - NM_004628 - c.-27G>C - - 0.4347

XPC chr3 14220114 rs370091578 C G UTR5 het - NM_004628 - c.-46G>C - - 0.0002

XPC chr3 14193889 rs2227998 C T exonic het synonymous NM_004628 exon11 c.G2061A p.R687R yes 0.2658     

 Para essa amostra a estatística de sequencias alinhadas na região alvo foi de 5%, o que 

nos indica que o a etapa de enriquecimento durante o preparo da biblioteca não ficou boa. 

Essa amostra deverá ser sequenciada novamente para estudarmos melhor as alterações 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 regiões, esperamos caracterizar geneticamente a 

distribuição desses pacientes no Brasil. Para todas as mutações indicadas será necessária 

confirmação pela metodologia Sanger, assim como o estudo mais detalhado do mRNA de 

algumas amostras em que a mutação candidata se encontra em sítio de splicing. 

 

2.4.4 Efeito das mutações em sítio 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 (qRT-PCR). Tendo em vista que uma das mutações encontrada está 

localizada no intron, alterando uma base de sinalização na região de splicing, e considerando 

o nível reduzido de expressão da proteína Pol eta, encontrados nas células dos pacientes 

estudados, com iniciadores na junção dos exons 6 e 7, foi possível avaliar a expressão relativa 

do mRNA desse gene, em células desses pacientes.  

A linhagem afetada XP04GO apresentou 30% da expressão relativa desse gene quando 

comparado às linhagens controle, AS405 e GO01, diferente do paciente XP06GO em que a 

expressão do mRNA não foi detectada (figura 25). Os resultados foram obtidos utilizando o 
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método comparativo de Cts, após normalização baseada na expressão do gene endógeno 

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

 

 

Figura 25 - Níveis de expressão do mRNA de POLH em células humanas são afetados pelas mutações 
em introns. RT-PCR para análise da expressão relativa do gene POLH para as linhagens; AS405 
(selvagem), GO01, XP04GO e XP06GO. O RNA total foi isolado das células, em seguida as amostras 
foram tratadas com DNase (Promega®) para síntese do cDNA. O cDNA foi submetido a reação de PCR 
em tempo real, utilizando o iniciador para a região de junção entre o exon 6 e 7. Para quantificação 
utilizou-se o método comparativo de Cts, normalizados pela expressão endógena do gene GAPDH. O 
experimento foi realizado pelo menos três vezes independentemente. 

 

Diferente do observado para as linhagens XP06GO (homozigota mutada no intron 6), a 

linhagem XP05MG (mutada no intron 10) tem um aumento de até seis vezes da expressão 

relativa comparado à linhagem controle AS405 (figura 26). A mutação no sítio de splicing do 

intron 10, pode estar afetando a região de poliadenilação na porção C-Terminal e, portanto, a 

estabilidade deste mRNA.  

 

Figura 26 - Aumento da expressão relativa do mRNA do gene POLH na linhagem XP05MG (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 mutações estão interferindo no processamento do 

mRNA desses pacientes, analisamos o transcriptoma das linhagens GO01, XP04GO, XP06GO e 

XP05MG. Para análise dos dados gerados utilizou-se o software da LifescopeTM. Essa análise 

baseia-se no alinhamento das sequências geradas (leituras) com o sequenciamento da 

biblioteca de cDNA a um genoma referência, no caso hg19. Na figura 27 apresentamos o 

gráfico com a distribuição das regiões sequenciadas em cada exon do gene POLH. Para a 

amostra XP04GO (heterozigota composta para as mutações no exon 6 e 8), comparada com a 

amostra controle GO01, é possível ver uma redução na quantidade de reads em todos os 

exons, corroborando os dados de RT-PCR em que, para região da junção do exon 6/7, é 

possível ver uma redução de até 70% na expressão relativa do POLH. 

Para a amostra XP06GO (homozigota para o exon 6) é possível identificar, assim como 

para amostra GO01, um aumento na quantidade de leituras para o exon 2 e ausência de 

sequências no exon 6, o que confirma os resultados obtidos com RT-PCR, em que não houve 

amplificação da região de junção do exon 6/7. Considerando que nos exons seguintes existem 

regiões sequenciadas, é possível que exista uma nova isoforma com a deleção do exon 6 no 

mRNA dessa amostra. Já para a amostra XP05MG temos até 20x mais leituras que a amostra 

GO01 nos exon 1, 2 e 5, o que pode indicar uma maior estabilidade do RNA mensageiro desse 

alelo. 
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Figura 27 -    Quantidade de Quantidade de Quantidade de Quantidade de leituras de cada exon do mRNA do geneleituras de cada exon do mRNA do geneleituras de cada exon do mRNA do geneleituras de cada exon do mRNA do gene    POLHPOLHPOLHPOLH, normalizadas pelo seu , normalizadas pelo seu , normalizadas pelo seu , normalizadas pelo seu 
tamanho e por milhões de bases sequenciadas tamanho e por milhões de bases sequenciadas tamanho e por milhões de bases sequenciadas tamanho e por milhões de bases sequenciadas ––––    RPKM (RPKM (RPKM (RPKM (reads per kilobase per million mapped readsreads per kilobase per million mapped readsreads per kilobase per million mapped readsreads per kilobase per million mapped reads).).).).    

 

2.4.6 PCR do gene POLH 

 Foi possível identificar que existem pelo menos três mRNA da POLH para a amostra 

XP06GO e dois mRNA para a amostra XP05MG (figura 28). Para a amostra XP05MG é possível 

observar uma banda mais forte confirmando os dados de qRT-PCR, em que há uma expressão 

relativa de até 6x maior quando comparado à amostra controle, assim como os dados do 

transcriptoma, em que observamos uma maior quantidade de leitura para os exons da POLH 

dessa amostra. 

 

Figura 28 -    Análise do Análise do Análise do Análise do mRNAmRNAmRNAmRNA    das amostras Gel de agardas amostras Gel de agardas amostras Gel de agardas amostras Gel de agarose 1% do PCR com o cDNA das amostras, ose 1% do PCR com o cDNA das amostras, ose 1% do PCR com o cDNA das amostras, ose 1% do PCR com o cDNA das amostras, 
controle (FHN) e XPcontrole (FHN) e XPcontrole (FHN) e XPcontrole (FHN) e XP----V; XP06GO (intron 6) e XP05MG (intron 10) para o gene V; XP06GO (intron 6) e XP05MG (intron 10) para o gene V; XP06GO (intron 6) e XP05MG (intron 10) para o gene V; XP06GO (intron 6) e XP05MG (intron 10) para o gene POLHPOLHPOLHPOLH    (2,2 kpb).  Diferentes (2,2 kpb).  Diferentes (2,2 kpb).  Diferentes (2,2 kpb).  Diferentes 
quantidades do volume total de PCR foram aplicadas para que se conseguisse visualizar as diferentes quantidades do volume total de PCR foram aplicadas para que se conseguisse visualizar as diferentes quantidades do volume total de PCR foram aplicadas para que se conseguisse visualizar as diferentes quantidades do volume total de PCR foram aplicadas para que se conseguisse visualizar as diferentes 
bandas de cada bandas de cada bandas de cada bandas de cada amostra; de 50µL da reação de PCR, aplicouamostra; de 50µL da reação de PCR, aplicouamostra; de 50µL da reação de PCR, aplicouamostra; de 50µL da reação de PCR, aplicou----se 20 µL da amostra FHN, 40 µL da XP06GO se 20 µL da amostra FHN, 40 µL da XP06GO se 20 µL da amostra FHN, 40 µL da XP06GO se 20 µL da amostra FHN, 40 µL da XP06GO 
e 5 µL da XP05MG.e 5 µL da XP05MG.e 5 µL da XP05MG.e 5 µL da XP05MG.    
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2.5 DISCUSSÃO 

 Neste trabalho desenvolvemos estudos de identificação e distribuição dos alelos 

mutados no gene POLH para os pacientes e familiares da comunidade de Araras. Como 

desenvolvemos uma metodologia nova para diagnóstico molecular dos alelos ali encontrados, 

identificamos pacientes de outras regiões, como o caso do paciente XP133GO de Goiás Velho, 

a cerca de 140 km de Araras.  

 Entender o provável caminho dessas mutações terá grande importância para 

comunidades isoladas e com alta frequência de casamentos consanguíneos, em que 

mutações acabam se fixando, o que pode resultar em uma alta incidência de pacientes com 

doenças raras. Efeitos fundadores de mutações no gene XPC, por exemplo, já foram descritos 

na literatura; como na Ilha de Mayotte (Oceano Índico) , em que 32 pacientes possuem a 

mutação em sitio de splicing no gene XPC, c.2251-1G>C (1), na Guatemala com 12 pacientes 

mutados em XPC (98) e no norte da África com alta prevalência da mutações 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 África, a mutação nonsense 

c.682C4T (p.Arg228X) no gene XPA em 8 dos 66 pacientes (84), que ocorre em alta frequência 

nos pacientes XP do Japão 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 frequência da mutação de Mayotte no gene XPC (10/18), c.2251-1G>C 

(Karina et al, [comunicação pessoal]). 

 Na população de Araras, houveram dois efeitos fundadores independentes: a 

introdução da variante no intron 6, provavelmente com a chegada dos fundadores da região 

de Portugal no início do século XVIII e a outra variante no exon 8, mais tarde, na década de 

60, com os imigrantes da região de Hidrolândia (ao sul de Goiânia). A mutação no intron 6 foi 

descrita recentemente em quatro pacientes (95) e a substituição no exon 8 foi identificada 

em um paciente da Europa, Kosovo (86), com fenótipo extremamente grave. Aos 21 anos o 

paciente desenvolveu um rápido e progressivo tumor na face, onde teve que retirar grande 

parte da pele do rosto. Diferentemente do paciente de Araras, XP88GO, que só 

recentemente, aos 80 anos, apresentou algumas alterações mais graves, tais como: olho mais 
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avermelhado e há 6 meses retirou uma lesão na pele, segundo sua médica, maligna. As 

características clínicas entre esses pacientes variam muito, tendo-se em conta os diferentes 

hábitos de vida essa variação é esperada. Como é o caso das irmãs XP03GO e XP04GO que 

possuem a mesma mutação, porém fenótipos distintos. Por outro lado, pacientes que sempre 

desenvolveram atividades ao ar livre e no sol como XP88GO, XP85GO e XP39GO e apresentam 

fenótipos distintos, sendo o fenótipo do paciente XP88GO surpreendentemente brando 

(Munford, Castro et al, 2016 [in press]). Será extremamente interessante realizar estudos dos 

polimorfismos intrônicos nesses genomas para verificar se há relação entre as mutações 

encontradas em Araras, e as dos pacientes europeus. Outras mutações foram identificadas no 

mesmo gene (POLH): como no caso do alelo mutado no intron 10, c.1249-1 G>A, variante 

encontrada em dois pacientes de Goiânia (XP02GO e XP24GO) e um paciente de Minas 

Gerais, XP05MG e do alelo mutado no exon 5, c.C638G [p.S213X], na paciente XP136GO de 

Jataí (GO) e no paciente XP01RN de São João do Sabugi (RN). 

  Pacientes de diferentes grupos de complementação foram identificados com a inclusão 

de outras amostras no estudo. Como o caso da paciente XP137GO de Ipameri (GO), com 

características clínica bem diferente dos pacientes XP-V relatados até então, a paciente possui 

um quadro grave de problemas de neurodegeneração, deficiência intelectual, macrocefalia e 

leve hiperpigmentação da pele. Foi identificada como provável mutação responsável pelo seu 

fenótipo uma alteração missense que gera um códon 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 mutação é uma troca de C>T, 

no exon 5 c.C619T [p. R207X] que também caracteriza uma parada de leitura na proteína. 

Como descrito, além dos problemas neurológicos o paciente apresenta os problemas 

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

 Até o momento 29 mutações no gene XPA foram descritas 

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

fotossensibilidade e problemas neurológicos (100). Apenas uma mutação, p.R228X no exon 6, 

descrita em pacientes da Tunísia que apresentam um fenótipo brando sem 

neurodegeneração. Essa mutação está fora do domínio de ligação dessa proteína ao DNA (aa 

98- 219), o que levou à hipótese de que exista uma atividade residual da proteína (99, 101). 
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No Japão se encontra a maior frequência de pacientes XP-A do mundo, onde representam 

aproximadamente 60% dos pacientes XP (102).  

 Em geral, pacientes XP-C são os mais frequentes no mundo, com 25 a 40% dos casos de 

XP (1). Como mencionado anteriormente, esses pacientes possuem predominantemente 

câncer de pele, sem casos de problemas neurológicos. 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 colônia francesa na África Subsaariana (já mencionados nesse 

trabalho). Trinta e dois pacientes, dentre os 50.000 habitantes, foram descritos, a região de 

maior incidência de pacientes XP no mundo. 

 No Brasil identificamos quatro pacientes com mutações no gene XPC; seis alterações 

foram apontadas como provável mutação responsável pelo fenótipo dos pacientes; sendo 

duas trocas de nucleotídeos, c.G1969T [p.E657] e c.G2404A [p.G802S], duas deleções 

c.2564delT [p.L855fs] e c.1108delG [p.E370fs], e duas em sítio de splicing, c.780-2A>T e 

c.621+1G>A. Dessas, a mutação c.G1969T  (XP01PE), já foi descrita na literatura por um 

trabalho do nosso grupo em um paciente de São Paulo, XP02SP (82). Essa paciente de São 

Paulo apresenta um fenótipo grave com os primeiros sintomas aos sete anos e aos doze já 

havia desenvolvido diversos tumores cutâneos em áreas expostas ao sol, assim como a 

paciente de Pernambuco, XP01PE, também com um fenótipo grave, com o primeiro caso de 

tumor aos dois anos de idade.  

 Dois alelos mutados foram identificados no gene ERCC2 (XPD), na paciente TTD02SP; 

uma troca não sinônima no exon 18, c.T1742C [p.L581P], e uma em sítio de splicing 

c.949+5G>A no intron 10, ambas ainda não descritas na literatura. Como mencionado 

anteriormente, mutações nesse gene podem levar a fenótipos de XP, CS e TTD. Pacientes TTD 

com mutações nesse gene apresentam uma grande heterogeneidade, tanto dos sintomas 

clínicos quanto do fenótipo in vitro em resposta a UV. Camundongos XPD-knockout não são 

viáveis, indicando que esse é um gene essencial (33). Serão necessários futuros experimentos 

para avaliar o efeito dessas mutações no mRNA do gene e se existe alguma expressão dessa 

proteína.   

 No decorrer desse estudo criamos uma tabela, em que discriminamos as características 

clínicas necessárias para nos aprofundarmos nas análises genéticas e, dessa forma, conduzir o 

estudo de alguns pacientes em que as mutações com patogenicidade incerta ou que não 
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foram identificadas. Essa tabela (Apêndice B) se baseou no estudo de Fasshi et al com 

algumas modificações, em que é atribuído uma pontuação às características clínicas, dessa 

forma conseguiremos classificar fenótipos amenos e severos em função dessa pontuação 

(118). 
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Dessa forma, nosso estudo genético se estendeu aos pacientes de todo o Brasil e 

englobou outras doenças relacionadas a defeitos na via de reparo de DNA por excisão de 

nucleotídeo, 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 distribuição desses pacientes no país está ilustrada 

na figura 29. 

 

 

Figura 29 - Mapa da distribuição dos pacientes descritos neste trabalho, XP (34), CS (2) e TDD (3) no 
Brasil. Os 34 pacientes XP estão distribuídos 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 São Paulo (82), um paciente XP-G do Rio de Janeiro (103) e um XP-E de Manaus 
(Santiago et al., em preparação). Entre os pacientes CS e TTD, uma mutação em CSB e XPD (ERCC2), 
respectivamente.     

 

 No mundo o fenótipo mais frequente é XPC, porém neste trabalho existe um claro viés 

do efeito fundador das mutações no gene POLH em Goiás. Se avaliarmos conjuntamente os 

dados obtidos neste projetos com o que já temos descrito na literatura e o trabalho que vem 

sendo desenvolvido no Hospital AC Camargo obtemos uma distribuição de pacientes XP, CS e 

TTD em uma proporção mais parecida como é descrita em outros países (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 ajudarão a compreender melhor 

a distribuição dessas mutações entre pacientes brasileiros, quando testes moleculares 

poderão ajudar no aconselhamento genético e confirmação de diagnósticos de outros 

pacientes além da comunidade de Araras.  
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3.1 INTRODUÇÃO  

 Estudos têm demonstrado que a Pol eta participa da translesão a danos induzidos pelo 

tratamento de células humanas com cisplatina (59, 105-107). Dessa forma, linhagens de 

células deficientes em Pol eta são normalmente sensíveis à cisplatina e umas das formas de 

caracterizarmos fenotipicamente as linhagens XP-V, tanto de Goiás, XP04GO, XP06GO e 

XP88GO, quanto de Minas Gerais, XP05MG, foi avaliando a sensibilidade ao tratamento com 

essa droga.  

 Esse quimioterápico é usado, principalmente, para tratamento de câncer de ovário, 

testículo e de células pequenas de pulmão (108). De forma geral, essa droga atua se ligando 

covalente ao DNA, formando monoadutos, entre a dupla fita ou em uma mesma fita. Essas 

ligações causam graves distorções e lesões na dupla hélice de DNA (105). A alta reatividade 

de espécies de Cisplatina mono-aquadas promove sua ligação covalente ao DNA, formando 

monoadutos (Pt-G). Esses monoadutos se tornam um problema maior quando são 

convertidos a diadutos formando ligações cruzadas (cross-links) entre as fitas de DNA. A 

distorção causada por essas lesões formam um bloqueio físico durante a fase S do ciclo 

celular, no processo de replicação, impedindo a progressão da replicação e de outros 

processos como a transcrição celular (108).  

 Dessa forma, o bloqueio físico gera um contexto de instabilidade na célula na medida 

em que, com a forquilha de replicação parada, é exposto o DNA simples fita, suscetível ao 

ataque de nucleases, além de gerar uma força de tensão na região, podendo levar a dupla 

quebra do DNA (DSB, do inglês Double-Strand Break). Em uma última tentativa de recuperar o 

processo de replicação, as vias de reparo de dupla quebra no DNA, recombinação homologa 

(HR, do inglês homologous recombination) e não homóloga (NHEJ, do inglês Non Homologous 

End-Joining), são recrutadas. Caso as células consigam sobreviver às lesões, replicar seu 

genoma e se multiplicar, podem ocorrer alterações (mutações e aberrações cromossômicas) 

podendo resultar na formação de tumores. Em um contexto de tratamento de tumores, 

impedir que a célula tumoral consiga lidar com esse estresse replicativo, de modo a 

bloqueando essas formas de reparo ou de tolerância ao dano, é uma estratégia para 

potencializar o efeito de agentes genotóxicos. 
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3.2. Objetivo Específico 

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

tratamento com cisplatina.  

3.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.3.1 Preparo e uso da cisplatina 

    A solução estoque de cisplatina (cat P4394, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foi feita em 

tampão fosfato salino (PBS) em uma concentração de 500 µM. Para completa solubilização da 

droga, a solução 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 concentrações (5, 15 e 25 

μM) e coletadas 24 e 72 h após o tratamento. Para o co-tratamento com cafeína adicionou-se 

1 mM da droga juntamente com a cisplatina, ao meio de cultura, 24 h após o plaqueamento, 

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 

especificações do fabricante. Este ensaio mede a viabilidade celular através da atividade 

metabólica mitocondrial e baseia-se na medida de conversão do sal de tetrazolium, XTT 

(concentração final 0,3 mg/mL), a um composto colorido cuja absorbância é medida por 

espectrofotômetro. A determinação da viabilidade celular foi feita a partir da subtração do 

valor de absorbância em 750 nm pela absorbância em 490 nm, sendo o valor correspondente 

ao controle não tratado considerado 100%. As células foram plaqueadas em microplaca de 12 

poços a uma concentração de 20.000 células por placa e tratadas 24 h depois. Após 72 h de 

incubação foi adicionado 300 µL do sal de tetrazolium juntamente com o desacoplador de 

elétrons, diluídos em DMEM sem phenol red. A absorbância de cada poço foi medida em 

microplaca de 96 após 3 h de incubação com o sal. A viabilidade das células em cada 

concentração da droga foi expressa como a porcentagem entre a média da absorbância de 

células tratadas e não tratadas. A significância estatística de cada parâmetro foi avaliada pelo 

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

 Aproximadamente 100.000 células foram plaqueadas (placas de 60 mm de diâmetro), 

tratadas com 5 ou 25 µM de Cisplatina, com ou sem cafeína (1 mM), e coletadas juntamente 

com seu sobrenadante em 24 h. As amostras foram, então, centrifugadas (290 g, 5 min), 

lavadas uma vez com PBS, as células precipitadas foram fixadas com etanol 70% gelado por 

no mínimo 24 h e em seguida, marcadas com uma solução de iodeto de propídio (PI), 

contendo Triton X-100 (0,1% v/v), RNase A (0,2 mg/mL) e PI (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 poços para análise. A intensidade de fluorescência de 

cada amostra foi adquirida e quantificada em citômetro de fluxo Guava Cytosoft (Merck-

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

3.3.4 Imunomarcação para gH2AX por citometria de fluxo 

 Foram plaqueadas 100.000 células em placa de 60 mm de diâmetro. Após 24 h de 

plaquemaneto as células foram tratadas com 5 e 25µM de cisplatina, com ou sem cafeína (1 

mM) e coletadas 24 h depois. Para a coleta as células foram lavada com PBS, tripsinizadas e 

precipitadas após centrifugação (290 g, 5 min). Para separação e fixação das células utilizou-

se formaldeído a 1%, diluído 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 à -20 °C. No dia da 

imunomarcação as amostras foram centrifugadas e lavadas com 500 µL da solução 1 (BSA 1%, 

Triton X-100 0,2% em PBS). Em seguida foi adicionado ao precipitado celular 500 µL da 

solução 1, o qual foi incubado por 5 min em temperatura ambiente sob leve agitação para 

bloqueio dos sítios de ligação inespecíficos, seguido pela incubação com 50 µL da diluição do 

anticorpo primário monoclonal IgG, mouse, anti-µH2AX Ser 139 (Millipore), na proporção 

1:300 e incubado por 16 h a 4 oC. Nova centrifugação foi realizada e ao precipitado celular 

adicionou-se 50 µL da solução 1 com anticorpo secundário anti-mouse FITC (Sigma-Aldrich) 

na diluição de 1:200 e incubado em temperatura ambiente por 1 h mantido no escuro. Após 

esse tempo, ao final da nova lavagem com 500 µL da solução 1, adicionou-se 200 μL de uma 

solução de PI e as amostras mantidas no escuro a temperatura ambiente por 30 min. Por 

último, as amostras foram lavadas com PBS e transferidas para placa de leitura no citômetro 

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 primárias 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).  

 

FiguraFiguraFiguraFigura    30303030    ----    Efeito de cafeína na sensibilidade de células humanas, deficientes ou proficientes em XPV. 
Células XP-V são mais sensíveis a cisplatina. Efeito da cisplatina nas linhagens normais (FHN e GO01) e 
XP-V (XP865VI, XP06GO, XP04GO, XP88GO e XP05MG). Ensaio de viabilidade celular (XTT) após 72 h de 
tratamento com 5, 15 e 25 µM. Análise estatística realizada pelo método Two-way ANOVA com pós 
teste de Bonferroni, comparando todas as linhagens ao controle FHN, com p<0.0001. O gráfico é 
resultado da média de quatro experimentos independentes. 

 

 Como mencionado anteriormente, a cafeína 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 cafeína, como mostra a figura 31 a seguir. Porém, diferente do esperado, a 

cafeína não aumentou a sensibilidade das linhagens XP-V primárias: XP06GO, XP88GO e 

XP05MG.  
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FiguraFiguraFiguraFigura    31 31 31 31 ----    Ensaio de viabilidade celular (XTT) após 72h de tratamento com 5 e 15 µM deEnsaio de viabilidade celular (XTT) após 72h de tratamento com 5 e 15 µM deEnsaio de viabilidade celular (XTT) após 72h de tratamento com 5 e 15 µM deEnsaio de viabilidade celular (XTT) após 72h de tratamento com 5 e 15 µM de    cisplatina, com cisplatina, com cisplatina, com cisplatina, com 
e sem cafeína (1mM), para avaliar o efeito do coe sem cafeína (1mM), para avaliar o efeito do coe sem cafeína (1mM), para avaliar o efeito do coe sem cafeína (1mM), para avaliar o efeito do co----tratamento nas linhagens primárias controle, FHN tratamento nas linhagens primárias controle, FHN tratamento nas linhagens primárias controle, FHN tratamento nas linhagens primárias controle, FHN e e e e 
GO01 e XPGO01 e XPGO01 e XPGO01 e XP----V; XP06GO e XP88GO.V; XP06GO e XP88GO.V; XP06GO e XP88GO.V; XP06GO e XP88GO.    A aA aA aA análise estatística nálise estatística nálise estatística nálise estatística foi realizada utilizando ofoi realizada utilizando ofoi realizada utilizando ofoi realizada utilizando o    método Twométodo Twométodo Twométodo Two----way ANOVA way ANOVA way ANOVA way ANOVA 
com pós teste de Bonferroni, comparandocom pós teste de Bonferroni, comparandocom pós teste de Bonferroni, comparandocom pós teste de Bonferroni, comparando    o tratamento de cada linhagem com e sem o tratamento de cada linhagem com e sem o tratamento de cada linhagem com e sem o tratamento de cada linhagem com e sem cafeínacafeínacafeínacafeína. O gráfic. O gráfic. O gráfic. O gráfico o o o 
é resultado da média de dois é resultado da média de dois é resultado da média de dois é resultado da média de dois experimentos independentes.experimentos independentes.experimentos independentes.experimentos independentes.    

 

A sensibilidade ao co-tratamento com cafeína é um ensaio clássico de caracterização 

fenotípica de linhagens XP-V frente ao tratamento com UVC. Avaliamos esse efeito em que foi 

observado sensibilidade à cafeína (Figura 32). É possível que para cisplatina, em linhagens 

primárias, esse efeito não seja o mesmo. 

 

Figura Figura Figura Figura 32 32 32 32 ----    Sensibilização de viabilidade de células XPSensibilização de viabilidade de células XPSensibilização de viabilidade de células XPSensibilização de viabilidade de células XP----V irradiadas com luz UVC. V irradiadas com luz UVC. V irradiadas com luz UVC. V irradiadas com luz UVC. EEEEnsaio de viabilidade nsaio de viabilidade nsaio de viabilidade nsaio de viabilidade 
celular (XTT) para avacelular (XTT) para avacelular (XTT) para avacelular (XTT) para avaliar o efeito do coliar o efeito do coliar o efeito do coliar o efeito do co----tratamento de UVtratamento de UVtratamento de UVtratamento de UVC e cafeína (72h) nas linhagens:C e cafeína (72h) nas linhagens:C e cafeína (72h) nas linhagens:C e cafeína (72h) nas linhagens:    GO01GO01GO01GO01    
(normal)(normal)(normal)(normal)    e XPe XPe XPe XP----V:V:V:V:    XP05MG, XP06GO e XP88GO. XP05MG, XP06GO e XP88GO. XP05MG, XP06GO e XP88GO. XP05MG, XP06GO e XP88GO. Este gráfico representa dois experimentos Este gráfico representa dois experimentos Este gráfico representa dois experimentos Este gráfico representa dois experimentos 
independentes. independentes. independentes. independentes.     
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3.3.4 Efeito da cisplatina no ciclo celular  
 

Avaliamos o efeito da cisplatina no ciclo celular através da marcação com PI para 

leitura em citômetro de fluxo. Após 24 h de tratamento com 5 µM de CisPt é possível 

observar um bloqueio em fase G1/S nas linhagens XP-V: XP06GO, XP04GO, XP05MG e 

XP88GO. Curiosamente, esse efeito não é observado após tratamento com 25 µM de 

cisplatina, na qual todas as células estão aparentemente bloqueadas em G1 ou, no caso de 

XP05MG, também em G2, provavelmente devido a ser uma dose muito alta para todas as 

células, não permitindo passagem por fase S ou mesmo mitose. Diferente do esperado, o co-

tratamento com cafeína, novamente, não indica nenhuma alteração do ciclo celular no efeito 

da Cispt (figura 33).  

 

 

FiguraFiguraFiguraFigura    33 33 33 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 GO01 e 
linhagens XP-V; XP06GO, XP04GO, XP05MG e XP88GO. Após 24 h de tratamento com cisplatina (5 e 25 
µM), com e sem cafeína (1 mM) as células foram coletadas e marcadas com PI para análise por 
citometria de fluxo. Os histogramas são 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 fosforilação da histona gH2AX em células 

tratadas com cisplatina 
  

 Uma das sinalizações da resposta ao dano no DNA é a fosforilação da histona H2AX, que 

gera gH2AX, típico de estresse genotóxico (110). Para estudar essa resposta nessas células, 

após o tratamento (24 h) com cisplatina (5 e 25 µM), com e sem cafeína, fizemos a 

imunomarcação para essa histona fosforilada, analisada por citometria de fluxo (Figura 34). 

Verificamos uma clara indução de gH2AX nas células tratadas com cisplatina, independente 

da presença de cisplatina. Porém, após quantificarmos a porcentagem de células positivas, 

quadrante superior direito, para marcação total de gH2AX não observamos diferença entre as 

linhagens controle e XP-V (figura 35A).  

 

Figura Figura Figura Figura 33334 4 4 4 ----    Efeito de cisplatina na indução de gH2AX em células humanas. Histogramas representativos 
para imunomarcação da histona H2AX fosforilada (gH2AX) detectadas por citometria de fluxo após 24 
h de tratamento com 5 e 25 µM, com e sem cafeína (1 mM). As células marcadas com maior 
fluorescência comparadas à amostra não tratada foram consideradas positivas para a imuno-
marcação para H2AX. O círculo em azul representa a marcação High-Level da histona H2AX fosforilada. 
Este experimento é representativo de 3 experimentos independentes. 
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Porém, ao quantificarmos a marcação da fluorescência 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 

marcação após co-tratamento com cafeína nas linhagens XP-V (Figura 35B).  

  

  

FiguraFiguraFiguraFigura    33335555    ----    Indução de gH2AX em altos níveis é maior em células XP-V tratadas com cisplatina. Gráfico 
da quantificação de células positivas para marcação com gH2AX. A. Quantificação total de células 
positivas para H2AX fosforilada. B. Quantificação da marcação High-Level da histona H2AX fosforilada. 
Os gráficos são representativos de 2 experimentos independentes sendo cada um em duplicata.    
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3.4 DISCUSSÃO 

 É conhecido que linhagens com deficiência na proteína Pol eta são mais sensíveis à 

Cisplatina quando comparadas a linhagens controle. Com o objetivo de caracterizarmos esse 

efeito nas linhagens XP-V em estudo, avaliamos a sensibilidade a esse quimioterápico através 

do ensaio de XTT. Assim, como é descrito na literatura, as linhagens: XP06GO, XP04GO e 

XP05MG e a linhagem XP-V controle, XP865VI, são pouco mais sensíveis ao tratamento 

quando comparadas a sensibilidade do controle, FHN. Provavelmente essa sensibilidade seria 

maior em células transformadas com SV40, pela redução na atividade de p53 (80). Esse 

aumento de sensibilidade se dá provavelmente devido ao fato de que Pol eta é a principal 

polimerase de síntese translesão envolvida no bypass de danos induzidos pelo tratamento 

com Cispt, tanto dos adutos de purinas, cerca de 90% das lesões induzidas por essa droga, 

quanto dos ICLs (5-8%) (54, 111). Dessa forma, a ausência dessa proteína nas linhagens XP-V 

leva ao aumento da sensibilidade à droga. Em 2012, Zhao e colaboradores demonstraram 

através de cristalografia que a translesão do aduto gerado pelo tratamento com Cispt é 

dependente da inserção do primeiro dCTP oposto ao cross-link Pt-GG pela Pol eta. Inibir a 

atividade de translesão da Pol eta é um mecanismo alvo nos estudos envolvendo 

quimioterapia de tumores, que tem como objetivo reduzir a resistência ao tratamento com 

cisplatina (60).  

 Outra resposta conhecida é o efeito da cafeína em linhagens XP-V, como mencionado 

anteriormente na introdução 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 à 

irradiação UV, na presença de cafeína (Munford, Castro et al, 2016 [in press]). Assim, 

esperávamos observar o mesmo efeito no tratamento com cisplatina nas linhagens XP-V em 

estudo, porém esse efeito não foi observado.  O efeito da cafeína em células XP-V é um 

clássico ensaio de caracterização fenotípica dessas linhagens frente ao dano induzido por 

UVC. Porém, esses estudos foram conduzidos em linhagens transformadas. É possível que 

para linhagens primárias essa resposta não seja a mesma no tratamento com cisplatina. O 

status de p53 é uma variável importante a ser avaliada nesse tipo de resposta. Uma das 

funções de p53 envolve a recuperação das forquilhas de replicação paradas frente ao dano no 
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DNA. De fato, evidências demonstraram que células transformadas por SV40, diferentemente 

de fibroblastos primários, não conseguem restaurar a replicação frente aos danos induzidos 

por UV, o que leva ao acúmulo de duplas quebras do DNA nos locais de forquilhas paradas 

durante a fase S de replicação (112).  Normalmente as transformações celulares envolvem a 

inativação desse fator de transcrição, o que sensibiliza as células com um aumento na 

instabilidade genética e indução de morte celular em resposta a danos no DNA (80, 113). Em 

nosso laboratório as linhagens XP-V primárias 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 após o 

tratamento com cisplatina e esse estudo está sendo foco de estudo em nosso grupo de 

pesquisa. 

 Uma importante resposta ao dano no DNA é a parada no ciclo celular (checkpoint). As 

linhagens deficientes em Pol eta encontram problemas na replicação do DNA com lesão 

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 GO01, as linhagens XP-V, após 24 h de tratamento com cisplatina, estão 

paradas em G1/S, o que nos indicam que essas células estão com problemas para replicar seu 

conteúdo de DNA ou simplesmente bloqueadas em G1. Com relação ao efeito da cafeína, 

novamente não houve nenhuma alteração da resposta no ciclo em função do co-tratamento 

cisplatina e cafeína. Na dose mais alta de cisplatina, 25 µM, não ocorre esse efeito de parada 

em S, provavelmente exista um fator de saturação 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 família das proteínas 

fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K); ATM (do inglês Ataxia telangiectasia mutated), ATR (do 

inglês Ataxia telangiectasia- and Rad3- related) e DNA-PK. Essas quinases fosforilam proteínas 

envolvidas na ativação da parada do ciclo celular (como mencionado acima), assim como a 

cauda C-terminal da histona H2AX (Ser-139). A fosforilação dessa histona, gerando gH2AX, é 

uma das sinalizações para o recrutamento de proteínas de reparo em locais com lesão no 

DNA. Camundongos knockout para esse gene são mais sensíveis à agentes que induzem dupla 

quebra no DNA (DSB, do inglês Double-Stand break), como radiação gama e etoposideo (110). 
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Porém, o papel dessa sinalização no recrutamento de NER e nas forquilhas de replicação 

paradas é pouco conhecido, sendo a indução de gH2AX um excelente marcador de estresse 

genotóxico.  

 Nas linhagens XP-V em estudo pudemos observar um aumento na marcação para 

gH2AX (high-level), o que pode ser representativo de um aumento de quebras duplas no DNA 

em replicação em consequência do tratamento com cisplatina. Essa marcação é ainda maior 

no co-tratamento com cafeína. Dessa forma, a deficiência em Pol eta pode resultar em maior 

colapso de forquilhas na presença de um inibidor de ATR (no caso, cafeína). Por um bom 

tempo gH2AX foi considerado apenas um marcador de DSB. Atualmente sabe-se que existem 

diferentes níveis dessa marcação; por exemplo em foci e pan-nuclear (116) /high-level (117), 

que decorrem dos diferentes tipos de lesões, que a célula sofreu, tanto para dupla quebra 

quanto para simples quebra do DNA, assim como das diferentes fases do ciclo em que essa 

marcação é avaliada. Em 2010 o grupo do Cleaver mostrou que a marcação mais forte para 

gH2AX (high-level ou pan-nuclear), presente nas células durante a fase S de replicação seriam 

uma sinalização de DSB (116) . Essa conclusão veio a partir dos experimentos de co-

localização da marcação mais forte dessa histona com a proteína 53BP1. Para as marcações 

em foci não houve co-localização com a proteína. Em nosso trabalho, o aumento da marcação 

high-level para gama-H2AX nas linhagens XP-V no co-tratamento cisplatina e cafeína pode ser 

indicativo de DSB, experimentos de co-localização com 53BP1, juntamente como um ensaio 

de cometa neutro, poderiam confirmar essa hipótese.   

 

 Desde a descoberta dessas síndromes genéticas raras, XP, CS e TTD, as linhagens desses 

pacientes têm sido largamente utilizadas em estudos para compreensão do papel das 

proteínas de reparo frente aos danos induzido por agente genotóxicos. Por exemplo, 

polimerases de translesão estão envolvidas no bypass de lesões induzido pela cisplatina e 

alguns estudos apontam que a Pol eta é a principal polimerase da família Y envolvida na 

tolerância a esse tipo de dano. Nosso estudo com cisplatina nas linhagens XP-V em questão 

ajudou na caracterização de fibroblastos de pacientes brasileiros, em concordância com os 

dados da literatura, que mostram que essas células XP-V são mais sensíveis em função da 

deficiência de translesão aos danos induzidos pelo tratamento com esse agente 

quimioterápico.  
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4.1. Conclusões 

• Duas mutações foram identificadas no gene POLH, uma em sitio de splicing no intron 6, 

c.764+1 G>A, e uma troca não sinônima no exon 8, c.C907T [p.R303X], responsáveis 

pelo fenótipo clínico XP-V nos pacientes de Araras/Faina (GO). Com 17 pacientes, em 

cerca de mil habitantes, é uma das regiões com maior densidade de pacientes XP no 

mundo com grande heterogeneidade de fenótipos clínicos entre eles. Os dados indicam 

dois efeitos fundadores para introdução dos alelos naquela comunidade. 

• Outros pacientes foram incluídos no estudo que abrangeu outras duas síndromes 

relacionadas a defeitos em NER, como CS e TTD. Desta forma, um total de 34 pacientes 

brasileiros foram caracterizados ao nível genético: 34 XP, 1 CS e 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 

primárias deficientes em Pol eta. Conforme é descrito pela literatura, essas linhagens 

foram mais sensíveis ao tratamento quando comparadas as linhagens controle FHN e 

GO01. Essa via de tolerância ao dano é essencial na capacidade de sobrevivência 

celular, assim como na restauração da forquilha de replicação parada frente ao dano.  

4.2. Considerações finais 

 Um bebê pela manhã é levado para seu banho de sol diário e minutos depois sua pele se 

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

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

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

outros sintomas, característico de paciente XP, é resultado da exposição à radiação UV, 

componente da luz solar, e a ausência de proteínas relacionadas à defeitos nas vias de reparo  

ou tolerância de lesões no DNA. Uma vez feito o diagnóstico clínico, a família pode ser 

esclarecida com relação aos problemas da exposição à UV e orientada quanto a utilização 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, 



108 
 

também chamados de “crianças na lua”, terão uma grande melhora na qualidade de vida com 

a redução na incidência de tumores de pele e consequentemente de intervenções cirúrgicas 

ao longo da vida.   

 Um resultado importante deste estudo foi a contribuição para aposentadoria dos 

pacientes, tanto de Araras, quanto de Faina. Para pacientes com fenótipo clínico mais ameno 

os pedidos de aposentadoria eram indeferidos pela Secretaria de Saúde Pública de Goiás e o 

diagnóstico genético os ajudou nesse processo, já que se trata de um dado incontestável de 

que são portadores de XP. A disseminação do estudo genético e o conhecimento da doença 

levou a melhor compreensão da necessidade de cuidados frente a exposição solar entre os 

pacientes da comunidade. A presidente da associação, Gleice Machado (mãe de um dos 

pacientes) passou a distribuir panfletos de como se cuidar e proteger do sol em toda a 

comunidade e regiões vizinhas. Além disso, ela conquistou o direito de receber do estado 

protetores solar com a enzima de reparo (Eryfotona®), que são distribuídos aos pacientes em 

quantidade abundante, estimulando o uso diário. 

 Acreditamos que a continuidade de estudos diagnósticos em outros pacientes do país 

deve ser mantida. Em termos sociais, esse diagnóstico molecular permite apoio junto à 

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 científicos, esses dados contribuem para o conhecimento da frequência e distribuição 

de pacientes no país. É interessante observar que muitas das mutações encontradas em 

pacientes brasileiros ainda não foram relatadas na literatura, o que simplesmente indica o 

quanto nossa população foi pouco estudada para essas síndromes relacionadas a NER. 

Espera-se que novas mutações possam contribuir com o conhecimento dos mecanismos 

moleculares responsáveis pelos fenótipos celulares e mesmo clínicos dos pacientes. Por outro 

lado, a identificação de mutações que já foram relatadas, como no caso dos pacientes de 

Araras, pode ser investigada para se conhecer a eventual origem dessas mutações, com 

esclarecimento da história desses efeitos fundadores.  

 Ainda hoje não existe nenhum protocolo de terapia, exceto prevenção à luz solar, para 

esses pacientes. Estudos, como os descritos aqui, trazem a investigação científica mais 

próxima à comunidade de pacientes e familiares, mas é difícil entender hoje como 
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poderemos ajudá-los em termos terapêuticos. De qualquer forma, esses estudos podem 

trazer ao menos informações e algumas explicações sobre o que os afeta, o que é o mínimo 

que podemos oferecer a eles. Lembramos que muito do que sabemos sobre a origem do 

processo de carcinogênese devemos a pacientes XP, e cada vez mais fica claro que graças a 

eles (e também a pacientes com outras síndromes relacionadas a NER) estamos começando a 

entender porque envelhecemos. Esperamos que esses estudos poderão trazer melhor 

compreensão e eventual esperança de uma melhor qualidade de vida para os pacientes e 

seus familiares.    
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- Anexo  -  

B - Tabela com características clínicas necessárias ao estudo de caracterização genética dos pacientes com 

deficiência em NER. 

 

Nome do Paciente:

Diagnóstico clínico do paciente:

1 Idade dos primeiros sintomas meses: 4 pts 1-5: 3 pts 5-15: 2 pts >16: 1 pt

2 Idade do primeiros diagnóstico meses: 4 pts 1-5: 3 pts 5-15: 2 pts >16: 1 pt

3 Tem queimaduras após exposição ao sol?

4 Hiper/hipopigmentação

5 Idade do Primeiro Tumor meses: 4 pts 1-5: 3 pts 5-15: 2 pts >16: 1 pt

6 Tipo do primeiro tumor

7 Quantos tumores já teve >50: 3 pts [10:50]: 2 pts <10: 1 pt

8 Já teve melanoma 4 pts

9 Tipos dos tumores que já teve

n° de Epitelioma (SBB/CBB)

n° de Melanoma Maligno (MM)

10 Tipos de outros lesões que já teve

11

1- Nunca me exponho ao sol

2- Me exponho quando é necessário, mas tomo os devido cuidados

3- Me exponho quando necessário sem tomar os devidos cuidados

4- Me exponho sempre e nunca me preocupei com isso

1 Fotofobia 1 pt

2 Melanose conjuntival interpalpebral 2 pts 

3 Hiperemia conjuntival 1 pt

4 Vasos da Conjuntiva "tortuosos" 1 pt

5 Pterígio 1 pt

6 Pinguecula (antes dos 50a) 1 pt

7 Lagoftalmo / ectrópio 1 pt

8 Ceratopatia 1 pt

9 Cicatrização da córnea / Neovascularização 1 pt

10 Câncer na superfície ocular 2 pts 

1 Neuropatia Periférica (motor ou sensorial) 1 pt

2 Patotlogia Cerebelar 1 pt

3 Perda auditiva neurossensorial 1 pt

4 Cognição prejudicada 1 pt

5 Disfagia/alimentação por gastrostomia endoscópica 1 pt

6 Resposta pupilar anormal / movimentos anormais dos olhos 1 pt

7 Ajuda para andar (ou em cadeiras de roda 2 pontos) 1 pt

Pontos para gravidade Dermatológica (19 pontos)

Total de exposição ao sol durante o dia (De 1 a 4 de acordo com a descrição abaixo)

Pontos para gravidade Oftalmológica (12 pontos)

Pontos para gravidade Neurológica (8 pontos)

 

 

 


